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GLUT: Transportadores de glucosa
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MREF: Factores reguladores de la miogénesis.

MSF: Factor estimulador de proteinas.

NEM: N-etilmaleimida.

NO*: Oxido nitrico.

NO, °: Radical nitrégeno didxido

NO,CI: Cloro nitrilo.

NOS: Oxido nitrico sintasa (e-NOS, NOS endotelial; iNOS, NOS inducible;
nNOS, NOS neuronal).
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10,: Oxigeno singlete.
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I- Introduccion

1-RADICALES LIBRES

1.1. CONCEPTO DE RADICAL LIBRE

Un radical libre es una molécula o fragmento de
molécula, que contiene uno o mas electrones desapareados
en su orbital externo. Tienen una vida media del orden de
milisegundos debido a su gran reactividad, aunque varia
segun el tipo de radical libre.

Estas moléculas o atomos tremendamente
reactivos, se encuentran implicados en el inicio y desarrollo
de diversas enfermedades (Gutteridge, 1993). La evidencia
del papel patoldogico de estos compuestos ha dado lugar a
numerosas vias de investigacion con el fin de desarrollar
captadores, inhibidores enzimaticos o moduladores de los
mismos. En el medio bioldgico, los radicales libres son
compuestos generalmente oxigenados y se les Illaman
especies reactivas de oxigeno (ERO). Debido a que los
organismos existen y se desarrollan en presencia de
oxigeno, estdn asociados con la generacién de estas ERO,
gue son téxicas y se consideran responsables del dafo
oxidativo de macromoléculas biolégicas como el ADN,
lipidos, carbohidratos y proteinas (Halliwell & Gutteridge,
1989; Sies, 1993; Halliwell, 1996). Se han visto implicadas
en muchos procesos patoldgicos como algunos canceres,
diabetes (Okamoto, 1985; Reardon et al., 1992), patologias
cardiovasculares (Byers, 1993), procesos reumaticos (Wolf

et al., 1986), patologias gastroentéricas y afecciones
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broncopulmonares (Slade et al., 1993), asi como en
procesos neurodegenerativos como la Enfermedad de
Alzheimer (Cross et al., 1987). También estan implicados en
procesos fisiolédgicos como en el envejecimiento (Pacifi &
Davies, 1991; Bondy, 1992), el dafio causado por el ejercicio
fisico agotador (Sastre et al., 1992), y otros.

Asimismo, existen también radicales libres
nitrogenados o especies reactivas de nitrogeno (ERN), cuya
importancia ha crecido considerablemente en los ultimos

tiempos.

1.2. CLASES DE RADICALES LIBRES

Existen muchas clases de radicales libres, tanto
ERO como ERN. Algunos de los radicales libres mas

importantes estas listados en la tabla siguiente:
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Tabla I.1. Principales especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

ESPECIE siMBOLO
Radical superéxido 02"
Radical hidroperéxido HO,®
Peroxido de hidrégeno H,O0,
Radical hidroxilo HO*
Radical alcéxido RO’
Radical perdxido ROO*
Oxido nitrico NO®
Di6xido de nitrogeno NO;’

1.3. GENESIS DE LAS ERO

Todos los radicales libres descritos anteriormente
corresponden a especies cuya formacion es enddgena, pero
el organismo también estd expuesto a radicales libres
procedentes de fuentes externas. Con la dieta son ingeridos
muchos compuestos de naturaleza prooxidante, el humo del
tabaco da lugar a radicales libres, asi como la polucion
ambiental, el ozono, etc. (Ames, 1983; Pryor et al., 1995;
Rock et al., 1996). Las especies reactivas del oxigeno
pueden tener un origen enddégeno o exdgeno (Freeman &
Crapo, 1982; Frei, 1994). Algunas de ellas surgen como

“accidentes quimicos”, es decir, reacciones secundarias no
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deseadas entre las biomoléculas o en la detoxificacién de
xenobidticos, pero otras especies activadas de oxigeno se
generan in vivo con un fin determinado, como en el caso de
los fagocitos activados, que producen O, y H,O, (Halliwell,
1991).

1.3.1. FUENTES EXOGENAS.

Las fuentes exdgenas mas importantes en la

generacion de especies activadas de oxigeno son:

1.3.1.1. Agentes antineoplasicos tales como la adriamicina,
bleomicina, daunorrubicina y algunos antibidticos (Doroshow
y Davies, 1983) que dependen de grupos quinoides o de
union a metales para su actividad. Algunos de los efectos de
estas drogas se han atribuido a su capacidad para reducir el
oxigeno a superoxido, perdéxido de hidrégeno y radical

hidroxilo.

1.3.1.2. La irradiacion de los organismos debido a las
radiaciones electromagnéticas (rayos X y y) o debido a
radiaciones de particulas (electrones, protones, neutrones,

deuterones y particulas a y B) (Von Sonntag, 1994).

1.3.1.3. Factores ambientales, como contaminantes aéreos
fotoquimicos, hiperoxia, pesticidas, humo del tabaco,

solventes, anestésicos e hidrocarburos aromaticos. Estos
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agentes, o bien poseen radicales libres, como el humo del
tabaco, o bien se convierten en radicales mediante el
metabolismo celular y los procesos de desintoxicacion (Trush
et al, 1982).

1.3.2. FUENTES ENDOGENAS

1.3.2.1. La cadena de transporte electréonico mitocondrial.

La cadena de transporte electrénico mitocondrial
es una de las principales fuentes de radicales libres en la
célula. Son muchas las patologias en las que se ha descrito
gue la mitocondria genera radicales libres, siendo la causa

del estrés oxidativo que sufre la célula.

Figura I.1- Cadena de transporte electronico mitocondrial

Espacio Intermembranoso
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1.3.2.2. Produccion de radicales libres en los distintos

estados mitocondriales.

Se calcula que entre el 2 y el 5% de los electrones
transportados por la cadena de transporte electrénico
mitocondrial en estado 4 (cuando todo el ADP esta en forma
de ATP) no llegan al complejo IV y producen reducciones
parciales del oxigeno (Cadenas et al., 1977; Frei, 1994).
Debido a las propiedades del oxigeno, su reduccidn
tetravalente requiere la transferencia sucesiva de 4
electrones al orbital antienlazante.

El citocromo as; del complejo IV de la cadena
respiratoria es capaz de mantener estrechamente unidas a
su centro activo todas las especies parcialmente reducidas
del oxigeno hasta que se completa la transferencia de 4
electrones y 4 protones al O, y con ello la formacién de H,0
(Benzi & Moretti, 1995). Por tanto, la citocromo c oxidasa
perteneciente al complejo IV de la cadena respiratoria no
produce este radical. Ademads, exhibe cierta actividad
superoxido dismutasa. Sin embargo, otros elementos de la
cadena de transporte electrénico mitocondrial tienen la
capacidad de transferir un electrén directamente al O,, pero
por el contrario no son capaces de retener el idn superdxido
formado (Benzi & Moretti, 1995). Asi pues, se produce ‘0,
que puede dismutar a su vez generando peréxido de
hidrogeno, el cual es capaz de atravesar las membranas y

salir al citoplasma, donde puede reaccionar con otras

6
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especies formando diversos tipos de radicales libres (Boveris
et al., 1972). La produccion mitocondrial del perdxido de
hidrégeno fue inicialmente descrita por Jensen en 1966
(Jensen 1966). Estudios posteriores demostraron que la
mayor parte del peréxido de hidrogeno mitocondrial,
procedia de la dismutacién del radical superdxido (Boveris at
al. 1975).

Se ha estimado que se producen del orden de 10°
moléculas de ‘O, por célula y por dia (Ames et al., 1993).

Los procesos de formacién de anidn superoéxido
son una serie de reacciones no enzimaticas cuya velocidad
aumenta linealmente con la concentracion de oxigeno
presente en el medio.

Utilizando mitocondrias aisladas se puede
determinar experimentalmente el consumo de oxigeno por la
mitocondria, fendmeno denominado Control Respiratorio. En
ausencia de sustrato o de ADP, el consumo de oxigeno
causado por la oxidacién de sustratos enddgenos es bajo.
Este estado respiratorio se define como estado 1. Afadiendo
un sustrato oxidable, como glutamato o malato, este
consumo aumenta levemente (estado 2).

El estado 3 de la cadena de respiracion
mitocondrial se define como el consumo de oxigeno en
presencia de sustrato y ADP, es decir, cuando tiene lugar
transporte de electrones y sintesis de ATP. El estado 4 se
alcanza cuando el ADP ha sido consumido, y el gradiente

electroquimico generado por la cadena de transporte
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electréonico no puede ser empleado en sintetizar ATP. El
mantenimiento del Control Respiratorio depende de la
integridad de la membrana mitocondrial, si ésta recibe algun
dafio, se desacopla el transporte de electrones y la sintesis
de ATP. Las mitocondrias que consumen la misma cantidad
de oxigeno en estado 3 que en estado 4 estan desacopladas
(Rickwood at al, 1987).

La produccion mitocondrial de especies reactivas
de oxigeno aumenta cuando el aporte de sustratos a la
cadena de transporte electrénico mitocondrial excede la
demanda energética, es decir, en condiciones cercanas al
estado 4, en las cuales el cociente ATP/ADP es elevado. En
estas condiciones, aumentan la presién parcial de O, y el
grado de reduccidon de los transportadores redox de los
complejos I, II, y III, con el consiguiente incremento de la
produccion de especies reactivas de oxigeno. Asi pues, el
estado reducido de los elementos redox de los complejos Iy
IIT también contribuye al aumento de la velocidad de
generacion de *0,” (Skulachev, 1996). Puesto que se postula
gue las mitocondrias se encuentran en un estadio intermedio
entre el estado 3 y el estado 4 (Brand & Murphy, 1987), la
generacion de especies reactivas de oxigeno por los
complejos I y III puede ser de gran importancia en el
envejecimiento mitocondrial.

