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Introduccion

Envejecimiento

El envejecimiento, considerado un decaimiento en la funcionalidad dependiente a la edad que se presenta
en todos los organismos (Lc’:pez—Otin, et al. 2023), esta caracterizado por cambios fisiclogicos, bioguimicos y
moleculares que conllevan a los individuos envejecidos a adquirir diversas enfermedadesyala
disfuncionalidad. Este proceso biologico sea correlacionado con una multitud de factores diversos,
afectando de manera diferente e individual a cada organismo. Los individuos pierden la capacidad de
adaptarse ante estimulos intrinsecos y extrinsecos, y resistir alteraciones homeostaticas, llevando a la
perdida de funciones fisiologicas, celulares y bioquimicas. Estas alteraciones generan fragilidad y
predisponen a las personas envejecidas a enfermedades crénicas degenerativas (como obesidad,
diabetes, osteoporosis, demencia, cancer, sarcopenia, etc.). Para poder compraender mejor el
envejecimiento, Lopez-Otin (2011, 2023) propuse la definicion de caracteristicas, o Hallmarks, del
envejecimiento como un conjunto de fendmenos celulares, fisiologicos y metabolicos que son comunes en
todas las definiciones de envejecimiento. Estos son inestabilidad gendmica, proteostasis alterada, deteccion
de nutrientes desregulada, atricion telomeérica, alteraciones epigenéticas, disfuncion metabdlica
mitocondrial, agotamiento de células Stem, 0 multipotenciales, comunicacion celular alterada, y
senescencia celular.

Existen varias teorias que buscan explicar por qué sucede el envejecimiento, Desde teorias mutagénicas,
degeneracion de la proteostasis, alteraciones metabdlicas, y acumulacion de células senescentes. Todas
estas teorias poseen evidencia de su participacion en el proceso de envejecimiento, pero individualmente
ninguna teoria es suficiente como causa anica del fendmeno biolégico.

Otro factor que se ha relacionado con el proceso de envejecimiento es el estrés oxidante. La teoria de
Harman propuesta en 1956 (Harran, D. 1956), propone que el envejecimiento se debe a la acumulacion de
darios oxidantes en las biomoléculas a lo largo de la vida, lo que lleva a la disminucion de las funciones
fisiclogicas, bioguimicas y meleculares de los individuos envejecidos. Se ha reportade ampliomente al estrés
oxidante como un factor relevante en la progresion de la sarcopenia durante el envejecimiento. La
sobreproduccién de Especies Reactivas de Oxigeno (ERQ), que son gran variedad de moléculas derivadas
de reacciones del oxigeno molecular atmosférico (02), como el anién superéxido (02.-), peréxido de
hidrogeno (H202), radical hidroxilo (-OH), depende de diversos factores, entre los que destacan los cambios
en el metabolismo energético, principalmente la cadena de transporte de electrones mitocondrial, el
sedentarismo, la nutricién y factores ambientales cémo la contaminacion (Carvajal. 2019). El metabolismo
endogeno también contribuye a la generacion del estrés oxidante. Las principales fuentes de produccion de
ERO son la xantina oxidorreductasa, la NADPH oxidorreductasa (I‘IiCOtil“lClr‘l‘lidCl adenin dinucelotido fCIS‘[CItD),
los complejos mitrocondriales de la cadena de trasporte de electrones, la mieloxiperoxidasa {MF’D), la
lipoxigenasa, y la ciclooxigenasa (Carvajal. 2019).

Aderndas, se ha observado en el envejecimiento una disminucion de la respuesta antioxidante, por lo que

ambos procesos inducen un deterioro en el tejido muscular asociado al estrés oxidante (Russo C, et al,
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Resumen

La sarcopenia es una pérdida progresiva de la fuerza y la funcion de musculo
esquelética. Afecta entre el 5 y el 10 % de los adultos mayores de 60 afios y hasta
el 40 % de los mayores de 80. Su progresion esta impulsada por el estrés oxidativo,
la inflamacion de bajo grado (inflammaging) y el fenotipo secretor asociado a la
senescencia (SASP). Las intervenciones actuales, como el ejercicio, la
suplementaciéon proteica y la terapia hormonal, ofrecen beneficios parciales. La
combinacién de un farmaco senolitico como el acido acetilsalicilico (AAS) y un
activador de Nrf2 como la tert-butilhidroquinona (TBHQ), junto con el ejercicio,

podria proporcionar una protecciéon complementaria contra estos mecanismos.

Métodos

Mediciones morfométricas, composicion corporal mediante DEXA. Western Blot
(Pax-7, Myf5, MyoD, MyoG). Estado redox mediante HPLC, MDA, carbonilacion,

SOD y CAT. Andlisis de citoquinas y quimiocinas Bio-Plex.

Conclusioén

El tratamiento combinado de ejercicio + TBHQ + AAS produjo los mejores resultados
generales. En la capacidad funcional, la expresién del marcador miogénico, los
niveles de GSH y el equilibrio antiinflamatorio sistémico. El ejercicio por si solo
mejora la supervivencia, pero fue insuficiente para prevenir la progresién de la
sarcopenia. Estos hallazgos respaldan una estrategia multiobjetivo que combine la
activacion del antioxidante Nrf2, la eliminacién senolitica y el entrenamiento fisico
como un enfoque prometedor para retrasar la pérdida muscular relacionada con la

edad. Aun es necesaria la validacion traslacional en modelos humanos.



Abstract

Sarcopenia is a progressive loss of skeletal muscle mass strength and function. It
affects 5 to 10% of adults over 60 and up to 40% of those over 80. Its progression is
driven by oxidative stress, low grade inflammation (Inflammaging), and the
senescence associated secretory phenotype or SASP. Current interventions like
exercise, protein supplementation and hormone therapy offer partial benefits.
Combining a senolytic drug like Acetyl Salicylic Acid (AAS) and a Nrf2 activator like
tert-butyl hydroquinone (TBHQ) alongside exercise may provide complementary

protection against these mechanisms

Methods

Morfometric measurements, DEXA body composition. Western Blot (Pax-7, Myf5,
MyoD, MyoG) Redox state by HPLC, MDA, Carbonilation, SOD and CAT. Bio-Plex

23 citokyne panel screening.

Conclusion

The combined treatment of exercise + TBHQ + AAS produced the best overall
outcomes. in functional capacity, myogenic biomarker expression, GSH levels, and
systemic anti-inflammatory balance. Exercise alone improves survival but was
insufficient to prevent sarcopenic progression. These findings support a multi
targeted strategy antioxidant Nrf2 activation, senolytic clearance, and physical
training as a promising approach to delay age-related muscle loss. Translational

validation in human models remains necessary
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Introduccion

Envejecimiento

El envejecimiento, considerado un decaimiento en la funcionalidad dependiente a la
edad que se presenta en todos los organismos (Lopez-Otin, et al. 2023), esta
caracterizado por cambios fisiologicos, bioquimicos y moleculares que conllevan a
los individuos envejecidos a adquirir diversas enfermedades y a la disfuncionalidad.
Este proceso biolégico sea correlacionado con una multitud de factores diversos,
afectando de manera diferente e individual a cada organismo. Los individuos
pierden la capacidad de adaptarse ante estimulos intrinsecos y extrinsecos, y
resistir alteraciones homeostaticas, llevando a la pérdida de funciones fisiolégicas,
celulares y bioquimicas. Estas alteraciones generan fragilidad y predisponen a las
personas envejecidas a enfermedades cronicas degenerativas (como obesidad,
diabetes, osteoporosis, demencia, cancer, sarcopenia, etc.). Para poder
comprender mejor el envejecimiento, Lopez-Otin (2011, 2023) propuso la definicion
de caracteristicas, o Hallmarks, del envejecimiento como un conjunto de fenémenos
celulares, fisiologicos y metabdlicos que son comunes en todas las definiciones de
envejecimiento. Estos son inestabilidad gendmica, proteostasis alterada, deteccion
de nutrientes desregulada, atricion telomérica, alteraciones epigenéticas, disfuncion
metabdlica mitocondrial, agotamiento de células Stem, o multipotenciales,

comunicacion celular alterada, y senescencia celular.

Existen varias teorias que buscan explicar por qué sucede el envejecimiento, Desde
teorias mutagénicas, degeneracion de la proteostasis, alteraciones metabdlicas, y

acumulacion de células senescentes. Todas estas teorias poseen evidencia de su
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participacion en el proceso de envejecimiento, pero individualmente ninguna teoria

es suficiente como causa unica del fendmeno bioldgico.

Otro factor que se ha relacionado con el proceso de envejecimiento es el estrés
oxidante. La teoria de Harman propuesta en 1956 (Harman, D. 1956), propone que
el envejecimiento se debe a la acumulacién de dafios oxidantes en las biomoléculas
a lo largo de la vida, lo que lleva a la disminucion de las funciones fisiologicas,
bioquimicas y moleculares de los individuos envejecidos. Se ha reportado
ampliamente al estrés oxidante como un factor relevante en la progresion de la
sarcopenia durante el envejecimiento. La sobreproduccion de Especies Reactivas
de Oxigeno (ERO), que son gran variedad de moléculas derivadas de reacciones
del oxigeno molecular atmosférico (O2), como el anién superdxido (O2.), peroxido
de hidrégeno (H2032), radical hidroxilo ((OH), depende de diversos factores, entre los
que destacan los cambios en el metabolismo energético, principalmente la cadena
de transporte de electrones mitocondrial, el sedentarismo, la nutricion y factores
ambientales cdmo la contaminacion (Carvajal. 2019). EI metabolismo enddégeno
también contribuye a la generacién del estrés oxidante. Las principales fuentes de
produccion de ERO son la xantina oxidorreductasa, la NADPH oxidorreductasa
(nicotinamida adenin dinucelétido fosfato), los complejos mitrocondriales de la
cadena de trasporte de electrones, la mieloxiperoxidasa (MPO), la lipoxigenasa, y

la ciclooxigenasa (Carvajal. 2019).

Ademas, se ha observado en el envejecimiento una disminucion de la respuesta
antioxidante, por lo que ambos procesos inducen un deterioro en el tejido muscular

asociado al estrés oxidante (Russo C., et al., 2024). Lo anterior sugiere que, para
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retrasar la aparicion de los factores relacionados al envejecimiento, podria ser util
la administracién de un compuesto antioxidante durante esta etapa de la vida

(Neves, et al. 2020).

La creciente poblacion de adultos mayores representa un desafio critico para la
salud publica de México. De acuerdo con los datos del Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia, INEGI (2020), se espera que la proporcién de personas
adultas mayores a 60 afos crezca del 10% actual, al 30% para 2050, esto se debe
principalmente al desarrollo del sistema de salud, lo que ha incrementado la
esperanza de vida (CONAPO. 2020). Este cambio en la proporciéon poblacional
traera consigo una incidencia mayor en las enfermedades relacionadas con la edad,
como lo son las enfermedades crénicas-degenerativas, diabetes, cardiopatias y
artritis. Este aumento en la demanda de los servicios de salud llevara a la saturacion
de estos, poniendo en riesgo la atencion y el mantenimiento de la calidad de vida y

salud de las personas adultas mayores.

Sarcopenia

La sarcopenia, también forma parte de las enfermedades relacionadas con la edad,
es comunmente ignorada como factor clave en el envejecimiento a pesar de que
ésta incrementa el riesgo a caidas y accidentes, fracturas, discapacidad, y la pérdida
de independencia funcional. En los ultimos anos, la sarcopenia ha ganado atencién
debido a su prevalencia, la cual es del 5 al 10% de la poblacion adulta mayor a 60

anos, y del 40% en personas mayores a 80 anos (Secretaria de Salud, 2016). Un
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estudio realizado en la Ciudad de México en el afio 2020 (Godinez-Escobar, et al.
2020) observo una prevalencia del 22.53% en personas mayores de 60 afos La
disminucién en la realizacion de las actividades de la vida cotidiana y la falta de
independencia, son factores que influyen directamente en la calidad de vida de las
personas adultas mayores. Por lo que, en los ultimos afios, se ha empezado a
investigar los mecanismos bioldgicos que forman parte de esta enfermedad, y
también tratamientos efectivos que ayuden a disminuir el progreso de esta

enfermedad, y aumentar la calidad de vida de las personas.

La sarcopenia es un trastorno muscular esquelético progresivo vinculado al
envejecimiento, que compromete la fuerza, la funcién y el rendimiento fisico (Cruz
et al.,, 2010) (Shaw, et al. 2017). Su conceptualizacion ha evolucionado
significativamente: mientras que en 2010 el énfasis diagndstico recaia sobre la
pérdida de masa muscular, la revision de 2019 del EWGSOP (Grupo de Trabajo
Europeo en Sarcopenia en Adultos Mayores) posicioné a la fuerza muscular como
el parametro central, dado que predice con mayor precision desenlaces adversos
como caidas, fracturas y mortalidad (Cruz et al., 2019). Cabe destacar que la fuerza
de agarre, medida por dinamometria, es un indicador clave del estado muscular
asociado a discapacidad y mortalidad (Bohannon y Magasi, 2015; Dodds et al.,

2016).

El protocolo diagnéstico integra tres dimensiones: 1) fuerza de agarre
(dinamometria): valores criticos por debajo de 16 kg en mujeres y 27 kg en hombres
(Cruz et al., 2019), 2) masa muscular (DEXA): indice muscular esquelético inferior

a 5.5 kg/m? en mujeres y 7.26 kg/m* en hombres, calculado a partir de dos
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desviaciones estandar por debajo de la media de adultos jovenes (Baumgartner et
al., 1998; Cruz et al., 2010), y 3) rendimiento fisico (velocidad de marcha y prueba
SPPB): velocidad igual o menor a 0.8 m/s indica sarcopenia grave (Maggio et al.,

2016).

Entre sus principales factores de riesgo se encuentran el sedentarismo, la
alimentacion inadecuada, el desbalance hormonal, el estrés oxidante y alteraciones
en la regeneracion muscular (Cruz et al., 2019). La acumulacion de mutaciones en
el ADN mitocondrial potencia la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO),
deteriorando la funcién muscular y favoreciendo la fibrosis (Arthur y Cooley, 2012).
Cabe sefialar que la actividad antioxidante de enzimas como la catalasa y la GST
se encuentra reducida en células satélite de sujetos mayores (Fulle et al., 2005),
mientras que la delecion de SOD genera un fenotipo acelerado de sarcopenia (Ahn
et al., 2019; Jang et al., 2020). El declive de GH, IGF-1, testosterona y estrogenos
con la edad favorece el incremento de miostatina, un inhibidor del crecimiento
muscular (Lozier et al., 2018; Marcell et al., 2001; Tsai et al., 2007). Adicionalmente,
la disminucion de IGF-1 e IGFBP3 correlaciona con la reduccién de la fuerza de
agarre en mujeres adultas mayores (Taekema et al., 2011). Moléculas como IL-6,
TNFa y proteina C reactiva se asocian directamente con la pérdida de masa
muscular (Bian et al., 2017; Bano et al., 2017). Su numero y capacidad proliferativa
disminuyen con la edad (Carlson et al., 2009; Shefer et al., 2006), retrasando la
reparacion tisular hasta en un 40% en comparacién con organismos jévenes (Marsh
etal., 1997). La expresion alterada de factores regulatorios miogénicos como MyoD,

myf5 y miogenina agrava este deterioro (Degens, 2007). Asimismo, la eliminacion
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del receptor PPAR® muscular reduce en un 40% el numero de células satélite
disponibles para la regeneracion (Angione et al., 2011), mientras que la
sobreexpresion de PGC-1a ha demostrado ser protectora frente a la sarcopenia

(Wenz et al., 2009).

Senescencia celular

En 1961, Hayflick trabajando con fibroblastos, observd que las células en cultivo
dejaban de proliferar tras 50 subcultivos, llamé a este fendmeno como degeneracion
del cultivo, y también como senescencia a nivel celular (Hayflick y Moorehead,
1961). Actualmente conocemos a la senescencia celular como una respuesta al
dafo al ADN en las células, el cual puede darse por acortamiento telomérico tras
multiples replicaciones del ADN (Lépez-Otin, 2023). ElI dano al ADN genera la
activacion de los sistemas de respuesta al dano, principalmente mediante la
expresion de P21 y P16INK4A, lo cual arresta el ciclo celular en un estado no
proliferativo indefinidamente (Serrano, et al. 1997). La senescencia celular tiene
otras caracteristicas, como la generaciéon de ERO que puede inducir dafio oxidante
a células vecinas (von Zglinicki T., 2024), Disfuncién mitocondrial y cambios
metabodlicos asociados a este fendmeno, como el cambio a un metabolismo
anabdlico (Miwa, et al. 2022). A su vez, la senescencia celular puede
desencadenarse por estimulos varios, como sefializacidn oncogeénica, dafo
genotdxico, atricion de telobmeros, dafno mitocondrial, infecciones virales y
bacterianas, dafno oxidativo por ERO, alteraciéon en la disponibilidad de nutrientes,

y estrés del tipo mecanico (Gorgoulis, et al.- 2019). Aparte, la senescencia puede
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ser inducida de manera paracrina a través de citocinas, que actuan como
mediadores en la inflamacién vy fibrosis, como CL2, IL-1j3, IL-6, IL-8, TGF-B, entre
otros (Birch y Jill, 2020), mediante un secretoma caracteristico, pero a la vez
complejo, de las células senescentes, conocido como Fenotipo Secretor Asociado
a Senescencia, o0 SASP (Ohtani. 2022). Siendo la senescencia un fenémeno natural
de control de dafios, Se ha observado que las células senescentes se acumulan en
el envejecimiento y en enfermedades crénico-degenerativas (Lépez-Otin, 2023.
Serrano y Munoz-Espin, 2021). Se ha observado también que eliminar a las células
senescentes mediante alteraciones genéticas, o tratamientos quimicos mejoran la

salud, calidad de vida y esperanza de vida (Xu, et al. 2018).

Obesidad

La obesidad ha sido un fendmeno dificil de describir. La organizacion Mundial de la
Salud, OMS, describe a la obesidad como una “enfermedad compleja y crénica” en
su catalogo de clasificaciéon de enfermedades (WHO, 2024). La Comision para el
Diagndstico de la Obesidad (Rubino, et al. 2025) define a la obesidad como la
condicion en la que se acumula un exceso de adiposidad con o sin la distribucidn
anormal o funcion del tejido adiposo, y con causas que son multifactoriales y aun no
son completamente comprendidas. La obesidad se ha relacionado a multiples
complicaciones como diabetes tipo 2, hipertension, higado graso, enfermedades
cardiovasculares como falla cardiaca, fibrilacién atrial, infarto, apnea obstructiva
cronica, osteoartritis, desérdenes mentales y algunos tipos de cancer (GBD, 2015).

La prevalencia de la obesidad en adultos se ha duplicado desde 1990, mientras que
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la obesidad en adolescentes se ha cuadruplicado (WHO, 2024). Para poder abordar
el problema de la obesidad, se defini6 el diagndstico de la enfermedad en dos fases:
Obesidad preclinica, a la cual se le considera como un estado de exceso adipositico
con funcion preservada de otro 6rganos vy tejidos, y predisposicidon a varias otras
enfermedades no comunicantes. El diagndstico se realiza con base en la presencia
de manifestaciones clinicas objetivas de disfuncion de algun érgano o la habilidad
del individuo de realizar actividades diarias (Rubino, 2025). La obesidad clinica se
define como el exceso de un estado adipositico con funcion alterada de 6érganos y
tejidos otros, y existencia de una o varias enfermedades comunicantes. Esto puede
llevar a dano organico severo o, incluso, terminal, causando complicaciones que
pongan en riesgo la vida de los individuos. Aunque las guias actuales para el manejo
de la obesidad aun definen a la obesidad como un IMC>30kg/m”, se recomienda la
medicién directa de la proporcién de grasa corporal, o un criterio antropométrico
como circunferencia de la cintura (Bluher. 2025). La obesidad genera en los
organismos alteraciones metabdlicas cuyas consecuencias pueden relacionarse a
regulacion del consumo de alimentos, homeostasis de la glucosa, adipogénesis,

termogénesis, inflamacion créonica (Wen, et al. 2022).

Sistemas Antioxidantes

Como medida de defensa ante los dafios causados por ERO, los organismos
cuentan con sistemas que previenen y/o reparan el dafno oxidante, conocidos como
El Sistema Antioxidante. Esta constituido por factores exdgenos, como el Acido

Ascorbico y el Tocoferol, los cuales son obtenidos por la dieta, y factores enddgenos,
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como el glutation (GSH), superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx)
y catalasa (CAT), que son producidos dentro de la célula y se distribuyen en
diferentes puntos de medio intracelular, como las membranas, el citosol o la matriz

de la mitocondria.

Glutation

El glutation, o tripéptidoy-L-glutamyl-L-cisteina-glicina, o también solo GSH es la
molécula antioxidante mas importante de las células. Posee un peso molecular bajo
(307.32 g/mol). Su sintesis es una serie de adiciones de cisteina al glutamato mas
una glicina. EIl GSH posee un grupo sulfidrilo (SH) que genera reacciones de
reduccion o conjugacion, clave en la funcién antioxidante de la molécula. Con una
concentracion de entre 1 a 10 mM en las células de los mamiferos, el GSH se
considera la molécula mas abundante (Forman, et al. 2009). Pero dentro de las
células, GSH se encuentra en el citosol en un 80 a 85%, en la mitocondria entre un
10 a 15% y un pequefio porcentaje como proteinas glutationiladas (PSSG) en el

reticulo endoplasmatico (<0.1%) (Appenzeller, 2011. Hansen et al. 2009).

El enlace peptidico que une el glutamato h la cisteina a través de un grupo y-
carboxilo en el GSH (en lugar de un a-carboxilo) hacen a la molécula unica, lo que
significa que solo una enzima especifica puede hidorizar este enlace para el
reciclaje de aminoacidos, esta es la y-glutamiltranspeptidasa (GGT). Esta enzima
no es comun en todas las células, tiene que ser metabolizado externamente por

células que si expresen GGT, como es el caso de los hepatocitos, lo que hace que
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esta enzima resista la degradacion en el medio intracelular. Para reconstituir el GSH,
las células absorben los constituyentes de la sangre y el medio extracelular, en un
ciclo de sintesis llamado y-glutamilo (Lu, 2013). Las funciones del GSH incluyen la
defensa antioxidante. Desintoxicacion de xenobidticos y metabolitos, regulacién de
los procesos celulares, regulacién de la apoptosis, almacenamiento de cisteina,
mantener el estado redox, modular las funciones inmunolégicas y también ayudar
en la generacion de matriz extracelular nueva. El potencial de oxido-reduccion
dentro de las células es mantenido por el GSH, esto a través de mantener el estado
tiol de las proteinas, lo que permite las cascadas de sefalizacion intracelular
(Gaucher, et al. 2018). Para la sintesis de GSH intervienen dos enzimas y dos
reacciones: Glutamato Cisteina Ligasa (GCL) y Glutation Sintetasa (GS). La primera
reaccion es la formacion de y-glutamilcisteina mediante el uso de glutamato y
cisteina por la encima GCL. En la segunda reaccion es la transformacion de y-
glutamilcisteina a GSH por la adicién de una glicina por parte de GS. La enzima
GCL promueve la sintesis de GSH al sobreexpresarse, por lo que GCL es la enzima
limitante de la reaccion (Densoin, et al. 2013). Esta expresion puede aumentar por
la presencia de agentes oxidantes y electrofilos, que activan vias de transduccion
de sefiales que activan los genes GVLV y GCLM, que contienen elementos en sus
regiones promotoras que responden a estos agentes oxidantes y electroéfilos. Los
elementos de respuesta a electroéfilos (EpRE) se unen a proteinas de los miembros
de la familia de los factores NRF, Jun y Maf. El factor de transcripcion NRF2 tiene la
capacidad de unirse a los EpRE como regulador positivo de la expresion de GGT

(Zhang, et al. 2006).
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NRF2

El factor Nuclear Eritroide 2-p45 derivado 2 (Nuclear Factor-eryhtoid 2-p45 derived
factor 2), o Nrf2 es un factor de trascripcion perteneciente a la familia de proteinas
basicas con cierre de leucinas bZip en la regién C-terminal. Esta unidad bZip es la
responsable de unién al ADN, mientras que una region acidica genera la activacion.
Nrf2 se encuentra reprimido por Keap1 (Kelch-Like-ECH-protein 1) en el citosol, a
través de una unién a Cullin-3 (Cul3) y RING-box protein (Rbx1) en un complejo
llamado Keap1-Cul3-Rbx1. La presencia de ERO o electrofilos en el citosol
degradan a Keap1 al oxidar residuos de cisteina criticos, lo que genera la
disociacion del complejo y la liberacién de Nrf2 (Galicia, et al. 2020). Nrf2 se
transloca al nucleo e interactia con secuencias del Elemento de Respuesta
Antioxidante ARE (Antioxidant Response Element) y activa genes como Hemo-
oxigenasa-1 (HO-1), glutation S-transferasa (GST), GPx, NADPH quinona
oxidorreductasa (NQO1), SOD, CAT, Glutatién Reductasa, etc. (Galicia et al. 2020).
ANRF2 se le considera el regulador maestro de la homeostasis del potencial redox
celular, aunque su funciéon puede ser comprometida durante el envejecimiento
(Silva-Palacios, et al. 2018) donde se ha observado a NR-rf2 promoviendo la
sintesis de subunidades de glutamato-cisteina ligasa, y generando la disminucion
de la reserva de glutation intracelular, 1o que a su vez compromete la homeostasis
del potencial redox (Schmidilin, et al. 2019). Nrf2 es, por lo tanto, la principal fuente
de cambios adaptativos ante estimulos ambientales estresores, tanto a nivel

intracelular, como a nivel organismico.
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Hormesis

Los sistemas que buscan mantener en equilibrio a los organismos se encuentran en
constantes fluctuaciones, dinamicos, debido a que los estimulos endégenos, como
los ERO, y los externos, como factores ambientales, producen estrés
constantemente (Zhang, et al. 2015). Para comprender como los seres vivos, desde
los microscopicos hasta los macroscépicos, pueden hacerle frente a los cambios
ambientales que podrian poner en riesgo su vida, o incluso cuando terminan

sucumbiendo, se desarrollé el concepto de dosis-respuesta (Calabrese. 2001).