Experiencias in vitro demuestran que formas
solubles de la semiquinona son capaces de producir O, por

autooxidacidon en medios oxigenados, por lo que se propuso

8
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que la ubisemiquinona mitocondrial era una de las fuentes
de ion superdxido (Cadenas at al, 1977). Sin embargo,
consideraciones termodinamicas descartan un papel directo
de la dismutacion de la ubisemiquinona en la produccion de
este radical in vivo, porque el ciclo redox de la ubiquinona
tiene lugar enteramente en la fase apolar de la membrana, y
en tales condiciones la autooxidacion de las quinonas se ve
desfavorecida (Benzi y Moretti, 1995). La ubisemiquinona,
en cambio, podria estar implicada en la formacién de HO® a
partir de H,0,. Puesto que el perdxido de hidrégeno puede
atravesar facilmente las membranas bioldgicas, entrar en
contacto con la ubisemiquinona y producirse la reaccion

siguiente (Benzi y Moretti, 1995):

Q" + H,0;, > Q + HO" + HO

1.3.2.3. Reaccidon de Fenton-Haber-Weiss.

Consiste en la reduccion del H,0, por iones de
metales de transicidn, sobre todo el ion ferroso (Fe*?) y, en
menor medida, el cuproso (Cu®) y otros iones. El perdxido
de hidrogeno o agua oxigenada (H,0,) es una molécula
relativamente estable en ausencia de catalizadores que
promuevan su descomposicion. Fenton (Fenton, 1894)
descubrid, a finales del siglo pasado, que se podian oxidar

moléculas organicas por mezclas de peréxido de hidrégeno y
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Fe*? (reactivo de Fenton). Fueron Haber y Weiss quien
dieron una primera explicacién del mecanismo de reaccion:
el Fe*? reduce al H,0,, que a su vez se descompone en el
radical hidroxilo y el ion hidroxilo (Haber & Weiss, 1932).
Esto puede representarse como sigue:

H.O, + Fe*? - HO" + HO™ + Fe*’

Y en general,
ROOH + Fe™ - RO" + HO™ + Fe*’

Aunqgue esta reaccién puede tener lugar con varios
metales, el hierro parece ser el mas importante en sistemas
bioldgicos. El Fe*® se oxida a Fe** con mucha facilidad, y
éste es muy insoluble. Por ello, el hierro libre que pueda
haber en los sistemas bioldgicos estarda en muy pequefias
cantidades y en forma férrica (Halliwell & Gutteridge, 1986).
Pero el ion férrico puede ser reducido por el ascorbato
(Rawley & Halliwell, 1983; Sawyer, 1988) y por el radical
superoxido (Frei, 1994), con lo que se genera un ciclo de

producciéon continua de radicales hidroxilo:

Fe+3 + 02-. —> Fe+2 + 02
Fe** + AH > Fe™ + A™ + H*

AUn no ha podido explicarse claramente cémo los
iones metalicos son capaces de actuar como catalizadores
redox en sistemas bioldgicos en las reacciones de Fenton y

Haber-Weiss, es decir, la reduccion del H,0, catalizada por

10
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metales. Los procesos de captacion y distribucién del hierro
y de los iones metdlicos en general estan muy finamente
regulados en los mamiferos. Hay un gran numero de
proteinas de wunion a metales (ferritina, transferrina,
ceruloplasmina...) que actian como reserva de iones
metalicos y que, ademas, impiden que estos iones participen
en reacciones redox (Halliwell, 1991; Rouault & Klausner,
1996).

1.3.2.4. El sistema hipoxantina/xantina oxidasa

La enzima xantina 6xidoreductasa (XOR) es una
enzima descrita originalmente como una aldehido oxidasa en
1902 (Schardinger, 1902). Esta enzima estd ampliamente
distribuida entre seres vivos de distintas complejidades,
habiéndose demostrado su existencia desde organismos tan
sencillos como las bacterias hasta los mamiferos mas
evolucionados como el hombre. Esta enzima en las distintas
especies cataliza la hidroxilacion de una amplia gama de

sustratos como purinas, pirimidinas, pterinas y aldehidos.

1.3.2.4.1. Estructura y funcion.

La XOR es un dimero consistente en dos
mondmeros de 150 kDa. Cada monomero contiene un
dominio N-terminal mondmero de 20 kDa con dos centros

Fe-S, un dominio intermedio de 20 kDa que contiene FAD y

11
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un dominio C-terminal de 85 kDa que contiene el cofactor
molibdenopterina y el sitio de uniéon al sustrato (Hille &
Massey, 1981). La XOR posee en las distintas especies un
peso molecular y una estructura similar de los centros de
oxidacion-reduccion (Hille & Nishino, 1995)

La xantina oOxidoreductasa es sintetizada como
xantina deshidrogenasa (XDH) y se mantiene
mayoritariamente como tal en la célula, pero puede
convertirse rapidamente en la forma oxidasa (XO) mediante
oxidacion de los residuos sulfhidrilo o mediante proteolisis.
En tejidos sanos, entre un 10 y un 30% de la actividad total
de la enzima procede de la forma oxidasa (Chambers et al.,
1985), pero en determinadas circunstancias se puede
producir una conversion de la forma deshidrogenasa a la

oxidasa.

Figura [.2: Sistema de degradacién de purinas
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1.3.2.5. Los sistemas de transporte electrénico del reticulo

endoplasmico.

Estos sistemas de membrana contienen los
citocromos P45 y bs, que pueden oxidar acidos grasos
insaturados (Capdevila et al., 1981) y xenobidticos (Aust et
al., 1993). Bajo la denominacion de citocromos P45 se
engloba un nimero muy elevado de proteinas con grupos
hemo ampliamente distribuidas entre los seres vivos. Son
los mas poderosos oxidantes in vivo, aunque también
pueden actuar como agentes reductores. Son
monooxigenasas que actlan activando el oxigeno molecular
a especies electrofilicas de oxigeno (bien radicales o bien
generadoras a su vez de radicales) que pueden ser liberadas
en la célula (Dolphin, 1988; Foster & Estabrook, 1993).

1.3.2.6. Fagocitos activados.

Los fagocitos activados (neutréfilos, monocitos,
macrofagos, eosindéfilos) poseen diversas enzimas que les
permiten generar O, y H,O, como uno de los mecanismos

para defenderse de los microorganismos (Babior, 1978).

1.3.2.7. Microsomas o peroxisomas.

Los microsomas o peroxisomas son una fuente

importante de perdxido de hidrogeno. Poseen una
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concentracién elevada de oxidasas, como la D-aminoacido
oxidasa y la acil-CoA oxidasa, enzimas utilizadas en la
degradacion de acidos grasos y amino acidos, que producen
peroxido de hidrégeno como producto de la reaccién que
catalizan (Boveris et al., 1972). La catalasa peroxisomal
metaboliza la mayor parte del peréxido de hidréogeno
formado en ellos (Freeman & Crapo, 1982; Frei, 1994). Por
otro lado, el citocromo P4so tiene un papel importante en los
microsomas en la detoxificacion de xenobidticos (Philpot,
1991).

1.3.2.8. Autooxidacion de pequefias moléculas.

Existen en la célula una gran variedad de
componentes solubles, capaces de producir reacciones de
oxidacion-reduccion, tales como los tioles, hidroquinonas,
catecolaminas, flavinas y tetrahidropterinas. En todos estos
casos, el radical superdxido es el radical primario formado
por la reduccion del dioxigeno por estas moléculas.
Asimismo, también se produce peréxido de hidrégeno como
producto secundario, a partir de la dismutacién del radical
superoxido, bien espontaneamente, o bien catalizado

enzimaticamente por la superdxido dismutasa (SOD).
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1.3.2.9. Enzimas solubles y proteinas.

Enzimas como xantina oxidoreductasa, Oxido
nitrico sintasa, aldehido oxidasa, dihidroorotato
deshidrogenasa, flavinprotein deshidrogenasa y triptéfano
dioxigenasa, generan radicales libres durante su ciclo
catalitico (Aleman & Handler, 1967).

1.3.2.10. Membrana plasmatica.

Los radicales libres generados extracelularmente
deben cruzar la membrana plasmatica antes de reaccionar
con otros componentes celulares y, por tanto, pueden iniciar
reacciones téxicas en la misma. Los acidos grasos
insaturados presentes en la membrana y las proteinas
transmembranosa que tienen aminoacidos oxidables son
susceptibles de ser alterados por los radicales libres. Estas
reacciones alteran las propiedades de las membranas de tal
modo que cambian su fluidez, aumentan la permeabilidad de
la membrana, disminuyen el potencial de membrana, hacen
perder las funciones secretoras e inhiben los procesos
metabdlicos celulares, todo ello provocado por la
peroxidacion lipidica o la oxidacién de importantes proteinas
estructurales (Freeman & Crapo, 1982).

La enzima NAD(P)H-oxidasa presente en la
membrana plasmatica de las células fagociticas, es una

importante fuente bioldgica de produccidon de radicales
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libres, debido a la activacién de los polimorfonucleares vy
macrofagos que consumen gran cantidad de oxigeno, el cual
sera transformado en radical superdéxido. Estos radicales
libres de oxigeno pueden dafiar a la propia célula que los
origina y a células prdoximas a los fagocitos estimulados.
También se ha visto que la NADH oxidasa es una importante
fuente de radicales libres en células musculares lisas
arteriales y endotelio (Jones, 1994).

Cabe destacar el papel de las enzimas unidas a la
membrana plasmatica, tales como la lipooxigenasa y la
ciclooxigenasa, en la produccién de radicales libres fruto del
metabolismo de su producto, el acido araquidodnico, para dar
potentes productos bioldgicos: prostaglandinas,

tromboxanos y leucotrienos (White & Heckler, 1990).

2. TEORIA DEL ESTRES OXIDATIVO

La formacion de cierta tasa de radicales liobres es
un proceso normal e inevitable (Slater, 1984), ya que son
producto de infinidad de reacciones quimicas imprescindibles
para la vida celular. Estas especies tan reactivas, no causan
dafio oxidativo en condiciones normales debido a que la
célula estd provista de gran cantidad de mecanismos
antioxidantes. Sin embargo, cuando la capacidad de los
mecanismos antioxidante se ve superada por las agresiones
oxidativas, nos encontramos ante un estrés oxidativo. En

estas circunstancias, para paliar el dafio que los pro-
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oxidantes pueden causar en el organismo, esta indicado
protegerlo incrementando su capacidad antioxidante. Uno de
los modos en que se puede conseguir esto, consiste en la
administracién de antioxidantes bien como farmacos, bien

como complemento dietético (Ames, 1983).

3. ANTIOXIDANTES

El organismo posee una serie de sistemas de
naturaleza enzimatica y no enzimatica disefados para
protegerse de la accion de los radicales libres por él
generados: se denominan antioxidantes. Halliwell en 1995
definié antioxidante como ”cualquier sustancia que, cuando
esta presente en bajas concentraciones comparado con el
sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la
oxidacion de este sustrato” (Sies, 1993; Halliwell &
Gutteridge, 1995; Halliwell, 1996).

Una forma de clasificar a los antioxidantes, muy
utilizada en la literatura, es desde un punto de vista
bioquimico. Asi, podriamos clasificarlos en antioxidantes
enzimaticos y antioxidantes no enzimaticos. Dada la
importancia que en esta tesis tiene los antioxidantes
enzimaticos dedicamos un apartado de la introduccién a su

descripcion.
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3.1. ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

3.1.1. SUPEROXIDO DISMUTASA

Bajo este nombre se incluye a una familia de
metaloproteinas ampliamente distribuida en la naturaleza,
presente en todas las células que utilizan en su metabolismo
el oxigeno, e incluso en algunas bacterias anaerdbicas
estrictas y facultativas.