La hormesis es el proceso por el que la exposicidn a una dosis pequefa de una
sustancia quimica o factor ambiental que en dosis alta seria dafino y/o toxico,
genera una respuesta de adaptacion o benéfico en los organismos. Este proceso
es de sumo interés en el estudio de la interaccidén y funcién de los ERO en los seres
vivos. Aquellos agentes horméticos mas estudiados son la radiacion, la temperatura,
metales pesados, antibioticos, etanol, pro-oxidantes, ejercicio y restricciones

dietarias (Lopez, et al. 2013).

Se ha observado que el ejercicio se asocia a incrementos en los marcadores de
estrés oxidante. Mostrando que este factor promueve la generacién de ERO, y esto
tiene un efecto pleomarfico en el incremento de la fuerza y la masa muscular (Reid,
2001). Por lo que se discute si los efectos producidos por el ejercicio son benéficos
realmente. De cualquier forma, cada vez mas investigaciones demuestran que los

efectos derivados del ejercicio generan cambios beneficiosos tanto en el musculo
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esquelético, como en los organismos (Le, et al. 2017). Asi se ha observado una
disminucién en el riesgo de enfermedades relacionadas con la edad, aumenta la
calidad de vida, y mejora las funciones cognitivas, especialmente en individuos
viejos (Ma et al. 2017). Se ha observado también la disminucién del riesgo a padecer
cancer de mama, colén, endometrio, rifidn vejida, esofago, y estomago (Patel et al.,
2019; Hojman, 2017; Idorn y Hojman, 2016). Entre los mecanismos propuestos que
generan este beneficio anticancer, esta la mejoria de la composicion corporal,
disminucién de inflamacién sistémica, optimizacion de la funcién endocrina-sexual,
entre otros (Idorn et al., 2017). A nivel tisular, se ha observado mejora en la
absorcioén de la insulina, incremento en la traslocacién del transportador de glucosa
GLUT4 en el sarcolema, reduccion del riesgo a padecer sindrome metabdlico
(Flores et al., 2020), y aparte el mantenimiento de la funcién de rindn, higado,

cerebro y corazon. (Luan et al., 2019).

A pesar de que el ejercicio genere ERO, los organismos se adaptan a esto al
extender la cima en la curva dosis-respuesta (curva normal), generando asi mayor
tolerancia a las ERO vy resistencia a sintomas como el agotamiento muscular,
hipertrofia y la pérdida de la funcionalidad (Radak, et al. 2017). En individuos con
un entrenamiento fisico elevado, la respuesta adaptativa favorece la tolerancia a
niveles mas altos de ERO sin dano significativos intracelulares, al dafio oxidante y
previniendo la pérdida de la funcion muscular. A este efecto se le llama pre-
acondicionamiento mediado por ejercicio a través de ERO, el fendbmeno dosis-
respuesta especifico a como el musculo esquelético atenta la incidencia a

enfermedades asociadas a las Ero, como lo es la Sarcopenia (Mueller et al. 2007).
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Interleucina 6 (IL-6)

La IL-6 es una citocina pleiotropica producida por una amplia variedad de tipos
celulares, incluyendo macrofagos, linfocitos, fibroblastos y adipocitos, con efectos
tanto pro- como antinflamatorios. Adicionalmente, funciona como mioquina, es decir,
es secretada por los miocitos. Su familia se caracteriza por utilizar la glicoproteina

gp130 como subunidad receptora comun para la sefalizacion (Rossi et al., 2015).

Su importancia fisiolégica queda de manifiesto en modelos de ratones con
deficiencia de IL-6, los cuales exhiben una respuesta inflamatoria de fase aguda
gravemente comprometida, reduccion de células T foliculares cooperadoras e 1L-21
(Kang et al., 2019), asi como osteopenia con alteraciones en la microarquitectura
Osea cortical y trabecular derivadas del desequilibrio entre osteoblastos vy
osteoclastos (De Benedetti et al., 2006). En el contexto metabdlico, la expresion
central de IL-6 correlaciona negativamente con la obesidad, reduciendo el volumen
de grasa corporal (Kang et al., 2019). Sin embargo, el incremento de IL-6 plasmatica
promueve la lipolisis muscular y la oxidacion sistémica de acidos grasos,
asociandose con la disminucion de la fuerza de agarre y la sarcopenia (Bian et al.,

2017).

Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a)

El TNF-a es una citocina proinflamatoria secretada principalmente por macréfagos
y monocitos durante la inflamacién aguda, con participacion en procesos como

citotoxicidad, muerte celular, proliferacion de células B, inhibicion de la
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diferenciacién de adipocitos y resistencia a la insulina (ldriss y Naismith, 2000;

Horiuchi et al., 2010).

En el tejido adiposo, sus niveles correlacionan directamente con el grado de
adiposidad. En modelos animales, la exposicion a TNF-a induce resistencia a la
insulina mediante la inhibicién del sustrato del receptor de insulina (IRS-1) y el
incremento de acidos grasos libres circulantes por estimulacion de la lipolisis (Bruce
et al., 2004), siendo los macrofagos residentes del tejido adiposo los principales
responsables de su produccion elevada en la obesidad (Cawthorn y Sethi, 2007). A
nivel muscular, el bloqueo de TNF-a mediante Etanercept previene la atrofia y la
perdida de fibras tipo Il, mejorando la funcién muscular y la sobrevivencia (Sciorati
et al., 2020). Consistentemente, niveles elevados de TNF-a e IL-6 correlacionan
positivamente con la sarcopenia en el adulto mayor (Bian et al., 2017). En el tejido
0seo, el TNF-a inhibe la diferenciacion osteoblastica, activa la osteoclastogénesis e
induce apoptosis en osteoblastos a través de la inhibicién de la autofagia (Zheng et

al., 2017).

Interleucina 10 (IL-10)

La IL-10, también conocida como factor inhibidor de la sintesis de citocinas (CSIF),
ejerce un papel predominantemente antiinflamatorio al suprimir la produccion de
citocinas proinflamatorias como IFN-y, IL-2, IL-3, IL-6, TNF-a y CSF-1 en linfocitos
T y macréfagos, ademas de reducir la capacidad de presentacion antigénica de los

monocitos (Saraiva et al., 2020).
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En el tejido adiposo, niveles bajos de IL-10 se han vinculado epidemiol6gicamente
con el sindrome metabdlico y la diabetes mellitus tipo 2 (Silawal et al., 2019). Esta
interleucina promueve la actividad de los macrofagos M2 y actua directamente sobre
los adipocitos para modular su respuesta inflamatoria. Asimismo, la senalizacion de
IL-10 derivada de medula 6sea regula la termogénesis y el gasto energético a través
de la remodelacién de la cromatina del adipocito (Rajbhandari et al., 2018; Saraiva
et al., 2020). En el metabolismo 6seo, se ha descrito un efecto pro-osteogenico de
la IL-10 (Mahon et al., 2020), y ciertos polimorfismos en su gen se han asociado con
mayor riesgo de osteoporosis en mujeres (Kotrych et al., 2016). Finalmente, la
relacion IL-6/IL-10 se encuentra elevada en sujetos con sarcopenia, o que sugiere

un desequilibrio inflamatorio crénico en esta condicion (Rong et al., 2018).

Células Troncales Mesenquimales (MSC)

Las MSC son células multipotenciales con alta capacidad proliferativa, capaces de
diferenciarse hacia distintos linajes celulares —incluyendo miocitos, adipocitos,
osteoblastos y condrocitos— en funcion de los factores de crecimiento y las
condiciones microambientales (Ding et al., 2011). La diferenciacién hacia
osteoblasto esta regulada por los factores Cbfa-1 y RUNX2, PPARy dirige la
adipogénesis, y MyoD junto con miogenina son determinantes para la miogénesis

(lllich et al., 2014).

Existe un equilibrio reciproco entre la diferenciacion adipo-osteogénica de las MSC:
los factores que promueven la adipogénesis inhiben la osteogénesis y viceversa.

Este balance es susceptible a la desregulacién por condiciones como el
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envejecimiento, la obesidad y la osteoporosis (Chen et al., 2016). En el musculo
esquelético, un subtipo de MSC denominadas células satélite participan en la
regeneracion y reparacion tisular; adicionalmente, se ha propuesto su participaciéon
en la generacion de grasa ectopica, fendmeno vinculado con la obesidad sarcopenia

(Uezumi et al., 2010).

Antecedentes

Tratamientos

Los tratamientos actuales contra la sarcopenia se centran en retrasar la progresion
de la pérdida de musculo y mejorar la funcionalidad y la fuerza. Los tratamientos
mas recomendados son los ejercicios en general, los cuales han mostrado que
pueden incrementar la masa muscular, fuerza, y mejorar la condicion fisica.
Intervenciones nutricionales, como la suplementacion proteica son criticas en el
tratamiento contra la sarcopenia. Adicionalmente, la terapia hormonal, como la
suplementacion con testosterona u hormona de crecimiento han sido explorados,
sin embargo, se han presentado efectos secundarios que suelen ser de alto riesgo
en el adulto mayor (Lo, et al. 2020). Nuestro grupo de investigacién ha desarrollado
diversas rutinas de ejercicio, para retrasar la aparicién de la sarcopenia durante el

envejecimiento.

El ejercicio fisico es reconocido como una estrategia antienvejecimiento por su
capacidad de actuar sobre mecanismos moleculares del envejecimiento y generar

beneficios sistémicos como la mejora del tono muscular, la funcién cognitiva, la
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activacion metabdlica y la preservacion de la masa muscular (Garatachea et al.,
2015; Rebelo et al., 2018). La OMS recomienda al adulto mayor al menos 150
minutos semanales de actividad aerdébica moderada. En consonancia, el Colegio
Americano de Medicina del Deporte (ACSM) propone que el ejercicio sea prescrito
como un “medicamento”, sugiriendo sesiones de 30 minutos 0 mas de ejercicio
aerobico moderado entre 3 y 5 dias por semana, complementadas con
entrenamiento de resistencia, flexibilidad y equilibrio al menos 2 dias por semana
(Zaleski et al.,, 2016). La practica habitual de ejercicio reduce el riesgo de
enfermedades crénicas asociadas al envejecimiento, entre ellas las
cardiovasculares, la diabetes mellitus tipo 2, la osteoporosis, la fragilidad, la
obesidad y la sarcopenia (Gremeaux et al., 2012). Cabe destacar que la respuesta
al ejercicio difiere entre jovenes y adultos mayores: mientras que en los primeros
predomina la reduccion del dafio oxidante mediante el incremento en la degradacién
proteica, en los segundos se activa la capacidad antioxidante en respuesta a las
especies reactivas de oxigeno (ERO) generadas durante el ejercicio (Johnson et al.,
2014). Es importante sefialar que, si bien muchos adultos mayores son
funcionalmente independientes, otros presentan enfermedades cronicas o
condiciones geriatricas como deterioro cognitivo o caidas recurrentes que limitan su
participacion en ciertos programas de ejercicio (Lee et al., 2017). Por ello, se
recomienda la evaluacion previa por un profesional de salud, ya que los beneficios
del ejercicio dependen del tipo, la intensidad, la frecuencia y la duracién del
programa (Galloza et al., 2017). Se recomienda la combinaciéon de distintas
modalidades de ejercicio, siendo las principales el aerdbico, el de resistencia o

fuerza, el de equilibrio y el de flexibilidad. En el adulto mayor, el ejercicio aerdbico
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ofrece beneficios cardiovasculares y musculares, mientras que el ejercicio de
resistencia constituye la unica terapia capaz de mejorar simultdneamente la masa,
la fuerza y la calidad muscular, ademas de reducir el peso corporal y mejorar la

densidad mineral 6sea (Zaleski et al., 2016).

A nivel molecular, una sesion de ejercicio aerobico restaura la respuesta anabdlica
del musculo a la insulina, mejorando la funcién endotelial y la via de sefializacion
Akt/mTOR en adultos mayores (Fujita et al.,, 2007), y ejerce un efecto
antiinflamatorio al reducir citocinas asociadas a la obesidad como IL-6, IL-18, TNF-
a y proteina C reactiva (PCR) (Kohut et al., 2006). Por su parte, el ejercicio de
resistencia preserva el numero y la capacidad miogénica de las células satélite
durante el envejecimiento (Shefer et al., 2010), atenua la pérdida de masa muscular
en adultos mayores fragiles con obesidad sometidos a tratamiento para reduccion
de peso (Frimel et al., 2008) y disminuye la progresion patolégica en ancianos
obesos fragiles mediante la reduccion de PCR, aunque sin efecto sobre IL-6
(Donges et al., 2010). En modelos de obesidad sarcopenia, se ha evidenciado que
el ejercicio de resistencia regula la sintesis de proteinas musculares a través de la
reduccion en la expresion de DEPTOR, un inhibidor de la via mTOR (Nilsson et al.,

2013).

La evidencia disponible sobre el impacto diferencial de la intensidad del ejercicio en
adultos mayores es aun limitada, en parte debido a la complejidad de realizar este
tipo de estudios en poblaciones de edad avanzada. En términos generales, se
recomienda una rutina de intensidad moderada para el adulto mayor, mientras que

en aquellos con movilidad reducida la prioridad debe ser la actividad fisica orientada
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a mejorar el equilibrio y prevenir caidas, con una frecuencia minima de 3 dias por
semana. En los casos en que no sea posible cumplir con la actividad recomendada,
se sugiere mantener el nivel de actividad que el estado de salud permita (OMS,
2020). El ejercicio sostenido a largo plazo ofrece mayores beneficios que la practica
esporadica, funcionando como un factor protector frente a las enfermedades
cronicas relacionadas con la edad, al tiempo que contribuye a mantener la
movilidad, la independencia y una mejor calidad de vida en el adulto mayor
(Sansano et al., 2019). En este contexto, el término “entrenamiento fisico de largo
plazo” se define como aquel sostenido durante un periodo igual o superior a 12
meses. Los beneficios documentados del ejercicio prolongado incluyen la
preservacion de la movilidad y la fuerza (Aartolahti et al., 2020), la reduccion del
numero de caidas y sus consecuentes lesiones, asi como la mejora de la funcion
fisica y cognitiva (Garcia et al., 2020). En sujetos de entre 50 y 60 afios con practica
sostenida de ejercicio, se observd una disminucion del dafio oxidante en células
sanguineas (Hofer et al., 2008), asi como un incremento en poblaciones de células
T (CD3+, CD4+ y CD8+) y en los niveles de IL-10, acompafiado de una reduccion
de IL-6, TNF-a y de la relacién CD4/CD8, lo que sugiere una modulacion favorable

del sistema inmunitario (Abd El y Al, 2018).

En modelos animales, el ejercicio de largo plazo previene el aumento de peso
relacionado con la edad y los cambios en la composicion corporal (McMullan et al.,
2016), protege contra la perdida mineral 6sea en hembras envejecidas (Silbermann
et al.,, 1990) y mejora el estado redox, la adaptacion al estrés del reticulo

endoplasmatico y atenua la sefializacion apoptética asociada, sugiriendo un efecto
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protector del ejercicio sostenido contra el estrés celular relacionado con el
envejecimiento (Belaya et al., 2018). En ratones viejos, el ejercicio reduce la
expresion de p16, marcador de senescencia, en el tejido adiposo blanco (WAT),
modifica el perfil inmune en la fraccion vascular estromal del WAT (Yoon et al., 2021)

y regula a la baja la sefalizacion de TLR4, p38 y PI3K/Akt (Chen et al., 2020).

Finalmente, aunque el ejercicio es una terapia antienvejecimiento eficaz, no revierte
el proceso de envejecimiento per se, sino que atenua y retrasa sus efectos
deletéreos, contribuyendo a la promocion de un envejecimiento saludable
(Garatachea et al., 2017). En este marco, compuestos que mimetizan la restriccidon
caldrica, como la metformina, el pegvisomant, la rapamicina y el resveratrol, han
sido propuestos como agentes anti-envejecimiento complementarios (Son et al.,
2019), junto con el factor de crecimiento y diferenciacion 11 (GDF11), cuyo rol

antienvejecimiento permanece aun en debate.

Senoliticos

Una prometedora via para el tratamiento de la sarcopenia es el uso de senoliticos
una clase de farmacos que selectivamente eliminan células senescentes. Al eliminar
estas células disfuncionales, los senoliticos reducen el SASP y promueven la
regeneracion del tejido y su reparacion. Diversos estudios muestran que los
senoliticos pueden mejorar la condicion fisica, reducir la fragilidad y mejorar la
regeneracion muscular en modelos animales de envejecimiento. Ensayos humanos

estan en camino para probar la eficacia de estos medicamentos y su capacidad para
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mejorar las condiciones de salud en el envejecimiento incluyendo la sarcopenia (He,

et al. 2022) (Manghonk, et al. 2020).

Acido Acetil Salicilico

Un potencial agente senolitico es el Acido Acetilsalicilico, o Aspirina (AAS), un
farmaco antiinflamatorio bien conocido que ha sido usado por décadas para tratar
el dolor y reducir el riesgo de eventos cardiovasculares. Estudios sugieren que la
AAS genera una deplecion citotéxica de Acetil Coenzima A, desde la represion de
la transcripcion de los genes de sintesis y de transporte, en células con alteraciones
en el estado redox, generando un cambio metabdlico en células senescentes,
modulando vias que regulan la senescencia y la inflamacién, y llevando estas
células a la muerte (Farruquia, et al. 2019). Al reducir la poblacion de células
senescentes, la AAS puede ayudar a mejorar la regeneracion muscular, reduciendo

el efecto del SASP y asi, reducir la progresion de la sarcopenia.

Tert-Butil Hidroquinona

La via de sefializaciéon de Nrf2 es sensible al metabolismo y a los procesos de
oxidacion-reduccion en el que el factor de transcripcion controla la expresion de una
multitud de genes que permiten a las células sobrevivir a los factores estresantes
ambientales, como el estrés oxidativo, principalmente induciendo la expresion de
genes citoprotectores. Los niveles basales de Nrf2 se mantienen en condiciones
fisiolégicas normales, pero cuando se exponen al estrés oxidativo, las células

activan la via Nrf2, que es crucial para apoyar la supervivencia celular.
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Recientemente, se ha descubierto que la via Nrf2 tiene funciones novedosas en la
regulacion metabdlica y la interaccion con otras vias de sefializacién, lo que ofrece
nuevos conocimientos sobre el tratamiento de diversas enfermedades relacionadas
con el envejecimiento, como la sarcopenia, la osteoporosis y la osteoartritis (Zhang

X, etal., 2023).

Un compuesto de interés particular entre las terapias antioxidantes es el uso de la
Tert-Butilhidroquinona (tBHQ), un antioxidante sintético usado ampliamente como
conservador de alimentos. Recientes investigaciones han demostrado que el tBHQ
posee efectos horméticos antioxidantes. El tBHQ promueve la activacion de Nrf2 y
NF-kB, lo que a su vez activa diferentes vias antioxidantes. Primeramente, las
Hemo-oxigenasa 1 (HO-1) y Superdxido Dismutasa 2 (MnSOD2) (Sun, et al. 2015).
Asi, el tBHQ puede ayudar a aliviar la inflamacién crénica, y la degeneracion tisular
asociada a la sarcopenia. A pesar de que se necesitan investigaciones a mayor
profundidad para entender el mecanismo potencial de accién, el tBHQ es un

candidato potencial como terapia antioxidante.

Tanto tBHQ, como AAS han sido probados por separado y en combinacién con otros
farmacos, evaluando sus efectos protectores contra especies reactivas de oxigeno
(ROS), y como senoliticos, en astrocitos y en mioblastos (Posadas-Rodriguez et al.
2020), (Sun, et al. 2015), (Farruquia, et al. 2019). Al dirigirse a los mecanismos
celulares de envejecimiento, y reducir la acumulacién de células senescentes, estos
compuestos ofrecen un enfoque terapéutico que va mas alla del alivio sintomatico.

Este trabajo busca evaluar el efecto de ambos tratamientos en un modelo in vivo de
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envejecimiento en combinacion con ejercicio sobre el tejido muscular, su capacidad

de regeneracion y recuperacion de dafos, asi como su funcionalidad.

Pregunta de investigacion

A El tratamiento con un senolitico como el Acido Acetilsalicilico (AAS) y un
antioxidante como la Terbutilhidroquinona (tBHQ), en combinacién con la aplicacién
de una rutina de ejercicio en ratas macho de la cepa Wistar de 15 meses, retardara

la aparicidén de la sarcopenia durante el envejecimiento?

Hipotesis

La sarcopenia asociada al envejecimiento se caracteriza por una disminucion en la
masa y funcién muscular, asociadas principalmente al dafio por estrés oxidante y al
estado pro-inflamatorio relacionado al Fenotipo Secretor Asociado a la Senescencia
(SASP) de las células senescentes, por lo que se espera que la combinacion de una
rutina de ejercicio, la administracion de un senolitico y un antioxidante retarden la
aparicion de la sarcopenia en ratas envejecidas, mediante la reduccion del estrés
oxidante y la disminucién del perfil inflamatorio de bajo grado que generan las

células senescentes.
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Objetivos

Generales

e Evaluar los efectos fisioldgicos y moleculares, en el tejido muscular de ratas
macho de la cepa Wistar con una rutina de ejercicio combinado con un

senolitico (AAS) y un antioxidante (TBHQ) en el envejecimiento.

Particulares

e Evaluar la composicion corporal y la funcionalidad muscular en ratas macho
con una rutina de ejercicio combinado con un senolitico y un antioxidante.

e Evaluar los niveles de expresion de proteinas relacionadas con la
proliferacién y diferenciacion del musculo en ratas macho a las que se les
aplicé una rutina de ejercicio combinado con un senolitico y un antioxidante.

e Evaluar el efecto de la aplicacion de una rutina de ejercicio combinado con

un senolitico y un antioxidante en el estrés oxidante.

Materiales y Métodos

Grupos Experimentales

30 ratas Wistar macho (Rattus norvegicus) han sido seleccionadas de una colonia
del bioterio del Instituto Nacional de Geriatria INGER. Los animales seran
mantenidos a un ciclo de luz-oscuridad de 12/12 horas con agua y comida (Abene
BDL-7100) ad libitum. Todos los procedimientos en animales seran llevados a cabo

acorde con la NOM-062-ZO0-1999 y los desechos bioldgicos seran dispuestos
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acorde a la NOM-087-ECOL-1995. Se designaron 5 ratas por grupo. Los grupos

experimentales se establecieron como sigue: Grupo Control Sedentario (SED),

compuesto por individuos a los que no se les aplico tratamiento ni ejercicio. Grupo

Ejercicio (EXE), con individuos a los que se les aplico rutina de ejercicio, pero no

tratamiento. Grupo Ejercicio + AAS (AAS), compuesto por individuos a los que se

les aplico rutina de ejercicio mas tratamiento con AAS. Grupo Ejercicio + tBHQ

(TBHQ), compuesto por individuos a los que se les aplico rutina de ejercicio mas

tratamiento con BHQ. Grupo Ejercicio + AAS + tBHQ (TBHQ+AAS), compuesto por

individuos a los que se les aplico la rutina de ejercicio y también los tratamientos

con AAS y con tBHQ (Toledo-Pérez, et al. 2021)

Nombre del grupo n Tratamiento

SED 5 Ninguno

EXE 5 Ejercicio

AAS 5 Ejercicio + AAC

TBHQ 5 Ejercicio + TBHQ
TBHQ+AAS 5 Ejercicio + AAC + TBHQ

Tabla 1. Grupos experimentales
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Figura 1. Disefio experimental grafico

Rutina de ejercicio y dosis de administracion

A partir del mes 15, se inici6 con el acondicionamiento al equipo de ejercicio,
dispositivo de barra horizontal Treadmill. La rutina de ejercicio de media intensidad
consiste idealmente en 30 minutos de ejercicio al dia en barra horizontal a 25° de
inclinacion, a 40 cm/s, 5 dias a la semana (Toledo-Pérez, et al. 2021). La dosis de
tBHQ sera de 10 mg/kg/dia, via oral, usando como vehiculo jarabe de maiz (Karo)
(Nam, et al. 2013). La dosis de AAS sera de 100 mg/kg/dia disuelto en agua potable,
administrado via oral (Feng, et al. 2019). Los tratamientos se aplicaran desde el mes
18 de edad hasta el mes 22, durante 5 dias al mes. La administracién sera diferida
entre los dias de la semana. Como control de los tratamientos que no incluyen
TBHQ y evitar alteraciones por el vehiculo, se les administré a los demas grupos
una vez al mes 200 uL de jarabe de maiz. Ya que el tratamiento con AAS se
administra a través del agua potable, no hubo necesidad de suministrar un control

a los grupos a los que no se les administro AAS.

39



Toma de parametros de parametros fisicos

Una vez al mes se realizé pesaje usando una Bascula Comercial Torrey y una
prueba de fuerza, usando un dinamoémetro sin marca con una sensibilidad de hasta
0.05 N en cada uno de los individuos (Mena-Montes, 2021). La fuerza se divide
entre el peso del individuo para obtener la fuerza fisica por kilogramo de peso,
posteriormente se promedia entre cada grupo experimental y se analiza mes con
mes para observar la progresion fisica de los grupos experimentales. La longitud de
los individuos se midi6 una sola vez mediante el uso de una cinta métrica

convencional (Mena-Montes, 2021).

T2 3 4 5  Tomade pardmetros fisicos
6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18 21
19 20 21 22 283 24 25 Administracién AAS
26 27 28 29 30

Administracién TBHQ

Figura 2. Calendario mensual aplicacion prueba de fuerza, toma de peso (ambos considerados como
toma de parametros fisicos), y la administracién de los farmacos.

Punto Final Experimental

Al llegar al mes 23 de edad, se realizé medicidon de composicion corporal usando
DEXA (Mena-Montes, et al. 2021). Posteriormente se realizé6 eutanasia a los
individuos experimentales y se tomaron muestras de sangre y de musculos solium,
femoral y gastrocnemio. Se realiz6 Western Blot para observar el contenido de
marcadores de regeneracion muscular (MyoD, Myf5, Pax7 y Miogenina) (Mena-
Montes, et al. 2021). Se analizaron enzimas del metabolismo Redox (Catalaza,
Superdxido dismutasa, y peroxidasa) mediante cinética Enzimatica (Salas-

Venegas, et al. 2023). Se evalué el estado Redox mediante la medicién de
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GSH/GSSG. por HPLC (Hernandez-Alvarez, et al. 2019). Se evalué contenido de

carbonilo y lipoeroxidacion en tejidos y plasma (Mena-Montez-2019).