Su actividad fue descrita por primera vez por
McCord y Fridovich en 1969 (McCord & Fridovich, 1969). La
superoxido dismutasa (SOD) transforma el radical
superéxido en perdxido de hidrogeno, constituyendo el
primer medio natural de defensa (Fridovich, 1974; McCord
et al., 1974).

SOD
0,'" + 0, + 2H* > H,0, + O,

Cabe destacar que el radical superdoxido es
inestable en medio acuoso y dismuta espontaneamente
formando H,0,. Sin embargo, la velocidad de dismutacién
espontanea no enzimatica es relativamente baja (a pH
fisioldgico, estd alrededor 2x10°> M's?). La catdlisis de la
reaccién de dismutacion llevada a cabo por la enzima
superoxido dismutasa incrementa esta velocidad del orden
de 10.000 veces (Fridovich, 1974).
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Hay descritas cuatro formas diferentes de
superoxido dismutasas (Fridovich, 1974), segun el grupo

prostético metalico ligado al anzima.

3.1.2. GLUTATION PEROXIDASA

La glutation peroxidasa (GPx) es también un
antioxidante primario. Convierte el peroxido de hidréogeno y
los peréxidos de lipidos en moléculas inofensivas (Chance et
al., 1979). Hay dos tipos de glutation peroxidasa, y ambas
requieren glutation reducido como dador de equivalentes

reductores:

- Glutatidon peroxidasa selenio dependiente: es una proteina
tetramérica, con cuatro atomos de selenio, que cataliza la
reduccion de peréxido de hidrégeno y perdxidos organicos
(Ketterer, 1986). Su centro activo contiene una cisteina en
la que el azufre ha sido sustituido por selenio (Forstrom et
al., 1978). Su actividad se ve muy afectada por el contenido

en selenio de la dieta (Ketterer, 1986).

ROOH + 2 GSH —» ROH + H,0 + GSSG
H,0,; + 2 GSH —» 2 H,0 + GSSG

- Glutatién peroxidasa no selenio dependiente: sélo tiene
actividad frente a perdxidos organicos (Ketterer, 1986). La

mayor parte de la actividad glutatién peroxidasa se
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encuentra en el citosol, aunque también estad presente en la

matriz mitocondrial (Ketterer, 1986).

3.1.3. CATALASA

La catalasa participa en la eliminacion del
perdxido de hidrégeno, dando lugar a agua y a una molécula
de oxigeno (Chance et al., 1979).

Catalasa
2 H,0, > 2H,0 + 0,

También es capaz de catalizar ciertas reacciones
de peroxidacion en presencia de H,0,, actuando sobre
algunos alcoholes, aldehidos y acidos organicos como
sustratos (Aruoma et al., 1989).

Catalasa
2 H,0, + AH2 » 2H,0+A

La catalasa se halla principalmente en los
peroxisomas (Tolbert & Essner, 1981), si bien en afos
recientes se ha descrito cierta actividad catalasa también en

mitocondrias y citosol (Rodriguez et al., 2000).
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Figura I.3- Sistemas antioxidantes celulares
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4. EJERCICIO FISICO Y ESTRES OXIDATIVO.

El ejercicio fisico (EF) es una subcategoria de la
actividad fisica, que al ser planificada, estructurada vy
repetida mantiene o mejora las funciones del organismo.
Entre los efectos beneficiosos del EF podemos citar: la
reduccién del riesgo de enfermedades coronarias (Walther et
al., 2008), de diabetes mellitas tipo 2 (Colberg, 2007),
obesidad (Martins et al., 2008), hipertension arterial
(Vasiliauskas et al., 2007) y distintos tipo de cancer
(Hoffman-Goetz, 1998); mejora la funcion del musculo
esquelético (Dupont-Versteegden et al., 1994) y sus
propiedades tales como las adaptaciones vasculares y el
mantenimiento de la masa muscular (Laughlin et al., 1990).
Por ultimo también se ha demostrado efectos el EF sobre la

longevidad. Concretamente en un estudio publicado en 1998
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se demostrd que en ratones sometidos a entrenamiento se
produce un aumento de la vida media de los animales en un
9% (Holloszy, 1998). Recientemente se ha demostrado que
los efectos del ejercicio fisico pueden afectar también a la
vida maxima de los animales (Navarro et al., 2004). Todos
los beneficios del EF aparecen desde un nivel moderado de
actividad (150Kcal/dia o 1.000 Kcal/semana) y se relacionan
directamente con la cantidad de ejercicio realizado, lo que
permite hacer un balance entre la duracidn e intensidad del

ejercicio.

4.1. RADICALES LIBRES Y EJERCICIO.

El ejercicio fisico regular tiene una gran cantidad
de efectos beneficiosos, comentados en el apartado anterior.
Por otra parte, el ejercicio fisico agotador en sujetos no
entrenados, puede generar estrés oxidativo. En 1954,
Commoner et al. utilizando la resonancia paramagnética de
electrones (RPE), detectaron radicales libres en musculo
esquelético (Commoner et al., 1954). Desde entonces se ha
despertado un gran interés en el papel que las ERO y ERN
juegan en la regulacién de la funcién muscular y del dafio

asociado al ejercicio fisico.
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Figura I.4- Produccidn de radicales libres por la mitocondria en el ejercicio fisico
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4.1.1. RADICALES LIBRES Y EJERCICIO FISICO AGOTADOR.

El ejercicio fisico puede participar en el
desequilibrio entre agentes prooxidantes y antioxidantes.

A principios de los afios 50, Commoner vy
colaboradores (Commoner et al., 1954) fueron los primeros
en detectar radicales libres en el musculo esquelético. En
1978, Dillard y colaboradores estudiaron el efecto del
ejercicio fisico sobre el dafio oxidativo tisular (Dillard et al.,
1978). Este grupo comprobé que en humanos el ejercicio
fisico intenso aumentaba el contenido de pentano (producto
de lipoperoxidacion) en aire expirado. Cuatro anos mas
tarde el grupo de Kelvin Davies en California detecté una
sefial RPE en homogenados de musculo gastrocnemio de
rata. Ellos observaron que el ejercicio hasta el agotamiento
en tapiz rodante doblaba la sefial RPE (Davies et al., 1982).
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Las medidas fueron también hechas en animales que habian
sido ejercitados Unicamente durante la mitad del tiempo
necesario para llevarlos al agotamiento; la senal de la RPE
obtenida de los musculos fue la intermedia entre el grupo
ejercitado hasta el agotamiento y el grupo reposo. En 1985,
en la Universidad de Liverpool, el grupo de Jackson midio
sefiales RPE en musculo congelado, de la pierna, de ratones
y ratas y en musculo abdominal de humanos. Detectaron un
70% de aumento en la sefial RPE en el gastrocnemio de los
animales que habian sido estimulados eléctricamente
durante 30 minutos con contracciones repetitivas. Este
régimen de contracciones indujo dano en la membrana de
las células musculares medido por la actividad en plasma de
la enzima cretinkinasa (Jackson et al., 1985).

Estas publicaciones promovieron una serie de
trabajos que intentaron clarificar si los radicales libres
podian ser responsables del dafio muscular que se observa
después del ejercicio fisico intenso. Desde entonces son
muchos los articulos en los que se recoge un incremento en
la produccién de radicales libres durante el ejercicio. Este se
manifiesta en un dafo oxidativo a distintos niveles:
musculo esquelético, cardiaco, higado y sangre (Jenkins,
1988; Sjodin et al., 1990; McArdle et al., 1999a; McArdle et
al., 1999b). Uno de los marcadores de estrés oxidativo mas
utilizados ha sido el cociente GSSG/GSH, cuyo aumento se
ha constatado tanto en mdusculo esquelético (Lew et al.,

1985) como en sangre y no sélo en animales, sino también
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en humanos (Duthie et al., 1990; Sastre et al., 1992; Sen et
al., 1994).

Con respecto a la peroxidacién lipidica, los
estudios realizados indican que ésta aumenta en ejercicios
tanto aerdbicos como anaerdbicos (Alessio et al., 1988).

El primer trabajo que demostré que las ratas
sometidas a ejercicio fisico agotador acumulaban mayores
niveles de grupos carbonilo en las proteinas se publicé en
1992 (Reznick et al., 1992). Otros autores han corroborado
dicha afirmacién (Radak et al., 1998). Este efecto disminuia
si varias semanas antes de la realizacion del ejercicio se les
alimentaba con altas dosis de vitamina E. Ademads, se ha
demostrado que la actividad del complejo proteasémico
aumenta con el entrenamiento, lo cual es interpretado como
efecto beneficioso ya que mejora la capacidad del musculo
de eliminar las proteinas dafiadas por agentes oxidantes
producidos por el ejercicio fisico (Radak et al., 1999).

Los radicales libres afectan también al ADN, y el
ejercicio fisico agudo aumenta el dafio al ADN, tal como se
evidencia por el aumento de 8oxodG. Sin embargo, en seres
humanos, el entrenamiento previene dicho aumento (Ames,
1983).
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4.1.2. POSIBLES MECANISMOS DE GENERACION DE
RADICALES LIBRES DURANTE EL EJERCICIO.

Las divergencias en la regulacion y distribucion de
las ERO han llevado a los investigadores a la conclusién de
gue no existe una Unica fuente de generacion de radicales

libres (RL) en el ejercicio fisico.

4.1.2.1. La mitocondria

El 90 % del oxigeno utilizado por la célula se
consume en la cadena de transporte electrénico, actuando
éste como aceptor de electrones en el proceso de respiracion
mitocondrial (Shigenaga et al., 1994). De él, un 2-5% sufre
una reduccidon, dando lugar al radical superdéxido. Una
segunda reduccion de este superdxido da lugar a lo
formacién de perdxido de hidrégeno, el cual es liberado por
la mitocondria (Boveris & Chance, 1973). Para evitar el
dafo oxidativo, la mitocondria estd dotada de una enzima
mitocondrial especifica, la superéxido dismutasa que
previene el dafio que podria producir el radical superoéxido.
Asimismo, también se ha evidenciado la presencia de radical
hidroxilo en la mitocondria del musculo esquelético
ejercitado, el cual parece estar relacionado con la tension

desarrollada por el musculo (Barclay & Hansel, 1991).
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Figura I1.5: A- imagen esquematizada de una mitocondria con sus estructuras

principales. B- mitocondria vista por microscopia electronica.
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Durante el ejercicio fisico el consumo de oxigeno
por parte del musculo puede aumentar mas de 100 veces
(Tonkonogi & Sahlin, 2002) y el consumo de oxigeno del
organismo entero puede aumentar 20 veces (Meydani et al.,
1993). Este hecho, junto con la observacién de que el
ejercicio fisico se asocia a un aumento de la produccion de
radicales libres, hizo pensar que éstos provenian de la
cadena de transporte electronico de la mitocondria. Sin
embargo, Chance y colaboradores (Chance et al., 1979)
demostraron que la formacion de radicales libres por la
mitocondria cuando ésta estd en estado 3, es decir, cuando
estd consumiendo oxigeno activamente (hay ADP), es
insignificante, y mas tarde Papa y colaboradores (Papa et
al., 1997) dieron una explicacién molecular a este hecho.
Otros autores no han encontrado evidencia de que el

aumento de la produccidn de radicales libres en ejercicio
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pliométrico provenga de la cadena de transporte electrénico
mitocondrial (McArdle et al., 1999b).