Evaluacion del Estado Redox

Para analizar el equilibrio des Estado Reductor-Oxidante, Se uso la Cromatografia
Liquida de Alta Presion HPLC (High Pressure Liquid Chromatography). Esta es una
técnica que tiene como objetivo la separacion de moléculas de acuerdo con
diferentes caracteristicas usando una bomba que propulsa uno o una mezcla de
solventes, llamado fase movil, donde va disuelto un soluto, la muestra a analizar
mezclada en los solventes, a través de una tuberia hasta una columna llena con un
material de separacion, llamada fase estacionaria, y tras esta columna, un detector
para analizar los resultados. HPLC por sus siglas en inglés (High Pressure Liquid
Chromatography) tiene como base el uso de una bomba, la cual puede generar
presiones de 50 hasta 1400 BAR. El liquido que fluye dentro del dispositivo HPLC
es una mezcla de solventes como acetonitrilo, acido fosférico, metanol, entre otros.
Las muestras son introducidas en volumenes pequefos, microlitros, mediante
inyeccién dentro de la corriente, generando la mezcla de la fase liquida. Tras esto,
puede encontrarse una columna guarda, que filtrara los componentes mas grandes
de la mezcla para permitir el paso a la columna de separacion. Existen dos tipos de
HPLC dependiendo de los componentes de la columna de separacion: De Fase
Normal, donde la columna posee elementos idnicos que atraen y retrasan en el flujo
a moléculas polares, permitiendo la elucién rapida de moléculas no polares. Y la
Fase Reversa, en la que la columna contiene granulos de sustancias porosas, como
la sefarosa, de tamafos entre 1.5 a 50 um, los cuales no poseen cualidades polares,
retrasando la elucion de las moléculas no polares y permitiendo el paso de aquellas
moléculas polares de acuerdo con su afinidad al eluyente. Tras la separacion de las
moléculas en la fase liquida, pasaran por un detector. El detector permitira la
deteccidon de las moléculas separadas de acuerdo con el tiempo que tarden en
pasar, el cual es llamado tiempo de retencion. Existen diferentes técnicas de
deteccion. La mas usada es la espectrofotometria UV visible, que se basa en la

absorbancia de longitudes de onda UV de las moléculas para detectarlas. El HPLC
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arroja una grafica donde se grafican la intensidad de la absorbancia contra el tiempo
de retencion, donde se registran picos que son los eventos de deteccidn, el area de

los picos es la cantidad de moléculas detectadas.

En primer lugar, se evalué la cantidad de Glutatién Reducido (GSH), el cual se trata
de la molécula con la capacidad de reducir radicales superédxidos (O°) del medio
intracelular. Glutation Oxidado (GSSG), que se trata de la misma molécula ya
oxidada por el radical superoxido, también es evaluado. Posteriormente, la relacion
de las concentraciones de GSH y GSSG, interpretado como el equilibrio Redox, es

evaluado.

Lipoperoxidacién

También llamada Peroxidacién Lipidica, se trata de una metodologia de evaluacion
de lipoperoxidacién por formacion de Malondialdehido (MDA), el cual es el resultado
de la peroxidacion de acidos grasos polinsaturados dentro de las células,
especialemte un grupo de acidos grasos llamados TBARS, o Sustancias Reactivas
al Acido Thiboarbitdrico (TBA). La reaccién de TBARS con TBA genera un aducto
MDA-TBA el cual es evaluado mediante espectrofotometria a 532 nm (Kosa3, et al.
2021). Se uso tejido muscular homogenizado (Gastrocnemio). Al cual se le agrego
una mezcla de acido thiobarbiturico, acido clorhidrico y acido acético glacial. El
homogenizado es mezclado con los acidos y se incuba cubierto de la luz y en baiho
maria a temperatura de ebullicion por 30 minutos. Posteriormente es centrifugado
para remover material insoluble. Y finalmente se realiza la espectrofotometria a 532
nm (Schimke, et al. 1986).

Carbonilacion

En esta técnica de cuantificacion de productos proteicos oxidados por la interaccién
con Especies Reactivas de Oxigeno mediante la reaccion con Dinitrofenil Hidrazina
(DNPH), generado un cambio colorimétrico que puede medirse mediante
espectrofotometria. Se usa homogenizado de tejidos (gastrocnemio) el cual se
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mezcla con acido tricloroacético (TCA) y DNPH. Se incuba a temperatura ambiente
cubierto de la luz por 30 minutos y posteriormente se mide mediante

espectrofotometria a 371 nm (Georgiou, et al. 2018).

Western Blot

El Western Blot es una técnica de Biologia Molecular basada en la separacion de
moléculas por accion de potencial eléctrico en gel de electroforesis, en el cual, las
moléculas se separan y se agregan de acuerdo con su peso molécular, forma y

afinidad eléctrica al potencial aplicado.

Posteriormente se usa una técnica de imagenologia para poder observar estas
moléculas ya separadas, con la capacidad de diferenciar moléculas no especificas,
de las moléculas de interés. Principalmente se usan anticuerpos qué reconocen a
proteinas blanco. A estos se les liga un fluoréforo para poder observar mejor las
proteinas blanco. Posteriormente se usan diferentes formas para revelar los

resultados, o hacer la observacion.

Para poder detectar las proteinas blanco de este proyecto (Myf-5, MyoG, MyoD, y
Pax7) se usoO electroforesis vertical para proteinas en gel de Acrilamida-
Bisacrilamida al 10%. Para la transferencia se usé transferencia humeda en camara
de transferencia sumergida en bufer de glicina-tris y membranas de PVDF. Se
usaron anticuerpos primarios monoclonales de origen animal para las proteinas
objetivo, y posteriormente un anticuerpo secundario conjugado con un fluoréforo se
une al anticuerpo primario, el cual se puede pbservar mediante escaneo de la
membrana a diferentes longitudes de onda. En este caso se usa un escaner Licor

Odissey que usa las longitudes de onda 680 y 780 nm.
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Resultados

Rutina de Ejercicio Progresiva

El acondicionamiento comenzé a los 15 meses de edad. Durante el
acondicionamiento, la respuesta de los individuos experimentales requirid un
enfoque menos agresivo y mas progresivo, pues les costd mucho trabajo
incrementar la intensidad de la actividad fisica. Finalmente, junto con la asesoria
continua de la médica veterinaria a cargo del bioterio, se logré definir la rutina de
ejercicio con un tiempo maximo de 20 minutos, y la velocidad maxima esperada de
40 cm/s. La rutina definida comenzo a aplicarse a los 17 meses de edad. Cada uno
de los individuos ha mostrado una capacidad diferente para adaptarse a la rutina,
demostrando asi que el tratamiento para la sarcopenia requiere ser personalizado
e individual.

24
min

*15
cm/s

Figura 3. Esquema de la rutina progresiva de ejercicio aplicada

Analisis Morfométrico

Para evaluar los efectos de la rutina de ejercicio progresivo, evaluamos diferentes
parametros morfométricos. Uno de los principales indicadores de los efectos del
ejercicio es el peso corporal. Los resultados muestran que el grupo SED tiene menor
peso corporal que todos los grupos experimentales, 10.7% menos que el grupo
combinado T+A (p<0.05), 11.8% menos que el grupo tBHQ (p<0.05), 15.7% menos
que el grupo de EXE (p<0.05) y 21.06% menos que el grupo de AAS (p<0.05).
Mientras que los grupos experimentales no presentaron diferencias entre ellos. Para
corroborar que las diferencias en el peso no se deben al tamano de las ratas,
determinamos el IMC, el cual es un parametro que nos ayuda a establecer la
relacién entre la masa corporal y la longitud naso-rectal de las ratas al cuadrado.
Los resultados confirman que los animales SED presentan una menor relacion
peso-talla, 6.44 menor IMC que las ratas del grupo combinado T+A (p<0.05), 9.21%
menos que el grupo tBHQ (p<0.05), 10.78% menos que el grupo de EXE (p<0.05)
y 19.57% menos que el grupo AAS (p<0.05). No hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de tratamientos. Por otra parte, evaluamos el indice
de Lee, un parametro disefiado para evaluar la relacion talla-peso corporal en
especies pequefas. Los resultados muestran que el grupo SED presenta un menor
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indice de Lee en comparacion con las ratas a las cuales les administramos los
diferentes tratamientos en combinacion con la rutina de ejercicio progresivo. El
grupo combinado T+A presentd 11.3% mayor el indice de Lee que el grupo SED
(p<0.05), mientras que el grupo de tBHQ mostr6 12.55% mas (p<0.05), en tanto que
el grupo de EXE presentd 12.68% mas (p<0.05) y el grupo de AAS presento la
mayor diferencia que el grupo SED en un 15.92% (p<0.05). Al igual que los otros
parametros morfométricos, el indice de Lee no present diferencias entre los grupos
con tratamientos (Figura: 4).
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Figura 4: Evaluacion morfométrica: Se determind el peso corporal a los 23 meses de edad de las ratas
sedentarias (SED), con la rutina de ejercicio (EXE), con la rutina de ejercicio + Acido acetilsalicilico (AAS), con
la rutina de ejercicio+ Tert-butil hidroquinona (tBHQ) y la rutina de ejercicio + AAS+ tBHQ (T+A). Ademas, se
evaluaron el Indice de masa corporal (IMC) y el indice de Lee de acuerdo a lo determinado en los materiales y
métodos.

Composicion Corporal (DXA)

Para evaluar los efectos de la rutina de ejercicio progresivo que realizaron las ratas,
determinamos la composicién corporal mediante un analisis de densitometria dual
de rayos X (DXA) (Figura 5). Los resultados muestran que las ratas sedentarias
tienen menores niveles de grasa corporal que las ratas que realizan una rutina de
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ejercicio y que adicionalmente se les administro AAS, tBHA o ambos compuestos.
El grupo SED presenté 21.43% de grasa corporal, lo que significa que tiene 54.33%
menos que el grupo de EXE (p<0.05), 55.20 % menos que el grupo AAS (p<0.05),
53.52% menos que el grupo de tBHQ (p<0.05) y 42% menos que el grupo T+A
(p<0.05). Mientras que entre los grupos que realzan ejercicio no presentan
diferencias entre ellos (Figura 6A).

Figura 5. Densitometria 6sea (DEXA) comparativa entre dos grupos experimentales: A la izquierda,
control SED. Ala derecha, grupo AAS.

Con lo que respecta a la densidad mineral 6sea (BMD), los resultados muestran que
el grupo sedentario mostré en promedio una BMD de 0.212 g/cm?, lo que representa
un 6.13% menos que el grupo de EXE (p<0.05), 8.01% menos que el AAS (p<0.05)
y 4.24% menos que el grupo T+A (p<0.05). La BMD no presenta diferencias
estadisticamente significativas con el grupo tBHQ y tampoco se observan
diferencias entre los grupos que realizan ejercicio (Figura 6B).

La determinacion del porcentaje de la masa muscular corporal, se realiza la
diferencia de la masa total menos la grasa total y la masa ésea y se toma la relacién
porcentual con respecto al peso total del animal, a esta evaluacién se le denomina
Masa Libre de Grasa y Hueso (FBFM) y es una de las principales estimaciones que
se realiza mediante el analisis de DXA. Las determinaciones de la FBFM muestran
que el grupo SED tiene en promedio 74.89% FBFM, lo que representa 15.65% mas
que el grupo EXE (p<0.05), 15.85% mas que el grupo AAS (p<0.05), 15.23% mas
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que el grupo tBHQ (p<0.05) y 12.32% mas que el grupo T+A (p<0.05). Mientras que
entre los grupos que realizan ejercicio no mostraron diferencias estadisticamente
significativas (Figura 6C).

Finalmente, un ultimo parametro que nos ayuda para determinar la composiciéon
muscular, es el indice masa muscular esquelético (IMME). Este se determina
mediante la suma de la FBFM de las extremidades anteriores y posteriores, y la
masa total se divide entre la longitud naso-rectal al cuadrado. Interesantemente, los
resultados también muestran una mayor cantidad de IMME en las ratas del grupo
SED con un valor promedio de 0.2763 g/cm2. Lo que muestra que el grupo SED
tiene 12.49% mas IMME que el grupo de EXE (p<0.05), 7.39% que el grupo de AAS
(p<0.05), 14.16% mas que el grupo tBHQ (p<0.05) y 15.13% mas que el grupo tBHQ
(p<0.05). ElI IMME no muestra diferencias entre los grupos que realizan ejercicio y
tratamientos (Figura 6D)
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Figura 6. Anadlisis de la composicion corporal (DXA). La composicion corporal se realizé mediante
D4ensitometria Dual de rayos X. La grasa corporal se determin6é mediante la relacion de masa grasa
entre el masa total del animal (A). La densidad mineral 6sea (BMD) se determind mediante la relacion
de la masa 6sea total entre el area total de la rata (B). La masa libre de grasa y hueso, se determiné
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mediante la sustraccién de la masa grasa y la masa ésea total y el resultado se expreso en porcentaje
con relacion al peso total de la rata (C). El indice de masa muscular esquelético se determiné
mediante la suma de la masa total de las extremidades entre la longitud naso-rectal al cuadrado (D).

Funcionalidad Muscular

Para determinar la capacidad funcional de la masa muscular presente en las ratas
SED vy los diferentes tratamientos comparados, evaluamos en primera instancia la
fuerza de agarre de las ratas mediante dinamometria. Los resultados muestran que
las ratas SED tienen una fuerza promedio de 9.32 N, que al compararlos con los
diferentes grupos experimentales muestran una menor fuerza en 20.44% menos
que el grupo EXE (p<0.05), 31.86% menos que el grupo AAS (p<0.05), 44.31%
menos que el grupo tBHQ (p<0.05) y 37.02% menos que el grupo T+A (p<0.05).
Entre los grupos experimentales no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (Figura 7A). Para estimar de una mejor manera la funcionalidad
muscular, relacionamos el IMME con la fuerza, lo que nos indica la relacién musculo-
fuerza de una manera mas representativa. Los resultados muestran que la relacién
Fuerza/IMME en las ratas del grupo SED es en promedio de 33.90, lo que al
compararlos con los grupos tratados con ejercicio o con los diferentes compuestos
como el AAS, la tBHQ o la combinaciéon de ambos, muestra que el grupo SED tiene
una menor relaciéon Fuerza/IMME en 37.45% en comparacion con el grupo de EXE
(p<0.05), 42.56% menos que el grupo AAS (p<0.05), 68.75% menos que el grupo
tBHQ (p<0.05) y 61.18% menos que el grupo de T+A (p<0.05), como se puede
observar en la Figura 7B. Lo anterior muestra que el grupo SED tiene mayor
cantidad de FBFM pero menor funcionalidad muscular que los grupos intervenidos
con la rutina de ejercicio y con la administracion de AAS, tBHQ o la combinacion de
ambos (T+A).
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Figura 7: Funcionalidad Muscular. Para determinar la funcionalidad muscular, definida cémo la
capacidad del musculo para realizar trabajo, se evalud la fuerza muscular mediante dinamometria y
los valores fueron expresados en Newtons (A). Posteriormente, se realizoé la relacion de la FBFM en
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las extremidades con su relacion de la longitud Naso-rectal al cuadrado (IMME) y se dividio la fuerza
entre la IMME (B).

Proliferacion Muscular

La proliferacion Muscular fue analizada por la evaluacion de cuatro marcadores de
proliferacion celular caracteristicos de la linea muscular. Pax7 y MyoD, de
proliferacion temprana, y Myf-5 y MioG de proliferacién tardia. Estos resultados
provienen de la densitometria éptica de membranas de Western Blot, normalizadas
con respecto al control sedentario SED en 3 repeticiones n=3 con diferentes
individuos de los mismos grupos experimentales. Cada evaluacion de marcador de
proliferacion se hizo en 3 musculos diferentes por cada individuo: Gastrocnemio,

Solium y Femoral.

Pax7

En la expresion relativa de Pax7 en Gastrocnemio, con respecto al grupo SED, el
grupo sedentario presenta una expresion relativa promedio de 1 + 0.0976SD. El
grupo de ejercicio EXE tiene una expresion relativa de 0.8940 +0.060SD y p tras
ajuste post hoc por Tukey-Kramer= 0.1125. El grupo de tratamiento AAS obtuvo una
expresion de 0.8991 £+ 0.0618 y p= 0.1413. En el grupo de tratamiento TBHQ hay
una expresion de 0.8643 + 0.0661 y p=0.0454. En el grupo de tratamiento
combinado TBHQ+AAS la expresion relativa fue de 0.8670 + 0.0464 y p= 0.0300.
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Figura 8. Expresion relativa en con respecto al grupo control SED en Western Blot del factor de
transcripcion Pax7, caracteristico de diferenciacion temprana, proveniente de Gastrocnemio. (*)
p<0.05 tras ajuste post hoc por Turkey-Kramer con respecto al grupo SED.

Myf5 en Gastrocnemio

En la expresion relativa de Myf-5 en Gastrocnemio, el Grupo SED muestra una
expresion relativa de 1 £ .1766. El grupo EXE muestra una expresion relativa con
respecto a SED de 1.442 + 0.4572 y p tras ajuste post hoc por Tukey-Kramer <0.05
El grupo AAS muestra una expresion relativa de 1.277 + 0.3137 y p<0.05. El grupo
TBHQ muestra su expresion relativa de 1.4050 £ 0.2680 y p<0.05. Finalmente, el

grupo de tratamiento Combinado muestra una expresion relativa de 2.018 + 0.7827
y p<0.05.
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Figura 9. Expresion relativa de Myf-5 con respecto al grupo control SED en Western Blot, caracteristico de
proliferacion tardia, proveniente de Gastrocnemio. (*) p<0.05 tras ajuste post hoc por Turkey-Kramer con

respecto al grupo SED.
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MyoD en Gastrocnemio

En la expresion de MyoD en Gastrocnemio, el grupo sedentario SED la expresién
relativa con respecto a SED es 1 + 0.2309SD. En el grupo de ejercicio EXE, la
expresion relativa es de 0.9536 £ 0.1667SD y p tras ajuste post hoc por Tukey-
Kramer=0.9972 En el grupo de tratamiento AAS es de expresién relativa es de 1.088
1+ 0.2232 SD y p=0.9687. En el grupo de tratamiento TBHQ la expresion relativa es
0.9774 £ 0.1900SD y p=0.9998. En el grupo de Tratamiento combinado TBHQ+AAS
la expresion relativa es de 0.7777 £ 0.1814SD y p=0.5353.
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Figura 10. Expresion relativa en con respecto al grupo control SED en Western Blot del factor de
transcripcion MyoD caracteristico de diferenciacién tardia, proveniente de Gastrocnemio. (*)
p<0.05 tras ajuste post hoc por Turkey-Kramer con respecto al grupo SED.

MyoG en Gastrocnemio

En la expresion de MyoG en Gastrocnemio, marcador de proliferacion y
diferenciaciéon tardia, la expresion relativa con respecto a SED, en el grupo
sedentario Sed, es de 1 £ 0.28877SD. En el grupo de ejercicio EXE, la expresion
relativa es de 1.1240 £ 0.2345SD y p tras ajuste post hoc por Tukey-Kramer=
0.9094. EIl grupo de tratamiento AAS tiene una expresion relativa de 1.1870 %

0.1758SD y p=0.7029. EI grupo de tratamiento TBHQ tiene una expresion relativa
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de 1.4130 + 0.1924SD y p<0.05. En el grupo de tratamiento combinado 1.511 +
0.0667 y p<0.05.
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Figura 11. Expresion relativa de MyoG en Gastronemio con respecto al grupo control SED en
Western Blot caracteristico de diferenciacién tardia. (*) p<0.05 tras ajuste post hoc por Turkey-
Kramer con respecto al grupo SED.
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Evaluacion del Estado Redox

Para evaluar las variaciones en el estado redox, entre los grupos con tratamientos
en comparacioén con el grupo sedentario, determinamos los niveles de GSH, GSSG
y el indice GSH/GSSG mediante HPLC en el musculo gastrocnemio de las ratas.
Los resultados muestran que el grupo SED presenta en promedio 7.63uM de
GSH/mg de proteina. Lo que representa un 29.10% menos que el grupo EXE
(p<0.05), 38.31% menos que el grupo AAS (p<0.05), 151.26% menos que el grupo
tBHQ (p<0.05) y 115.13% menos que el grupo T+A (p<0.05) (Figura 12A). Con lo
que respecta a los niveles de GSSG, el grupo SED presenta una concentraciéon
promedio de 0.2847uM de GSSG /mg de proteina, presentando una mayor
concentracion que el grupo EXE en 12.7% (p<0.05) y 22.88% mayor que el grupo
de AAS (p<0.05). Con lo que respecta al grupo tBHQ, este presenta una mayor

concentracion de GSSG que el grupo SED en 16.26% y el grupo T+A tiene un
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13.04% mas GSSG que el grupo SED (Figura 12B). Para finalizar de evaluar el

estado redox, realizamos la determinacion del cociente GSH/GSSG, en donde las

ratas del grupo SED presentan un valor promedio de 10.92, lo que muestra que es

el grupo que tiene menor indice de GSH/GSSG. Al realizar el analisis de

comparacion con los otros grupos, los resultados muestran que el grupo EXE

presenta un mejor estado redox en un 48.59%, mientras que el grupo AAS, presenté

una mayor diferencia de 71.72% que el grupo SED, el grupo de tBHQ presentd

102.77% mas que el grupo SED (p<0.05) y el grupo T+A mostré un mayor indice

redox que el grupo SED 82.37%. Los grupos tBHQ y T+A presentan un mayor indice

que el grupo de EXE en un 36.46% y 22.97% respectivamente (p<0.05) cémo se

puede observar en la figura 12C.
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Figura 12: Estado Redox. Las concentracoones de GSH y GSSG, se determinaron en muestras de
musculo gastrocnemio mediante Cromatografia de Liquidos de Alta resolucion HPLC. Las
concentraciones fueron normalizadas de acuerdo al contenido de proteinas. En A) las
concentraciones de GSH, en B) Las concentraciones de GSSG y en C) La relacién entre GSH/GSSG.
En las figuras se representa la media £ la DE de 5 repeticiones. Las diferencias entre los grupos
fueron determinadas mediante ANOVA y una prueba poshoc de Tuckey-Kramer. Las diferencias con
respecto al grupo SED fueron marcadas con * p< 0.05.

Lipoperoxidacién

En la evaluacion de Lipoperoxidacién por MDA en Gastrocnemio, en el grupo
sedentario SED se obtuvo una concentracion promedio de 331.4 + 110.4SD ug/uL.
En el grupo de ejercicio EXE se obtuvo una concentracién promedio de 228.8 +
113.6SD pg/uL y p=0.4238. En el grupo de tratamiento AAS se obtuvo una
concentracion promedio de 242.8 + 72.58SD ug/uL y p=0.5627. En el grupo TBHQ
se obtuvo una concentracién promedio de 1424.0 + 74.80SD pg/uL y p<0.0001. En
el grupo de tratamiento combinado TBHQ+AAS se obtuvo una concentracién
promedio de 1093.00 + 81.15 pg/uL y p<0.0001.
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Figura 21. Lipoperoxidacion en Gastrocnemio, expresado en ug/uL de MDA. *=diferencias
significativas con p<0.05 mediante ajuste Tukey-Kramer post hoc con respecto a SED

Carbonilos

En la Evaluacién de Carbonilos en Gastrocnemio, el grupo sedentario SED presenta
una proporcion promedio de 0.0037 + 0.0003 ug/pug de proteina. El grupo de
ejercicio EXE presenta una proporcion promedio de 0.0007 + 0.0003 ug/ug de
proteina y p<0.0001. En el grupo de tratamiento AAS se obtuvo una proporcién
promedio de 0.0011 £ 0.0009 ug/ug de proteina y p<0.0001. En el grupo de
tratamiento TBHQ se obtuvo una proporcién promedio de 0.0025 £+ 0.0007 pg/ug de
proteina y p=0.0488. En el grupo de tratamiento combinado TBHQ+AAS, se obtuvo
una proporcién promedio de 0.0015 £ 0.0008 ug/ug de proteina y p=0.0006.
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Figura 22. Carbonilos en Gastrocnemio, expresado en ug/ug de proteina. *=diferencias
significativas con p<0.05 mediante ajuste Tukey-Kramer post hoc con respecto a SED
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Cinética enzimatica

Catalasa

La evaluacion de actividad de Catalasa en Gastrocnemio, en el grupo sedentario
SED se tiene una actividad promedio de 392.3 + 58.75sd pM/min*mg. El grupo de
ejercicio EXE presenta una actividad promedio de 259.30 + 40.24SD pM/min*mg y
p=0.0547. En el grupo de tratamiento AAS la actividad promedio fue de 297.7 +
74.92SD uM/min*mg y p=0.2134. En el grupo de tratamiento TBHQ, la actividad
promedio fue de 321.1 + 78.61SD puM/min*mg y p=0.5040. En el grupo de
tratamiento combinado TBHQ+AAS la actividad promedio fue de 467.0 + 47.85SD
MM/min*mg y p=0.4589.
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Figura 23. Concentracion de Catalasa CAT en Gastrocnemio, expresado en yM/min*mg. *=
diferencias significativas con p<0.05 mediante ajuste Tukey-Kramer ad hoc con respecto a SED

Superoéxido dismutasa

En la evaluacion de Super Oxido Dismutasa en Gastrocnemio, El grupo Sedentario
SED tiene un porcentaje promedio de inhibicion de 73.75 £ 5.745SD %. El grupo de
ejercicio EXE presenta un porcentaje de inhibicion promedio de 76.17 + 3.012SD %
y p=0.9130. En el grupo de tratamiento AAS, el porcentaje de inhibicion promedio
fue de 74.92 + 4.005SD % y p=0.9936. En el grupo de tratamiento TBHQ, el
porcentaje de inhibicién promedio fue de 77.11 £ 4.924SD % y p=0.7683. En el
grupo de tratamiento combinado TBHQ+AAS, el porcentaje de inhibicion fue de
72.50 £ 0.5103SD % y p=0.9918.
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Figura 24. Porcentaje de inhibicion de Superéxido Dismutasa SOD en Gastrocnemio. *= diferencias
significativas con p<0.05 mediante ajuste Tukey-Kramer ad hoc con respecto a SED.