En cuanto al efecto del ejercicio sobre la funcién
mitocondrial, los resultados son controvertidos. En estudios
realizados en animales se ha propuesto que la funcién
mitocondrial se ve afectada si el ejercicio realizado es de alta
intensidad (Willis & Jackman, 1994). Estudios morfoldgicos
demuestran cambios en la ultraestructura mitocondrial tras
realizar ejercicio de alta intensidad (Schmid et al., 1983).
Estos cambios han sido interpretados como adaptaciones
normales al aumento de la demanda energética o como un
tipo de dafo mitocondrial. Otros autores no han encontrado
evidencia de que la funcién mitocondrial se vea afectada por
el ejercicio prolongado o de alta intensidad (Madsen et al.,
1996), o por el ejercicio excéntrico (Walsh et al., 2001) y
otros han visto que la funcién mitocondrial aumenta tras
ejercicio intermitente (Tonkonogi & Sahlin, 1999) y tras
ejercicio prolongado a moderada intensidad (Tonkonogi et
al., 1998).

Por otra parte, se ha apuntado hacia la fosfolipasa
A, (PLA;) como una de las fuentes adicionales de produccion
de radical superdéxido en el musculo esquelético. Es
importante sefialar que su localizaciéon no es exclusiva de la
mitocondria sino que también se encuentra en sarcolema. La
PLA, se ha relacionado el aumento de la cantidad de RL
intracelular durante contracciones musculares continuas
(Nethery et al., 1999) y depende de la entrada de Ca™
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extracelular por canales tipo L (Supinski, 1998). Las
mitocondrias de animales control liberan perdéxido de
hidrogeno; esta sefial es estimulada por el Ca*?> y el AMP y
disminuida por inhibidores del PLA,. Estas observaciones
sefalan a la mitocondria como una de las fuentes principales
de generacién de RL en el musculo esquelético e identifican
a PLA, como regulador de la produccion de RL. Estos
resultados coinciden con los publicados por otro grupo que
también apunté a la mitocondrial como principal fuente de
RL en células musculares estimuladas con TNF-a (Li et al.,
1999).

4.1.2.2. Células fagociticas.

Las células sanguineas blancas con funcién
fagocitica producen grandes cantidades de oxidantes,
generando especies reactivas que eliminan los agentes
patdgenos. Los neutrdéfilos pueden infiltrarse en el tejido
muscular dafiado tras un ejercicio agotador o excéntrico. El
dafio muscular inducido por el ejercicio fisico puede desatar
el proceso inflamatorio. Pocas horas después de |la
realizacién del ejercicio (1-6h) aumenta la cantidad de
neutrofilos en el tejido muscular danado (Orimo et al.,
1991). Este incremento esta facilitado por moléculas de
adhesién y citoquinas (TNFa, IL-1, IL-6). Son varios los
estudios en los que se aportan evidencias de la implicacion

de los radicales libres, generados por neutréfilos, en el dafio
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muscular (Crinnion et al., 1996). Por otra parte, se ha
demostrado que el pretratamiento con SOD minimiza el dafio
muscular asociado al ejercicio fisico excéntrico en animales
viejos. Este efecto es debido a la atenuacion de la seifal
quimiotactica para la infiltracion neutrofilica del tejido
dafado (Zerba et al., 1990).

Los neutréfilos activados utilizan la NAD(P)H
oxidasa asociada a la membrana para generar radical
superoxido, el cual puede reaccionar directamente con
componentes diana o dismutarse a peroxido de hidrégeno. El
peroxido se convierte en acido hipocloroso (HOCI) por la
mioloperoxidasa, una hemoproteina  secretada  por
neutrdéfilos y monocitos. HOCI es un mediador inflamatorio y
un compuesto con gran poder oxidante que genera otros
metabolitos reactivos como el cloro nitrilo (NO,Cl) en
presencia de nitrito (Eiserich et al., 1998). Ademas los
neutroéfilos activados pueden utilizar la mioleperoxidasa y el
peroxido de hidrégeno para convertir el nitrito en radical
dioxido de nitrégeno (NO,") contribuyendo a la formacién de
compuestos potencialmente dafinos (Eiserich et al., 1998).

4.1.2.3. Xantina oxidasa.

Pese a que varios grupos de investigacién han
sefalado a la mitocondria como principal fuente generadora
de ERO en el ejercicio, en estas observaciones ya se hace un
problema conceptual. El radical superéxido producido por los

musculos en contraccidn puede ser detectado en el espacio
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extracelular (Reid et al., 1992; Zuo et al., 2000) y en el
compartimento vascular (Lee & Okabe, 1995; Stofan et al.,
2000). El anién superodxido generado en la mitocondria es
muy poco probable que pueda ser medido fuera de la célula.
Esto supondria que especies reactivas y cargadas
eléctricamente, escapasen a los sistemas antioxidantes en la
matriz mitocondrial y difundiesen a través de la membrana
mitocondrial interna y externa, citosol y sarcolema sin
implicarse en ninguna reaccidon quimica. La difusion a través
del endotelio capilar en el compartimiento vascular todavia
parece menos probable (Reid, 2001). La xantina oxidasa
representa una fuente alternativa de ERO con soporte
experimental. En musculo esquelético, la xantina oxidasa se
localiza principalmente en el endotelio vascular (Linder et
al., 1999). La administracién de inhibidores de la enzima
disminuye la liberacién de radical superdoxido en el espacio
vascular en los musculos en contraccion (Stofan et al., 2000)
y parcialmente inhibe la fatiga in vivo (Barclay & Hansel,
1991). En oposicién a lo que ocurre con la mitocondria que
genera RL en un estado basal, las ERO derivadas de la
xantina oxidasa cobran importancia en cuatro procesos: en
la respuesta inflamatoria al ejercicio fisico excéntrico, en el
ejercicio fisico de alta intensidad, en el ejercicio prolongado
(Hellsten et al., 1997) o en el dafio causado por los procesos
de isquemia-reperfusion (Kadambi & Skalak, 2000). Se han
encontrado niveles mas elevados de ARNm para XDH/XO en

musculos dafados frente a controles, acompafiados con un
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aumento de la actividad XDH/XO (Hellsten-Westing,
resultados no publicados).

La xantina oxidasa fue inicialmente identificada
como una fuente potencial de radicales libres en el citosol de
la célula muscular (Laughlin et al., 1990; Apple et al., 1991).
Sin embargo, estudios posteriores utilizando anticuerpos
monoclonales para la XDH/XO revelan inmunoreactividad en
las células del musculo liso de la pared de los vasos a la vez
gue en células endoteliales (Hellsten-Westing et al., 1993) y
descartan su presencia en el interior de la célula muscular.

La hipoxantina se forma en el musculo durante el
ejercicio fisico intenso y existe un incremento marcado de
esta purina del musculo a la sangre (Sahlin, 1991; Bangsbo
et al., 1992). La cantidad de hipoxantina que se acumula en
sangre depende principalmente de la intensidad del ejercicio.
Los niveles mas elevados en plasma se han encontrado tras
el ejercicio fisico agotador (Hellsten-Westing et al., 1991).
La formacién de hipoxantina parece estar asociada con la
acumulacion de IMP (inosina monofosfato) en el musculo, lo
gue a su vez esta relacionado con la intensidad del ejercicio
y con su duracion (Sahlin et al., 1989). En estos ultimos
trabajos se sugiere que los nucledtidos son degradados
cuando la resintesis del ATP esta limitada debido a los bajos
niveles de glucdgeno muscular.

La inopina, como la hipoxantina, son muy
permeables y atraviesan las membranas con gran facilidad.

Los niveles de hipoxantina del plasma pueden servir de
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sustrato para la XOR en la pared de los vasos de los distintos
organos. Considerando la localizacién de la XOR, |la
formacién de xantina y acido Urico debe suceder tras la
salida de la hipoxantina de la célula muscular y cuando ésta
alcanza la pared del vaso sanguineo del mismo musculo o de
cualquier otro tejido via sanguinea.

Con respecto al &acido durico, las observaciones
publicadas sobre la ausencia significativa de liberacién del
acido urico por el musculo (Sahlin, 1991) pueden ser el
resultado de una baja sensibilidad en los métodos de
deteccién (Hellsten, 1994). En ratas si que se ha encontrado
acumulacion de &cido Urico tras estimulacién eléctrica
(Arabadjis et al., 1993). Existe una correlacidn lineal entre el
pico de hipoxantina y el de acido urico en plasma tras un
ejercicio fisico agotador (Hellsten-Westing et al., 1994). Esta
observacién indica que la concentracion plasmatica de
hipoxantina es importante en el flujo de la via XDH/XO, ya
gue un elevado nivel de hipoxantina en plasma supondria un
aumento en la produccién de radical superéxido en el caso
en el que la conversion a XO hubiese sucedido.

En 1981, Granger y colaboradores (Granger et al.,
1981) demostraron que el tratamiento del intestino de felino
con superdxido dismutasa, previo al proceso de isquemia,
atenuaba el dafio durante la subsiguiente reperfusién, lo que
apuntaba hacia el radical superéxido como responsable del
dano tisular. Estos autores propusieron que la fase de

isquemia producia una conversion de las XDH a XO y una
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degradacion de los nucleétidos de adenina a hipoxantina. De
esta forma con la re-introduccion del oxigeno molecular
durante la reperfusion, una considerable cantidad de radical
superoxido, podria ser generada en la reaccién catalizada
por la XO.

Tras esta observacién, se publicaron una gran
cantidad de estudios sobre la conversion de la forma
deshidrogenasa a la oxidasa. Se ha estudiado una gran
variedad de tejidos: pulmén (Waintrub et al., 1990), higado
y rifdn (McKelvey et al., 1988), corazén y musculo
esquelético (Charlat et al., 1987). Los estudios muestran
resultados contradictorios ya que la magnitud de la
conversion parece variar dependiendo del tejido y de la
especie estudiada (Downey et al., 1988).

Existen 2 vias por las que la XO puede estar
implicada en el dafio muscular inducido por el ejercicio fisico.
La XO podria iniciar el dafio oxidando los lipidos de la
membrana celular, con la consiguiente salida del contenido
citosodlico, pérdida de la viabilidad celular y necrosis tisular.
Esta hipdtesis tendria como requisito que el ejercicio
indujese la conversion de la XDH a XO en el musculo y una
presencia suficiente de hipoxantina. Por otra parte la XO
puede jugar un papel importante una vez el dano se ha
producido al activar la generacion de ERO por otras vias. En
este caso, la formacion de radicales libres por la XO

mediarian el proceso inflamatorio (Hellsten, 1994).
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4.1.2.4. Produccion de radicales libres secundariamente a la

ruptura de proteinas que contienen hierro.

La capacidad del hierro para catalizar reacciones
de produccién de radicales libres es bien conocida (Halliwell,
1985). Los deportes de resistencia y aquellos que conllevan
un alto impacto mecanico, causan una destruccién de
eritrocitos con liberacién de hierro y por tanto, una potencial
fuente de hierro catalitico. Asimismo, al dafarse la fibra
muscular, se liberan a la circulacion grandes cantidades de
mioglobina, con su hierro correspondiente. La interaccion de
la metamioglobina y la metahemoglobina con peréxidos son
responsables del estrés oxidativo producido durante el

ejercicio fisico (Cooper et al., 2002).

4.1.2.5. Protaglandinas.

Parece que diversos tipos de estrés, incluida una
excesiva contraccion, produce la liberacién de
prostaglandinas del musculo esquelético. Muchos de los
intermediarios en el metabolismo de las protaglandinas son
ERO (Halliwell, 1989). La conversién del acido araquidénico
a prostaglandinas, por accién de la lipooxigenasa, implica
una serie de reacciones que llevan implicita la produccién de
radicales libres como productos intermedios. Sin embargo,
no existen evidencias de la presencia de lipooxigenasa en

musculo esquelético. Por otra parte, en distintas
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publicaciones, se ha apuntado hacia ciertos productos del
metabolismo de la lipooxigenasa como mediadores de dafio
muscular (Jackson, 1987). Hasta la fecha, sin embargo, no
existe una evidencia clara de que las prostaglandinas
jueguen un papel en la produccién de radicales libres

inducida por la contraccién muscular.

4.1.2.6. NAD(P)H oxidasa.

La produccidon de ERO por isoformas no fagociticas
de la NAD(P)H oxidasa juega un papel en la regulacion de la
cascada de sefializacion intracelular de varios tipos celulares
entre los que se incluyen: fibroblastos, células endoteliales,
miocitos cardiacos y musculatura lisa vascular (Griendling et
al., 1994). Las células musculares y los fibroblastos son el
objetivo de la mayor parte del radical superdéxido producido
en la pared de los vasos. Inicialmente se considerd que la
enzima estaba situada Unicamente en la membrana
plasmatica pero, en la actualidad, se ha encontrado en
varios componentes celulares entre los que se incluye la
mitocondria (Ji, 1999).

4.1.2.7. Catecolaminas.

La liberacidn de catecolaminas esta aumentada
durante el ejercicio. Las catecolaminas pueden autooxidarse

formando radicales libres (Jewett et al., 1989). La oxidacion
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de la epinefrina estd asociada con la formacion de radical
superoxido, y se considera como una posible fuente de
radicales libres en el dafo inducido por el proceso de
isquemia-reperfusion (Ji, 1999). El uso B-bloqueantes en
humanos que realizan un ejercicio de alta intensidad, ha
dado como resultado una disminucién de los marcadores de
estrés oxidativo en plasma (Pincemail et al., 1990). Sin
embargo, el papel de las catecolaminas como fuente de ERO
durante el ejercicio no ha sido estudiado de forma
exhaustiva (Ji, 1999).

4.1.2.8. Pérdida de la homeostasis del Ca™.

La alteracién en la homeostasis del Ca*? se
considera un paso clave en el proceso degenerativo asociado
al dafio muscular inducido por el ejercicio fisico (McArdle et
al., 1992). Este fallo en la homeostasis del Ca*? parece ser
secundario al aumento en la generacién de radicales libres
en varios tejidos pero, diversos grupos de investigacién, no
consideran que esto ocurra en el musculo esquelético
(McArdle et al., 1994).

Existen diferentes vias por las que los radicales
libres podrian alterar la homeostasis del Ca*? pues, como
hemos visto en apartados anteriores, son capaces de dafar
todo tipo de biomoléculas. Nicotera y colaboradores
(Nicotera et al., 1985) publicaron un trabajo en el

observaron cémo las ERO eran responsables de |la
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inactivaciéon de las bombas de la membrana plasmatica
responsables de eliminar el Ca*™. Este mismo dafio puede
hacerse extensivo a organelas intracelulares responsables de
secuestrar el exceso de calcio citosdlico (Bellomo et al.,
1982).

Si se considera que el fallo en la homeostasis del
calcio es el evento inicial en el dafio muscular asociado al
ejercicio fisico, éste puede llevar a un aumento en la
generacion de radicales libres. El incremento de los niveles
de Ca*? intracelulares puede activar enzimas proteoliticas y
la fosfolipasa lo que supone una liberacion de los acidos
grasos y una alteracién de las estructuras de la membrana
interna. Ademas, en un intento de tamponar el aumento en
los niveles de Ca*?, la mitocondria puede acumular
cantidades significativas. Este Ca*? puede ir acompafiado por
el fosfato y al formar fosfato calcico, precipitar en la
mitocondria. Por otra parte los aumentos en el contenido de
Ca*™ se ha visto que inhiben la respiracion mitocondrial
(Wrogemann & Pena, 1976). La alteracién en la produccion
de ATP puede inducir aumento en la produccién de radical
superoxido. La situacion de estrés oxidativo secundaria al
aumento en la concentracidon de Ca*? intracelular debe estar

causada por un ejercicio fisico agotador.
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4.1.2.9. Los peroxisomas.

Los peroxisomas son organelas celulares
relacionadas con la oxidacion de &cidos grasos vy
aminoacidos. En condiciones fisioldgicas, los peroxisomas
contribuyen a la producciéon de H,0, pero no del O, (Chance
et al., 1979). El ayuno prolongado se ha demostrado que
supone un aumento en la generacion de H,0, debido,
principalmente, al aumento en la oxidacion de los acidos
grasos por esta organela (Godin & Wohaieb, 1988). Como
los acidos grasos son la fuente principal de energia para el
miocardio y el musculo esquelético durante el ejercicio fisico
prolongado, los peroxisomas pueden ser sitios potenciales de
producciéon de radicales libres. El incremento, en musculo,
en la actividad de la catalasa tras un ejercicio fisico
agotador, parece apoyar esta hipétesis (Ji & Fu, 1992). Sin
embargo, no existen evidencias directas de que el ejercicio

aumente la produccién de ERO por el peroxisoma.

5. LA MITOCONDRIA

La mitocondria utiliza la fosforilacion oxidativa
para producir gran parte de la energia requerida por los
tejidos aerdbicos. Ademas de su papel bioenergético, las
mitocondrias desempefian un papel catabdlico y biosintético
en la biologia celular en eucariotas. Por tanto alteraciones

tanto generales y como especificas en la mitocondria

39



I- Introduccion

contribuyen al desarrollo de innumerables patologias
cardiovasculares (Williams, 1995) y neuromusculares (Moyes
et al., 1998). Del mismo modo variaciones cuantitativas y
cualitativas en la mitocondria también son importantes
elementos en las adaptaciones fisioldgicas.

La mitocondria es Unica en el hecho de que tiene
multiples pequefias copias de ADN circular que contiene
16,659 nucledtidos. Esto es minusculo en comparaciéon a los
tres billones de nucledtidos encontrados en el genoma
nuclear. El ADNmt contiene 13 ARNm ,22ARNt y 2 ARNr
gque son esenciales para las funciones mitocondriales. Los
trece ARNm codifican componentes proteicos de la cadena
respiratoria responsables del transporte de electrones y de la
sintesis de ATP.

5.1. REGULACION DE LA ESTRUCTURA DE LA ORGANELA

Las propiedades metabodlicas de la mitocondria
muscular dependen de la regulacién activa de la estructura
del orgadnulo. La mitocondria, en muchos tejidos, existe
como una red dindmica constantemente en fusion.

Estrategias de adaptacion que culminan en un
aumento de la capacidad oxidativa combinan el control de la
sintesis de enzimas con cambios ultra estructurales de la
organela. En todos los vertebrados, el tipo de musculo mas

oxidativo es el musculo cardiaco, en el cual
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aproximadamente 30-50% del volumen muscular lo ocupan
las mitocondrias.

Las mitocondrias se dividen durante el ciclo de
division celular. No obstante, hay circunstancias en las
cuales las divisiones mitocondriales no estan relacionadas
con el ciclo celular. Por ejemplo, la mitocondria muscular
podra proliferar durante la miogénesis, pero también como
resultado de ejercicio fisico (Brunk, 1981; Moyes et al.,
1997).

La division mitocondrial puede ser inducida por
una variedad de sustancias, incluyendo benzodiacepinas,
inhibidores de la fosforilacion oxidativa y por el calcio
(Bereiter-Hahn & Voth, 1994) entre otros. En vertebrados, el
nimero de mitocondrias es controlado por hormonas
tiroideas, como T3 que induce la division mitocondrial
(Goglia et al., 1999).

En la membrana interna de la mitocondria se
encuentran aproximadamente el 80% de las proteinas, entre
las que destaca el complejo de la fosforilacion oxidativa.
Aungue todos los musculos estriados contienen mitocondrias
con extensivas crestas, algunas células presentan
mitocondrias con una morfologia mas sencilla. Estudios con
mutantes han demostrado que la produccién de las crestas
depende de importantes proteinas, incluyendo proteinas de
la membrana externa (Hobbs et al., 2001) y de subunidades

del complejo V (Paumard et al., 2002).
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5.2. BIOGENESIS DE LA MEMBRANA

El crecimiento y remodelamiento mitocondrial
requiere la adicion de fosfolipidos. Casi todos los fosfolipidos
de la membrana interna y externa son sintetizados en el
reticulo sarcoplasmico. Las mitocondrias de la membrana
interna son ricas en cardiolipina, un fosfolipido altamente
acido y hidrofébico que es esencial para la funcién de
muchos procesos y proteinas mitocondriales. Algunos
estudios han demostrado que la mutacion en la sintesis del
gen de la cardiolipina deteriora el crecimiento, la importacién
de proteinas, el potencial de membrana mitocondrial y la
actividad de la ATPasa y citocromo c oxidasa (Jiang et al.,
2000; Koshkin & Greenberg, 2000). Ademas, una variaciéon
en los niveles de cardiolipina es evidente cuando se compara
la poblacidn de mitocondrias, tipos de fibras musculares vy
como resultado de diferentes condiciones de desarrollo y
fisiolégicas. Por ejemplo, cambios en los niveles de
cardiolipina ocurren como resultado de alteracion en los
niveles de hormonas tiroideas (Paradies et al., 1997),
actividad contractil crénica (Takahashi & Hood, 1993) vy el
envejecimiento (Paradies & Ruggiero, 1990).