Senescencia celular

En el analisis de senescencia celular por medio de tincién a cortes histologicos
usando X-Gal no se observo sefal positiva para B-galactosidasa en ningun grupo.
Se realizaron cortes histoloégicos de manera transversal al musculo gastrocnemio
en todos los individuos de todos los grupos experimentales. No se observo
coloracion azul caracteristica de B-galactosidasa, pero si se observé la formacion
de cristales de acuerdo con los resultados esperados con la técnica.

Control Positivo:
SED EXE TBHQ+AAS Corteza.

Figura 25. Cortes histologicos tefiidos con X-Gal.

Inmunohistoquimica

Se realizaron cortes histolégicos los cuales fueron sometidos a la técnica de
inmunohistoquimica para detectar yH2AX el cual es un marcador de dafio al ADN.
Se uso tincidon de Hoesch para detectar los nucleos celulares. Se observa sefal
positiva para yH2AX con una presencia mayor en el grupo SED, y una sefal menos
intensa en los grupos que realizaron ejercicio: EXE, AAS, TBHQ Y TBHQ+AAS
También se observa una mayor cantidad de nucleos positivos para la tincidn
Hoesch.
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Figura 26. Cortes histolégicos resaltados para yH2AX por inmunohistoquimica
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Perfil Inflamatorio

Se realiz6é un analisis de quimiocinas y citocinas por BioPlex. Esta tecnologia usa
microesferas magnéticas a las que estan asociadas anticuerpos que pueden
reconocer hasta 96 marcadores moleculares diferentes. Los resultados se miden
mediante un dispositivo Bio-Plex de BioRad. En este caso se usé el kit Bio-Plex Pro
Rat Cytokine 23-Plex Assay (Bio-Rad Laboratories. 2023) cuyos resultados se
organizaron en un Heatmap para dos tejidos diferentes, Suero y Gastrocnemio. Las
moléculas analizadas por el kit son TNFa, G.CSF, GM-CSF, GRO KC, INF-g, IL-1a,
IL-1b, MCP-1, IL-18, M-CSF, MIP-1a, MIP-3a, RANTES, VEGF, IL-2, IL-4, IL-5, IL-

6, IL-7, IL-10, IL-2p70,IL-13 y IL17A.

En la expresion de citocinas y quimiocinas en Suero se observa una tendencia en
general a la disminucion de la expresion de citocinas y quimiocinas del grupo
combinado EXE+TBHQ+AAS comparado con el grupo sedentario SED. En esta
tendencia destacan el factor de crecimiento epitelial vascular VEGF, el cual se
observa expresados en el grupo SED, pero el grupo de tratamiento combinado
muestra una expresion tan baja que es casi insignificante. IL-6 muestra también
niveles de expresién muy diferentes entre ambos grupos, tendiendo a también una
expresion casi nula en el grupo de tratamiento combinado. Por otro lado, la
expresion de la quimiocina MP-3a e IL-18 muestra expresiones muy similares en
ambos grupos. Esto a pesar de que MP-3a tiene una desviacion estandar muy alta,

mostrando que los niveles de expresion dentro del grupo sedentario son muy
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variados. Tanto MP-3a e IL-18 no parecen haber sido afectados por el tratamiento

ni el ejercicio.
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Figura 27. Expresion de citocinas y quimiocinas en Suero comparadas entre el
grupo sedentario SED vy el grupo de tratamiento combinado EXE+TBHQ+AAS. (*)
p<0.05 tras analisis de ANOVA simple. (**) p<0.001 tras analisis de ANOVA simple.

En la expresion de citocinas y quimiocinas en Gastrocnemio Podemos observar una
expresion al alza en todas las situaciones y quimiocina del panel. Podemos destacar
varias de estas, como son VEGF, TNF-qa, IL-6 e IL-12p70. Estas quimiocinas nos
sugieren una tendencia proinflamatoria, lo cual es de esperarse en grupos que
realizan ejercicio, en el musculo, ya que el ejercicio genera una condicion
proinflamatoria que tiene el propdésito de promover la proliferacion de este tejido. Asi
mismo, podemos observar como las quimiocinas también se encuentran altamente
elevadas lo cual indica la infiltracion de células inmunes, como los macréfagos) para
limpiar el tejido dafado por el ejercicio. La expresion al alza de citocinas

antiinflamatorias como IL-7 e IL-10 indican también una tendencia a la
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regularizacion y al control de la inflamacion, lo cual es parte del proceso normal de

la regeneracion muscular.
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Figura 28. Expresion de citocinas y quimiocinas en Gastrocnemio comparadas entre
el grupo sedentario SED y el grupo de tratamiento combinado EXE+TBHQ+AAS. (*)
p<0.05 tras analisis de ANOVA simple.

Discusion

La sarcopenia es una de las patologias que mas influyen sobre las discapacidades
que se presentan durante el proceso de envejecimiento, ya que, al perderse la
fuerza, las personas adultas mayores son mas propensas a disminuir sus
actividades de la vida diaria, desarrollan fragilidad, incrementan el riesgo de caidas

y sufren de trastornos depresivos debido a esas discapacidades.

En nuestro grupo de trabajo hemos desarrollado diversas rutinas de ejercicio, desde
las que se desarrollan por largos periodos de tiempo (20 meses) a una muy baja

intensidad y hasta modelos de rutina tipo Fartlek en ratas de mediana edad con
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obesidad inducida por una dieta alta en grasa. En estos trabajos desarrollados en
ratas hembra de la cepa Wistar, encontramos una interesante relacién entre tres
tejidos originados de la misma estirpe celular, las células stem mesenquimales
(MSC), los cuales son el tejido muscular, adiposo y 6seo, en donde el tejido adiposo
en exceso es capaz de influir sobre los otros tejidos, desarrollando en los
organismos envejecidos diferentes fenotipos como lo es la obesidad osteoporética,
la obesidad sarcopénica y la obesidad osteosarcopénica, los cuales son altamente
discapacitantes en el adulto mayor. Nuestras rutinas de ejercicio lograron reducir el
porcentaje de la masa grasa corporal, impidiendo el desarrollo de estos fenotipos y
retardando la aparicion de la sarcopenia e incrementando la supervivencia. Ademas,
en nuestras intervenciones logramos reducir el estrés oxidante y la inflamacion
(Hernandez-Alvarez, et al., 2019; Mena Montes., et al., 2021; Toledo-Pérez, et al.,
2021). En el presente trabajo, nosotros realizamos una intervencion en ratas macho
envejecidas, con una rutina de ejercicio progresivo, en donde se incrementa la
velocidad constantemente, desde una baja intensidad hasta una intensidad
moderada, durante 6 meses. Los resultados fueron realmente interesantes, ya que
los machos del grupo sedentario disminuyeron su peso y con ello las cantidades de
musculo hueso e incluso la grasa corporal, mientras que los otros grupos
mantuvieron los niveles de los tejidos 6seo, muscular y la fuerza, por lo que su
funcionalidad fue mayor que el grupo sedentario. Sorprendentemente, los grupos
que realizaron ejercicio, y a los que adicionalmente, les administramos el
tratamiento con AAS, tBHQ y la combinacién de ambos, mostraron un incremento
en la masa grasa corporal. Una posible explicacion a este evento es que, durante la

etapa reproductiva, las ratas macho tienen su mayor peso corporal, lo que les da
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ventaja para competir por alimento, defender su territorio y tener mas oportunidades
de copular frente a otros. Los machos mas grandes desarrollan testiculos y 6rganos
sexuales de gran tamafio. Esto les permite producir un mayor volumen de
espermatozoides, vital para ganar la "competencia espermatica" dentro del tracto
de la hembra y asegurar que su descendencia sea la que fecunde los 6vulos. Esta
estrategia reproductiva se ha relacionado con la acumulacién de tejido graso, ya
que para poder realizarlas es necesario un alto consumo energético, el cual es
obtenido de este tejido y que su utiliza para realizar las funciones de apareamiento,
cortejo y la competencia por la reproduccion con otros machos. Se ha observado
que durante el envejecimiento los machos van perdiendo masa corporal,
principalmente por la disminucion de masa muscular y tejido graso (Ghasemi A., et
al., 2021; Chusyd DE., et al., 2016; Eitmann S., et al., 2024). Lo anterior sugiere,
que el incremento en la grasa corporal de los machos que realizan la rutina de
ejercicio y que adicionalmente son tratados con tBHQ, AAS o la combinacion de
ambos esta relacionada con el retraso en la aparicion de la sarcopenia,

principalmente por el incremento de la fuerza y la funcionalidad muscular.

La sarcopenia se ha relacionado con el estrés oxidante, principalmente por el
incremento en el metabolismo de acidos grasos en la mitocondria en organismos
con obesidad y en organismos envejecidos y en donde se ha observado una
sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (Sun J., et al., 2025; Altun M., et
al., 2007; Paduchova Z., et al., 2024). Se ha demostrado ampliamente que el
ejercicio es una muy buena terapia para contrarrestar el estrés oxidante. El

mecanismo de proteccion antioxidante inducido por el ejercicio se basa
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principalmente en una moderada produccion de especies reactivas de oxigeno a
través del metabolismo energético, principalmente en la oxidacion de lipidos y
carbohidratos en la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Este
mecanismo adaptativo induce la sobreproduccion de defensas antioxidantes a
través de la activacion de Nrf2 (Paduchova Z., et al., 2024; Meng Q and Su CH.,
2024; Wiecek M., et al., 2018). No obstante, Los beneficios del ejercicio no sélo se
basan en la reduccion del dafio oxidante, también se ha reportado que induce un
ligero incremento en los niveles de IL-6, iniciando una respuesta inflamatoria que
tiene una respuesta compensatoria del organismo incrementando los niveles de
citocinas antinflamatorias (Lopresti A.L.,2013). Nosotros intentamos potenciar la
respuesta antioxidante, combinando la rutina de ejercicio mediante la administracién
de tBHQ, una reconocida molécula de origen lipidico que es capaz de activar la via
de sefalizacion de Nrf2, induciendo una respuesta antioxidante. tBHQ se usa
comunmente como un antioxidante en alimentos, aceites y galletas, por o que su
consumo moderado puede generar un potencial beneficio contra el dafio oxidante
que se presenta en la sarcopenia (Boss AP, et al., 2018; Posadas-Rodriguez P., et
al., 2020; Meng X., et al., 2020). Los resultados obtenidos en este trabajo muestran
que los grupos en los que combinamos el ejercicio y la administracion de tBHQ,
muestran un incremento en la respuesta antioxidante, ya que al evaluar los niveles
del cociente GSH/GSSG presentan los mayores valores de este cociente. Al ser
tBHQ una molécula de origen lipidico, sugiere que su efecto tendria que observarse
en la oxidacidn de las moléculas de origen lipidico, lo cual nosotros observamos al
evaluar los niveles de malondialdehido (MDA), ya que los grupos en donde

administramos tBHQ muestran los niveles mas elevados de MDA. Este resultado es
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un claro ejemplo de una respuesta hormética antioxidante, en el cual la
administraciéon de una dosis subletal de un compuesto es capaz de inducir una
respuesta benéfica antioxidante, esta respuesta ya la hemos observado en otros
trabajos de nuestro grupo de investigacion (Posadas-Rodriguez P., et al., 2020;
Alarcon-Aguilar A, et al., 2014; Silva-Palacios A, et al., 2017). Otro de los resultados
que soportan la idea de que el ejercicio y la combinacion con un antioxidante como
tBHQ es la disminucién en los niveles de proteinas carboniladas, un marcador de
dafio oxidante en las proteinas, ya que todos los grupos experimentales de este
trabajo muestran menores concentraciones de proteinas carboniladas en
comparacién con el grupo sedentario. Lo anterior demuestra la efectividad de
nuestros tratamientos para contrarrestar el dafo oxidante en el tejido muscular
durante el envejecimiento. Sin embargo, los resultados de la actividad de las
enzimas antioxidantes, SOD y Catalasa no muestran diferencias estadisticamente
significativas. Esto puede deberse a que las diferencias en la respuesta antioxidante

podrian estar en los niveles de expresion de estas enzimas.

Como mencionamos anteriormente, el ejercicio no sblo es capaz de inducir una
respuesta antioxidante muy eficiente, también es capaz de inducir una respuesta
antinflamatoria mediada por la IL-6 (Lopresti A.L.,2013). Para potenciar este efecto
antinflamatorio, administramos AAS un conocido farmaco con diversos efectos, el
ultimo cémo un potencial senolitico. Los resultados mostraron diferencias
significativas en los patrones de expresion de las 23 citocinas evaluadas,
destacando algunas citocinas como IL-17A, IL4, IL-1a, IL-10, IL-6, IFN-y, IL-1pB, IL-

18, IL-13 y TNF-a. La IL-17A es una proteina inflamatoria que se expresa altamente
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durante el envejecimiento, y que se ha reportado por inducir una inflamacion
cronica, estrés oxidante y dafo celular. IL-17A se encuentra en mayores
concentraciones en el grupo sedentario con relacién al grupo de ejercicio y ejercicio
+ AAS. Mientras que en los grupos de ejercicio + tBHQ y ejercicio + tBHQ + AAS se
encuentra en mayores proporciones, sin embargo, en estos ultimos grupos la
respuesta inflamatoria es compensada por altos niveles de la citocina
antinflamatoria IL-10, ya que en estos grupos la IL-10 se encuentra en las mayores

concentraciones de los 5 grupos analizados.