La modulacidon de los perfiles de los lipidos se
relaciona con frecuencia con estrategias de compensacion
asociadas al ejercicio, dieta y condiciones ambientales. Los
perfiles de los fosfolipidos tienen un potencial que alteran la

fluidez de la membrana y el movimiento de las proteinas de
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las membranas y la movilidad de los electrones. El
remodelamiento de la membrana también puede alterar la
permeabilidad a protones y propiedades cataliticas de las

enzimas.

5.3. REMODELAMIENTO MITOCONDRIAL EN LA
DIFERENCIACION Y EL DESARROLLO MUSCULAR.

La demanda de energia muscular cambia durante
la vida de un organismo, y los musculos son esenciales en
ese remodelamiento energético. Prioritariamente en la
diferenciacion, los mioblastos poseen mitocondrias que
contribuyen aportando un 40% del ATP para el metabolismo
(Leary et al., 1998). La miogénesis se inicia por cambios en
las condiciones hormonales y la proliferacién vy
remodelamiento mitocondrial son integrados en ese
programa miogénico durante el cual la actividad de las
enzimas mitocondriales aumenta muy significativamente
(Moyes et al., 1997).

Después que el programa miogénico se complete,
los musculos retienen una modesta capacidad para el
remodelamiento en respuesta a los niveles de actividad. La
reduccién en la actividad muscular, como por ejemplo, en la
inmovilizacion, denervacién o microgravedad reduce el
contenido mitocondrial (Moyes & Hood, 2003). Por el
contrario, un programa regular de entrenamiento de

resistencia puede suponer una expansion del reticulo
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mitocondrial (Hood, 2001). Esa adaptacién es
particularmente evidente en regiones subsarcolémicas de las
células musculares, y estas alteraciones tienen un
importante efecto metabdlico durante el ejercicio agudo.

En resumen, el contenido de mitocondrias en el
musculo esquelético se establece durante la diferenciacién y
el desarrollo, y puede ser mantenido o modificado durante la

vida del animal.

5.4. BIOGENESIS MITOCONDRIAL.

5.4.1. REGULACION DE LA BIOGENESIS MITOCONDRIAL EN
EL MUSCULO ESQUELETICO.

El musculo esquelético exhibe una marcada
respuesta adaptativa en respuesta a condiciones tanto
fisioldgicas como fisiopatoldgicas. Una de las alteraciones
fenotipicas mas visibles se produce en la mitocondria en
respuesta al ejercicio o a la actividad contractil a largo
plazo. Estas modificaciones son especialmente evidentes en
el musculo esquelético blanco que parte de un contenido
mitocondrial inicial de solamente 1% - 3% del total del
volumen celular (Hoppeler, 1986).

Las actividades contractiles que inducen las
adaptaciones mitocondriales en el musculo son dependientes
del tipo de ejercicio (resistencia vs. fuerza) asi como de su

frecuencia, intensidad y duracion.
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Figura 1.6: Concepto de integracién de estimulos fisiolégicos en respuestas

fenotipicas.
Paradigm
gene . i
expression Homeostatic perturbation
lecal hypoxia, mechanical stress
signal Inregraﬁonﬂ
Vw0
1 3 4
v flesdrin
o F;ﬂ’ﬁ!‘:‘ﬁ
gene copying o 'f v
wa 2 ¥
v m{, gorare
transcript o~~~ MRNA
fnstrucﬁo:ﬂ vanslation &
assembly
v
ki Structural-functional adaptations

Hace afios que se sabe que el tamafio, niumero y
el volumen de mitocondrias pueden cambiar en respuesta a
estimulos fisioldgicos (Holloszy, 1967). Cambios en la
plasticidad mitocondrial producida por el ejercicio son
resultados de multiples eventos moleculares (Hood, 2001).
El mecanismo estd parcialmente adscrito a la activacion vy
unidon de factores de transcripcion a secuencias especificas
de ADN en las que se encuentran genes que codifican
proteinas mitocondriales (Hood, 2001) Algunos de estos
factores han sido identificados, tales como, el factor de
transcripcion mitocondrial (Tfam), el factor de respiracion
nuclear 1 y 2 (NRF-1 y NRF-2), PPARa y PPARy (Hood,
2001). Tras la union al ADN de los factores de transcripcién
y co-activadores, sus genes diana se transcriben en el

nicleo y el ARN se traslada a los ribosomas que se

45



I- Introduccion

encuentran en el citoplasma. Las proteinas destinadas a la
mitocondria son transportadas a estos compartimientos via
maquinaria de importacion de proteinas. Una vez dentro de
la  matriz mitocondrial, el factor de transcripcién
mitocondrial, Tfam, es dirigido directamente al genoma
mitocondrial y actia como factor clave en la transcripcion y
regulacion del ADN mitocondrial.

Un mayor contenido mitocondrial hace que una
concentracién menor de ADP (50nmol/g vs 25nmol/g) sea
requerida para consumir la misma cantidad de oxigeno (VO,)
por gramo de musculo. Un pequeio aumento en la
concentracién de ADP aumentara la glicélisis y la formacién
de &cido lactico, lo que supone un descenso de las reservas
de fosfocreatina (CrP). Un mayor contenido mitocondrial,
como resultado del ejercicio crénico, reducira el consumo de
CrP lo que atenuara la glucdlisis, la produccién de &cido
lactico, reducird la formacion de AMP y NH3;, mejorara la
fraccion de energia obtenida aerdbicamente y atenuara la
activacion de AMPK. También supone que la cadena de
transporte electrénico opere a una fraccidon mas baja de su
maximo para producir el mismo VO, que antes de que se
produjese esta adaptacién. Todo esto supone una reduccién
del dafio potencial por las especies reactivas del oxigeno

(ERO) con el mismo consumo por gramo de musculo
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Figura I.7- Mejora de la sensibilidad de la respiraciéon mitocondrial al ADP debido al

entrenamiento o a otros modelos de actividad contractil crénica.
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Los eventos moleculares que participan del
proceso inicial de sefializacién inicial para la biogénesis

mitocondrial son:

- CALCIO

Como resultado de la despolarizacién inducida por
la motoneurona alfa, el calcio es liberado por el reticulo
sarcoplasmico y eso permite la interaccion entre la actina y
miosina. Cambios en los niveles de calcio intracelular
modifican las actividades de las proteinas kinasas vy
fosfatasas dependientes del calcio (Irrcher et al., 2003).
Entre ellas podemos citar las proteinas kinasas dependiente
del calmodulina, proteina kinasa C y calcineurina, entre otras
(Hood, 2001).

Estos datos sugieren que el calcio liberado en el
reticulo sarcoplasmico durante cada potencial de accidn

puede servir como un importante mensajero en el proceso
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de biogénesis mitocondrial. Entre tanto, la amplitud vy
duracién de los sefales de calcio necesarios para promover
cada cambio necesita ser establecido en el contexto

fisiolégico de la contraccion muscular.

- RECAMBIO DE ATP

El ejercicio aumenta la proporcion del recambio de
ATP en las células musculares. Eso altera la proporcién de
ATP/ADP libre y estimula el metabolismo muscular.
Experimentos utilizando el acido B-guanidopropidonico que
consigue deplecion de los compuestos altamente energéticos
de fosfato (fosfocreatina y ATP) induce un aumento en la
expresion de enzimas mitocondriales (Taivassalo et al.,
2001). Como resultado del acelerado recambio de ATP, el
ejercicio fisico aumenta los niveles de AMP y disminuye los
niveles de fosfocreatina en el musculo. Por este motivo
cambios en el estado de energia celular asociados con esas
adaptaciones se han relacionado con la activacién de las
AMPKs. Las AMPKs pueden ser activadas fisioldgicamente
por la disminucién en los niveles de fosfocreatina y ATP, vy
farmacolégicamente usando el analogo 5-aminoimidazole-4-
carboxamide-1-pB-D-ribofuranoside (AICAR), que es
frecuentemente usado para mimetizar los efectos del
ejercicio crénico (Irrcher et al., 2003). La directa activacion
de la AMPKs usando el AICAR también mimetiza muchos de

los cambios metabdlicos evidenciados como resultados del
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ejercicio croénico, como aumento en los niveles de la
actividad del citrato sintasa, acido y-aminolevulinico sintasa
y el desacoplamiento mitocondrial (Hayashi et al., 1998;
Putman et al., 2003). Al ser sensible al estado de energia de
la célula muscular, las AMPKs parecen ser también un

importante regulador del contenido mitocondrial.

5.4.2- RESPUESTA DE LA EXPRESION DE GENES A LA
ACTIVIDAD CONTRACTIL

La actividad contractil regula la
fosforilacion/defosforilacién de factores de transcripcion que
pueden mediar la expresion de genes mitocondriales y
nucleares. Diversos factores de transcripcion se han
implicado en el proceso de biogénesis mitocondrial, como
por ejemplo, NRF-1 y 2, PPARa, PPARy, Spl, c-jun y c-fos
(Hood, 2001; Scarpulla, 2002b). Esa variedad de factores de
transcripcion es importante teniendo en cuenta las
diferencias en la secuencia del ADN que aparecen en la
regién promotora de genes nucleares que codifican proteinas
mitocondriales (Nelson et al., 1995).

NRF-1 se considera un importante componente en
el proceso de biogénesis mitocondrial. NRF-1 aumenta su
expresion en respuesta a la actividad contractil en cultivos
celulares (Xia et al., 1998) y como resultado del ejercicio
fisico en modelos in vivo (Murakami et al., 1998). NRF-1

también activa Tfam (Scarpulla, 2002b), una proteina
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responsable de la regulacion de la trascripcion del ADN
mitocondrial y de su replicacién (Puigserver et al., 1998).

El factor de trascripcion PGC-1a juega un papel
muy importante en el metabolismo de la glucosa, la
biogénesis mitocondrial, en la especializacién de las fibras
musculares y en la adaptacion a la termogénesis (Lin et al.,
2002). En el musculo esquelético, el aumento de PGC-1a
aumenta el ndmero de copias de ADN mitocondrial vy
estimula la proliferacion de mitocondrias. Una sobre
expresion de PGC-1a induce, morfolégicamente, un aumento
de los indices de contenido mitocondrial asi como la
expresion de genes nucleares en células musculares
incluyendo NRF-1, NRF-2, Tfam, UCP-2, subunidades
nucleares y mitocondriales que codifican COX y citocromo c.

6- PGC-1a

El descubrimiento de PGC-1a representd un gran
avance en el esclarecimiento de los mecanismos moleculares
que conllevan a la biogénesis mitocondrial. PGC-1a esta
implicado en el proceso regulador de las adaptaciones
celulares debido a que el incremento en su expresidon esta
requlado en respuesta a estimulos nutricionales vy
ambientales (Lin et al., 2004).

PGC-1a regula la expresibn de genes
mitocondriales y la biogénesis debido a su habilidad para

activar transcripcionalmente una variedad de factores de
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transcripcidon y también un creciente listado de proteinas que
estan relacionadas con la regulacién de su propia actividad
(Hood et al., 2006). Eso incluye proteinas que alteran la
actividad transcripcional de PGC-1a por medio de
modificaciones post-translacionales o] interacciones
proteinas-proteinas.

La actividad de PGC-1a en el musculo esquelético
esta positivamente regulada por la activacion de la MAPK
p38. Puigserver et al. describieron que la MAPK p38 media la
fosforilacién de PGC-1a (Puigserver et al., 2001). Por tanto
la fosforilacién y activacion de p38 son esenciales para la
induccion del proceso de biogénesis mitocondrial por la

contraccidon muscular.

Figura 1.8- Importancia de PGC-1 a en la biologia celular
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6.1- PGC-1a Y LA TERMOGENESIS

La termogénesis adaptativa, tanto en el tejido
adiposo marrén como en el musculo esquelético, produce la
estimulacién de la biogénesis mitocondrial, aumento en la
oxidacion de los acidos grasos y desacoplamiento de la
fosforilacidon oxidativa. Como ya hemos descrito previamente
en esta seccion de la tesis, el aumento de PGC-1a induce la
trascripcion de NRF-1 y 2 generando un aumento en la
expresion de Tfam (Wu et al., 1999) asi como de la B-ATP-
sintasa, citocromo ¢ y citocromo c oxidasa (Scarpulla,
2002a, 2002b). PGC-1a también interactla con otros
receptores nucleares como el PPARa y el receptor de la
hormona tiroidea en el tejido adiposo marrén incrementando
la expresion de la proteina desacopladora UCP-1 (Cassard-
Doulcier et al., 1994; Barbera et al., 2001).

La adaptacion a los cambios en la temperatura
corporal en ratones esta relacionada con el tejido adiposo
marron, que genera calor, en gran parte, por la expresion de
la UCP-1 (Bouillaud et al., 1985; Jacobsson et al., 1985).
Anadlisis de la expresién génica del tejido adiposo marrén
revela que la induccién de UCP-1 en ratones deficientes (KO)
de PGC-1a fue reducida en aproximadamente 45% en

relacion con los silvestres (Lin et al., 2004).
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6.2- PGC-1a Y EL METABOLISMO DE LA GLUCOSA

El mantenimiento de la homeostasis de la glucosa
es vital para la supervivencia de los mamiferos, y, como
resultado, los niveles de glucosa son regulados en respuesta
a condiciones nutricionales y sefiales hormonales (Liang &
Ward, 2006).

La expresion de PGC-1a estd inducida en el higado
en respuesta al ayuno, un estado metabdlico caracterizado
por activar la glucogendlisis, gluconeogénesis y oxidacion de
los acidos grasos (Aoki, 1981). Bajo condiciones normales,
de libre acceso a la comida, PGC-1a esta expresado a niveles
muy bajos en el higado (Puigserver et al., 1998). Durante el
ayuno, la expresion de PGC-1a esta activada por el glucagon
y catecolaminas via la estimulacion de cAMP y el factor de
transcripcion de CREB. PGC-1a, entonces, coactiva una
variedad de factores de transcripcion como el factor nuclear
hepatico- 4a, el receptor glucocorticoide y el FOXO1 (forhead
box 0O1). Estos factores de transcripcién se unen a regiones
en los genes que codifican enzimas gluconeogénicas como la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) y la glucosa-6-
fosfatasa (G-6-Pase) (Liang & Ward, 2006).

Para determinar si PGC-1la es esencial para la
expresion del programa citado previamente, un grupo de
investigadores (Lin et al., 2004) aislé hepatocitos primarios
de ratones PGC-1a*/* y de ratones PGC-1a” y evaluaron la

expresion de los genes de PEPCK y G6Pase en repuesta a
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tratamientos hormonales. Los niveles basales de ARNm de
PEPCK y G6Pase fueron similares en los dos modelos de
ratones. Tratando estos hepatocitos con glucocorticoides los
ratones PGC-1a*/* exhibieron un aumento dosis-dependiente
de ARNm de la PEPCK y de la G6Pase. En cambio, la
induccién de la expresion de ARNm de PEPCK y G6Pase
disminuyd significativamente en los hepatocitos aislados de
ratones PGC-1a”" tratados en las mismas condiciones. Estos
resultados demuestran que PGC-1a es un mediador esencial
en la activacion de la transcripcién de genes
gluconeogénicos en respuesta a la estimulacién hormonal en
hepatocitos aislados.

Bajo condiciones de libre acceso a la comida, el
musculo esquelético es el tejido que mas requiere de
glucosa. El musculo esquelético capta la glucosa utilizando
transportadores (Gluts) localizados en la membrana celular.
Existen dos tipos de Gluts en el musculo esquelético:

- Insensible a insulina: Glut 1 y Glut 3
- Sensible a insulina: Glut 4

PGC-1a ha demostrado aumentar la expresion de
Glut 4 en células musculares en cultivo y en el musculo
esquelético (Michael et al., 2001; Baar et al., 2002).
Sorprendentemente, PGC-1la no parece aumentar Ia
captacion de glucosa en el musculo esquelético in vivo,
aunque induzca este aumento en células de musculo

esquelético (Michael et al., 2001).

54



I- Introduccion

6.3- PGC-1a Y EL CAMBIO DEL TIPO DE FIBRA MUSCULAR
ESQUELETICA

Las fibras del musculo esquelético se clasifican en
4 tipos: tipo I, tipo Ila, tipo IIx y IIb. Las fibras lentas tipo I
y tipo IIla contienen mas mitocondrias y muestran un
metabolismo oxidativo. En contraste, las fibras IIx y IIb
contienen pocas mitocondrias y son metabdlicamente
glucoliticas (Guth & Samaha, 1969).

Se sabe que PGC-1a induce al remodelamiento de
la composicién de las fibras en el musculo esquelético. La
sobre expresion de PGC-1a resulta en la conversién de fibras
rapidas tipo IIb en tipo Ila y fibras oxidativas tipo I (Liang &
Ward, 2006).

Los niveles de AMPK fosforilada y acetil-coA
carboxilasa, un conocido sustrato que activa AMPK, estan
significativamente aumentados en el musculo esquelético de
ratones deficientes en PGC-1a. Estos datos demuestran que
PGC-1a es esencial para una expresiéon normal de genes
mitocondriales y para el metabolismo energético del musculo
esquelético.

La activacion de las AMP kinasas parece ser un
mecanismo por el cual el ejercicio estimula el transporte de
glucosa muscular (Hayashi et al., 1998).El transporte de
glucosa en el musculo es normalmente proporcional a la
cantidad de de contenido de Glut 4 (Henriksen et al., 1990).
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Por tanto PGC-1a se puede considerar que regula la
capacidad muscular en captar la glucosa y oxidarla.

Mortenson et al. (Mortensen et al.,, 2006)
recientemente han demostrado que la sobre expresién de
PGC-1a en células musculares primarias de ratas conllevan a
un aumento de los niveles de ARNm de la isoforma de MHC
asociada a un metabolismo lento oxidativo y una
disminucién de los niveles de ARNm de la isoforma de MHC
asociada con un metabolismo rapido glucolitico, MHC IIX y
MHC IIB. Por el contrario, ratones deficientes en PGC-1a
exhiben una disminucion del nimero de mitocondrias y de la
capacidad respiratoria en fibras musculares lentas, asi como,
reducida capacidad para ejercicio y reducida resistencia a
fatiga (Leone et al., 2005).

7- NRF-1

El factor de respiracion nuclear-1 (NRF-1) es uno
de los factores reguladores que coordinan la expresion de
genes nucleares y mitocondriales para la biogénesis
mitocondrial. La primera identificacion de como las proteinas
mitocondriales son controladas viene de la identificacion de
los NRF-1 y NRF-2 por Scarpulla y colaboradores (Scarpulla,
2002a).

NRF-1 se une y activa los promotores de varios
genes nucleares que codifican componentes de la cadena

respiratoria en la mitocondria asi como factores requeridos
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para la transcripcion y replicacion del ADN mitocondrial
(Scarpulla, 2002a). Los embriones de animales KO de NRF-1
mueren en la fase temprana del desarrollo (entre los dias
3.5-6.5 del periodo embrionario) (Huo & Scarpulla, 2001).
Estos datos sugieren que NRF-1 juega un papel crucial en el
mantenimiento del ADNmt y en la funcidon de la cadena
respiratoria en las primeras fases de la vida.

Una sobreexpresion de NRF-1 en el musculo
esquelético, en modelos de ratones transgénicos, aumenta la
capacidad de transporte de glucosa por aumento en la
expresion del transportador de glucosa Glut4 (Murakami et
al., 1998). Esa induccién ocurre antes del aumento de la
capacidad oxidativa mitocondrial, sugiriendo que la elevacion
de NRF-1 debido a multiples series de ejercicio, puede estar
relacionada con la biogénesis mitocondrial inducida por el
ejercicio.

Para determinar la funcién de los NRF-1 en la
biogénesis mitocondrial, un ratdén transgénico que
sobreexpresa NRF-1 en el musculo esquelético ha sido
recientemente generado (Baar et al., 2003). Estos ratones
tienen aumentados los niveles de citocromo c. Sin embargo,
ni los niveles de citrato sintasa ni el consumo de O, de los
musculos aparecen aumentados. Estos datos sugieren que
solamente NRF-1 es insuficiente para inducir el proceso
completo de biogénesis mitocondrial y que otros factores vy

cofactores son requeridos para ese proceso.
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8- CITOCROMO C

Esta proteina ha sido utilizada durante afios como
un marcador representativo de contenido mitocondrial en el
musculo. Su variacidon esta influenciada por modificaciones
en la contraccion muscular (Booth, 1977; Morrison et al.,
1987).

Para llegar a entender la regulacién en Ia
expresion de citocromo c¢ debido a la actividad contractil, se
han utilizado medidas como la de la estimulacién eléctrica de
miocitos neonatales cardiacos (Xia et al., 1997). Se han
descrito aumentos en la activacion transcriptional de
citocromo ¢ a las 12 horas de la estimulacién. Sin embargo
el efecto de la estimulacion se atenua cuando el sitio de
union de NRF-1 o de CRE se encuentra mutado (Xia et al.,
1997).