Por otra parte, es importante destacar la funcién de la respuesta inflamatoria en la
regeneraciéon y reparacion del tejido muscular. Este proceso se puede dividir en
varias etapas: necrosis de la célula muscular lesionada, activacion de células madre
musculares, proliferacion de las células madre musculares activadas, diferenciacion
de las células en miocitos y fibras musculares. Durante este proceso las células
inmunes participan de manera fundamental en casi todas las etapas de la
regeneraciéon muscular (Chazaud B., et al., 2003). En la primera etapa temprana de
la regeneracion muscular después de la lesion incluyen la necrosis de la fibra
muscular, el agrandamiento de la lesion y el aclaramiento de los desechos, por lo
gue se activa el sistema inmunitario por la presencia de los residuos y el contenido
celulares de las fibras dafadas en el sitio de la lesion muscular. Los neutréfilos son
las principales células inmunitarias en la primera fase proinflamatoria en una lesion
muscular. Los neutrofilos residentes en los musculos esqueléticos se pueden activar
inmediatamente y liberar citocinas proinflamatorias entre las que destacan, IFN- vy,

IL-18 y TNF-q, los cuales facilitan la liberacion de citocinas, enzimas que promueven
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el estrés oxidante, para facilitar la eliminacion de las células musculares danadas
(Dumont N., et al., 2008). Los neutrofilos infiltrados en el tejido muscular lesionado
secretan IL-1 e IL-8 para inducir la infiltracion de macrofagos a la lesion y potenciar
la reparacion de la lesion muscular. La segunda etapa de la regeneracion muscular
estd marcada por la activacion y expansion de las células madre musculares, en
donde se observa el incremento en citocinas muy importantes como TNF-q, IL-6 e
IL-18. TNF-a participa de manera muy importante en la reparacion del tejido
muscular, ya que activa la proliferacion de las células stem musculares en un
mecanismo que implica la activacion de Nf-kB y que posteriormente activa la via de
sefializacion de p38 y estimula la diferenciacion de las células musculares,
estimulando la expresion de marcadores de diferenciacién muscular cémo MyOD,
Miogenina y Miosina (Chen SE., et al., 2007). IL-6 es producida por diferentes tipos
celulares entre los que se incluyen macrofagos, células T y las propias miofibrillas.
La IL-6 se ha relacionado por estimular la migracién, proliferacién y diferenciacion
de los mioblastos (Munoz-Canoves et al., 2013). La funcion de la IL-13 en esta etapa
es reclutar macrofagos y células T en el sitio de la lesidn, con el objetivo de
incrementar los niveles de IL-6 en las células del musculo esquelético y con ello
promover la diferenciacion y proliferacion de las células stem musculares (Luo GJ.,

et al., 2003).

Los macrofagos y las células T también secretan una variedad de factores de
crecimiento y citocinas para modular el microambiente del sitio de lesion. Los
linfocitos T expresan una gran cantidad de TNF-qa, IFN-y, IL-183, IL-4, IL-12, IL-13 y

otras citocinas. Varias citocinas tales como TNF-a, IFN-y e IL-1B son secretadas
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tanto por macrofagos como por células T que mantienen la presencia continua y la
concentracion por encima del umbral de estas citoquinas durante el proceso de
regeneracion muscular. Recientemente, Fu y colaboradores mostraron la relacion
entre las células T y las células madre musculares. Ellos demostraron que IL-1a, IL-
13, TNF-a e IFN-y secretadas por las células T son suficientes para promover la

expansion de las células stem tanto in vivo como in vitro (Fu X., et al., 2015).

Finalmente, después de este periodo de proliferacion y diferenciacion de las células
stem musculares, para regenerar y reparar el dafo en el tejido muscular, se
promueve una transicion del estado proinflamatorio de los macrofagos (M1), a un
estado antinflamatorio (M2). Los macréfagos M2 secretan citocinas
antinflamatorias, entre las que destacan IL-4, IL-10 e IL-13, con el objetivo de
reprimir el estado inflamatorio en el sitio del dafio muscular. Se ha reportado que los
macrofagos M2 son fundamentales en el proceso de diferenciacion de las células
stem musculares en miotubos y promover la ultima etapa de la miogenesis y

regeneraciéon muscular (Arnold L., et al., 2007).

El andlisis del perfil inflamatorio en las muestras de tejido gastrocnemio de los
grupos experimentales, muestran que los grupos que realizan ejercicio y los que
son suplementados con tBHQ y AAS o la combinacién de ambos, muestran mayores
concentraciones de las citocinas IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IFN-y y
TNF-a en comparacion con el grupo sedentario. Lo anterior sugiere que el tejido
muscular de los grupos que realizan ejercicio y fueron administrados con AAS, tBHQ
o ambos compuestos, se encuentran en un constante proceso de regeneracion

muscular. Esto también lo pudimos soportar al realizar indices en donde
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correlacionamos los niveles de proteinas proinflamatorias y antinflamatorias como
IL-6/IL-10, TNF-a/IL-10, IL-6/IL-4 y TNF-a/IL-4. Los resultados muestran que los
indices IL-6/IL-10, TNF-a/IL-10 e IL-6/IL-4 tienen los valores mas bajos en los
grupos que realizan ejercicio y que ademas fueron suplementados con AAS, TBHQ
y la combinacion de ambos, esto significa que la proporcién de IL-10 e IL-4 se
encuentran en mayores proporciones y estos altos niveles de estas citocinas nos
sugieren un estado anti-inflamatorio M2, lo cual se ha relacionado cémo ya hemos
mencionado con un estadio de diferenciacion de las células stem musculares en
miotubos y promover la ultima etapa de la miogénesis y la regeneracién muscular
(Arnold L., et al., 2007). El indice TNF-a/IL-4 nos sugiere que los grupos que realizan
ejercicio+AAS, ejercicio+tBHQ y ejercicio + AAS+ tBHQ, se encuentran en un estado
de proliferacion de las células stem musculares, ya que para este proceso es
necesario que TNF-a se encuentre en mayores proporciones que la citocina anti-

inflamatoria IL-4.

PAX-7 es un marcador de diferenciacion muscular temprano. Este se expresa
caracteristicamente en células troncales mesénquimales y células satélite, estas
ultimas son células multipotenciales comprometidas con el linaje muscular
residentes bajo la lamina basal. PAX-7 suele expresarse en tejidos en proliferacion.
Cuando el tejido esta siendo ejercitado es comun encontrar este marcador
expresado. En individuos viejos, PAX-7 no se encuentra expresado en el tejido
musculo esquelético, lo cual, se ha teorizado, es debido a la deplecion del pool de
células mesenquimales troncales o a un bloqueo en la proliferacion de las células

satélite. Este ultimo, se sospecha, sucede debido a la inflamacién sistémica
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asociada al envejecimiento. Nuestros resultados no muestran diferencias en los
niveles de expresion de Pax 7, Sin embargo, la presencia de este marcador de
diferenciacién de las células musculares sugiere que aun existen Células Stem
Mesénquimales y células satélite disponibles para la reparacion y regeneracion del
musculo, por lo que realizar una actividad fisica y suplementar con un antioxidante
y un anti-inflamatorio podrian ser una buena estrategia para retrasar la aparicién de
la sarcopenia (Li y Wang. 2026). En la expresién del marcador de proliferacion
temprana Myf-5 se observan diferencias significativas en los grupos que realizan
ejercicio y que ademas fueron administrados con AAS, tBHQ o la combinacién de
ambos tratamientos. Lo anterior es soportado por los indices anti-inflamatorios que
se presentan en estos grupos. MyoD pertenece a la familia de proteinas hélice-
bucle-hélice basicas, reconocida como regulador maestro de la transcripcion en la
diferenciacién terminal del musculo esquelético (Weintraub et al.,, 1991). La
expresion de MyoD representa uno de los primeros eventos del compromiso
miogénico e inicia la transicion irreversible de los precursores miogénicos a células
musculares esqueléticas diferenciadas. La expresion de MyoD no presenta
diferencias entre los grupos experimentales y los animales sedentarios. Lo que
sugiere que el tejido muscular esta comprometido a la ultima etapa de diferenciacion
de las células musculares y su conversion en miofibrillas (Olson EN., 1993; Yang X.,
et al., 2014). La miogenina (MyoG) determina la ultima etapa de diferenciacion de
los mioblastos a miocitos y a miotubos en los mecanismos de reparacion y
regeneraciéon muscular. Se ha reportado que un incremento en los niveles de
Miogenina disminuyen los niveles de Pax 7, lo que se puede entender como una

disminucién en la diferenciacion de las células stem mesenquimales. Nuestros
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resultados muestran que los grupos que realizan ejercicio + tBHQ y ejercicio + tBHQ
+ AAS, presentan un incremento en los niveles de miogenina con respecto al grupo
sedentario, lo que sugiere que estos grupos se encuentran en la etapa final de
diferenciacion muscular y que este estadio esta confirmado por el perfil anti-
inflamatorio M2 que discutimos anteriormente. En general podemos sugerir que los
tratamientos ejercicio + tBHQ y ejercicio + tBHQ + AAS, se esta completando la
regeneracién muscular la cual observamos tanto a nivel molecular como fisiologico.
Lo anterior nos muestra que nuestra rutina de ejercicio progresivo y la
administracién de tBHQ y AAS son una buena terapia para retrasar la aparicién de

la sarcopenia en el envejecimiento.

Anivel sistémico, podemos observar de manera general que los grupos que realizan
ejercicio + AAS, ejercicio + tBHQ y ejercicio + tBHQ + AAS, muestran perfiles pro-
inflamatorios menores que el grupo sedentario y el que sélo realiza ejercicio. Como
ya hemos mencionado por disminuir el estrés oxidante y la regulacién de citocinas
pro-inflamatorias, como lo podemos observar con los indices TNF-a/IL-10 e IL-6/4.
El grupo de ejercicio interesantemente muestra un aumento en el indice IL-6/IL-4,
lo que sugiere que los niveles de IL-6 se encuentran en altos niveles y lo que se ha
sugerido por participar en la induccion de un estado pro-inflamatorio en la sangre
periférica y es una descripcion del estado inflamatorio sistémico. Estos elevados
niveles de IL-6 incrementan la respuesta anti-inflamatoria que se puede visualizar
en el indice IL-6/IL-10, lo que es un efecto hormético para compensar la inflamacién

como mencionamos anteriormente (Lopresti A.L., 2013). Por lo que nuestros
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resultados sugieren que el ejercicio y los tratamientos administrados son una buena

opcion para reducir la inflamacion en el envejecimiento.

Con lo que respecta a la senescencia celular, los resultados que obtuvimos no
muestran la presencia de células senescentes, esto puede ser a que la técnica de
Beta-Gal que utilizamos no presento resultados positivos. Sin embargo, es probable
que al evaluar otros marcadores de senescencia como p16, p21, lamina B1, entre
los mas importantes nos puedan mostrar la presencia de células senescentes.
Nosotros evaluamos a la histona y-H2AX, un marcador que se presenta en células
senescentes, sin embargo, también es un marcador de dafio al DNA, por lo que esa
inespecificidad, no lo hace un marcador que nos pueda sugerir la presencia de
células senescentes. En este sentido, la presencia de dano al DNA nos puede
sugerir un mecanismo alternativo que el tejido muscular pueda estar realizando en
lugar de la senescencia celular. El mecanismo alternativo es la muerte celular, ya
sea por apoptosis 0 necrosis, lo que explicaria la disminucion de la masa muscular
en los individuos viejos y sedentarios, lo que observamos al evaluar la composicion
corporal mediante DEXA en nuestro grupo sedentario. Para poder determinar que
esta sucediendo, si es muerte celular o senescencia, es necesario realizar la
evaluacion de diversos marcadores de estos procesos fisioldgicos.

Conclusion

El ejercicio y las diversas administraciones con AAS, tBHQ y la combinacion de
ambos retardan la aparicion de la sarcopenia durante el envejecimiento, en un
mecanismo que implica la modulacion de la respuesta inflamatoria y la reduccion

del estrés oxidante. Los procesos de diferenciacion del tejido muscular son
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regulados por los niveles de diferentes citocinas que se presentan en el tejido
muscular. La rutina de ejercicio progresivo en combinacion con el AAS es una buena
estrategia para reducir el perfil inflamatorio sistémico en organismos envejecidos. El
incremento de la grasa corporal en ratas macho viejas de la cepa Wistar, es una
condicion benéfica que le permite a los organismos tener una reserva energética

para tener una mejor funcionalidad muscular y reproductiva.

Perspectivas
Para poder explicar los efectos del AAS cdmo senolitico o senomdérfico es necesario

evaluar otros biomarcadores de la senescencia celular en el tejido muscular, asi
como en otros tejidos. Evaluar diferentes marcadores de la muerte celular por
apoptosis 0 necrosis para tratar de explicar la disminucién de la masa muscular y la

presencia de sarcopenia en los organismos envejecidos.
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