Utilizando células del musculo esquelético C2C12,
se ha probado que la actividad contractii aumenta Ila
transcripcion de citocromo c y estd acompafiado de un
aumento del nivel de la proteina Spl y de la unién al ADN
después de cuatro dias de estimulacion (Connor et al.,
2000). Otros estudios in vivo también han indicado que la
expresion de citocromo c puede estar regulada por la
estabilidad del ARN mensajero.

El grupo de Freyssenet (Freyssenet et al., 1999)
inyecté plasmidos de ADN para introducir el promotor de

citocromo ¢ acompafiado con una acetiltransferasa de
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cloramfenicol en el tibial anterior de ratas, y éstos fueron
sometidos a estimulacion eléctrica tres horas al dia durante
7 dias. Con esta técnica, se pudieron observar los cambios
dependientes del tiempo en la actividad transcripcional y en
la estabilidad del ARNm. Los resultados indicaron que el
aumento en el ARNm de citocromo c se debe al aumento de
la estabilidad del ARNm durante los 2 y 4 dias y que este
hecho fue seguido por la activacién transcripcional a los 5
dias de estimulacién cronica. Este hecho enfatiza Ia
importancia de la estabilidad del ARNm como una pieza
importante en los cambios en la expresiéon de genes como
resultado de la actividad contractii en el musculo

esquelético.

Figura 1.9: Representacion grafica de la expresion de citocromo c en el musculo

esquelético durante la actividad contractil.
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Como observamos en la figura previa, una sefal
estimula la transcripcion del factor nuclear 1 (NRF-1) y/o de
la proteina especifica 1 (Sp1). Los ARNm derivados de estos
genes son exportados desde el nucleo al citosol a través de
los poros nucleares. Estos ARNm se traducen a proteina en
el citosol y vuelven a ser trasladados al nucleo. Se sabe que
la actividad contractil aumenta la expresién y la unién al
ADN de NRF-1 y de Spl, de ese modo aumenta la
transcripcidon del gen de citocromo c. Otros genes nucleares
que codifican proteinas mitocondriales son también
activados por NRF-1 y Sp-1 con lo que se demuestra la
importancia que tienen estos factores de transcripcion para

la biogénesis mitocondrial.

9- CITOCROMO C OXIDASA

La citocromo c¢ oxidasa (COX) es una enzima
terminal de la cadena de transporte electrénico en
eucariotas y algunos procariotas (Khalimonchuk & Rodel,
2005). La COX estd compuesta por 13 subunidades
(mamiferos) de las cuales la COX I, II y II son codificadas
por genes mitocondriales.

La COX es una enzima multimérica del interior de
la membrana mitocondrial interna, que cataliza el ultimo
paso de la respiracion, la transferencia de electrones desde
el citocromo c al oxigeno. La COX también contribuye a la

conservacion de energia en la forma de gradiente
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electroquimico que sera utilizado para el sistema de
fosforilacidon oxidativa para la sintesis de ATP

La COX I es la mas grande e hidrofdobica de las
subunidades de la enzima y juega un papel importante en la
generacion del flujo de energia (Capaldi, 1990). La
determinacion de la actividad de la COX I puede reflejar la
capacidad oxidativa mitocondrial lo que se considera un
importante marcador de la funcidén mitocodrial.

Anélisis en el tejido cardiaco de animales jévenes
y viejos ha revelado regiones focales de manchas débiles
referentes a la enzima mitocondrial COXI (Muller-Hocker,
1990). Eso puede representar defectos en el ADNmt,
resultando en un deterioro en la fosforilacion oxidativa. Por
su parte, el musculo esquelético de ratas y primates viejos,
muestra un aumento en el niumero de fibras que contienen
defectos en la actividad de la COX I combinado con un
aumento en la actividad de la succinato deshidrogenasa
(Aspnes et al., 1997; Lee et al., 1998; Lopez et al., 2000;
Wanagat et al.,, 2001). Estos cambios histoldgicos son
similares a las “ragged red fibers” tipicamente observadas
en pacientes con miocardiopatia mitocondrial que afecta
especialmente a las mitocondrias subsarcolémicas (Muller-
Hocker, 1990; Rifai et al., 1995).
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10- CADENA DE IMPORTACION DE PROTEINAS

Dada la limitada capacidad de codificar proteinas
por el ADNmt (13 proteinas), muchas de las proteinas
encontradas en la mitocondria son derivadas del genoma
nuclear.

La biogénesis mitocondrial depende de Ia
incorporacion de proteinas codificadas en el nacleo (Irrcher
et al., 2003). Eso ocurre debido al complejo conocido como
cadena de importacion de proteinas, que estda compuesto por
translocasas en la membrana externa (Complejo Tom) y de
translocasas en la membrana interna (Complejo Tim). Las
proteinas de la matriz interactian con una chaperona
citosdlica. Ejemplos de chaperonas citosélicas son: HSP70 y
el factor estimulador de proteinas (MSF). Los receptores de
proteinas encontrados en el complejo Tom transfieren las
proteinas precursoras a las proteinas en el complejo Tim. La
proteina que se une a la HSP70 es la Tim 44 que ancla la
chaperona de la matriz, la cual actia empujando al
precursor hacia la matriz. Después de que llegue a la matriz,
la secuencia sefial NH2 terminal se dirige a una peptidasa
procesadora mitocondrial (MPP) para formar la proteina
madura.

Generalmente se necesitan otros dos elementos
para la correcta importacién de precursores de proteinas a la

matriz. Estos son:
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- La presencia de un potencial de
membrana interno negativo para ayudar a la entrada
de la carga positiva de la pre secuencia dentro de la
matriz.

- La disponibilidad de ATP tanto en Ila
matriz como en el citosol (Connor et al., 1996).

Agentes desacopladores que disipan el potencial
de membrana interno reducen la importacién de proteinas y
las reducciones en los niveles de ATP celular como los que se
producen debido la actividad contractil severa o bien por
defectos en la produccidon de ATP, como en células con
mutaciones en el ADNmt, pueden afectar a la importacién de

proteinas.

11- SARCOPENIA SENIL

La masa muscular constituye aproximadamente el
40% de la masa del cuerpo humano y su mantenimiento es
de gran importancia para el desarrollo de una vida saludable
e independiente. Su contribucién en el mantenimiento de la
salud es evidente ya que se sabe, su pérdida, redunda en un
aumento en la incidencia de muerte (Metter et al., 2002).
Por otra parte el envejecimiento de la poblacién, uno de los
problemas socioecondmicos mas graves de las sociedades
avanzadas, es ademas un gran problema individual, ya que
casi todos queremos vivir muchos afios pero con alta calidad

de vida. El proceso basico del envejecimiento, que afecta a
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todos nuestros érganos, células y moléculas, da lugar a la
amenaza constante de sufrir diversas enfermedades, muchas
de ellas graves como cancer, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, osteoporosis, enfermedades
infecciosas, o las de Parkinson o Alzheimer, pudiendo
disminuir la independencia e integracion social del individuo
(Warburton et al., 2006). El deterioro con la edad de la
funcidon muscular es uno de los principales factores que
influyen en la disminucion de la capacidad de vida
independiente de las personas. Las fuerzas maxima vy
explosiva son necesarias para poder realizar muchas tareas
de la vida cotidiana como, subir escaleras, levantarse de una
silla o pasear. También se cree que la reducciéon con la edad
de la capacidad del sistema neuromuscular para generar
fuerza favorece el riesgo de caidas y resbalones, aspecto
que lleva a considerar su valoracién y su mejora con cada
vez mas interés. Ademas del envejecimiento per se, uno de
los factores que mejor explican la reduccion en la fuerza y la
masa muscular con la edad, es la drastica reduccion que se
observa con el paso de los afos en la cantidad y calidad de
actividad fisica diaria realizada. La interrupcién de este ciclo
es de vital importancia para el mantenimiento de la calidad
de vida y la salud de las personas mayores. El proceso de
envejecimiento esta asociado no sélo con la reduccion de la
fuerza maxima, sino también con el descenso en la
capacidad del sistema neuromuscular para producir la fuerza

explosiva. Esta disminucidon es incluso mas drastica que la
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observada en la produccion de fuerza maxima para el mismo
grupo muscular y llega a ser aproximadamente de un 3,5%
de pérdida al afio, entre los 65 y 84 afios (Young & Skelton,
1994). El deterioro de la fuerza con la edad se produce
esencialmente por una pérdida progresiva de masa muscular
(sarcopenia). Rosenberg (Rosenberg, 1997) fue el primer
autor en acufar el término sarcopenia. Procede del griego vy,
literalmente, significa “pobreza de carne”.

La sarcopenia engloba multitud de factores que
contribuyen a las alteraciones musculares asociadas a la
edad: pérdida de motoneuronas, alteracion hormonal,
efectos inflamatorios y las alteraciones en la ingesta caldrica
(proteica) asociadas a la edad (Doherty, 2003).

Ademas de la reduccion de la masa muscular, con
la edad, los mecanismos involucrados en el proceso de
contraccion muscular también se ven afectados, asi como la
composicion y el contenido mitocondrial (Orlander et al.,
1978; Short et al., 2005). Con el envejecimiento se observa
una mayor disminucion de la proporcidn del area ocupada
por las fibras musculares de contraccidn rapida (% area II/I
y % area fibras tipo II) en comparacidon con las que ocupan
las fibras musculares de contraccién lenta (tipo I) (Orlander
et al., 1978). Con respecto al contenido mitocondrial, el
envejecimiento se ha asociado a una reduccion de la
capacidad oxidativa muscular debido, fundamentalmente, a
una disminucién tanto del contenido como de la funcién

mitocondrial (Short et al., 2005). Recientemente se ha
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relacionado el fendmeno de la sarcopenia con el estrés
oxidativo (Fulle et al., 2004). Durante el envejecimiento la
produccion de ERO aumenta de forma drastica por una
alteracion de la cadena de transporte electrénico
mitocondrial y por una disminucidon de la eficacia de la
defensa antioxidante (Harman, 1956). La mitocondria juega
un papel basico en el metabolismo, la apoptosis y el proceso
de envejecimiento (Lezza et al., 2001; Vina et al., 2007). La
disminucion de la disponibilidad de ATP debido a una
alteracion de la fosforilacion oxidativa puede interferir en la
expresidn génica y provocar una disminucion de la sintesis
de proteinas miofibrilares lo que lleva a una disminucion en
el numero de sarcomeros que redunda en una atrofia
muscular (Lezza et al., 2001). Se necesitan estudios
moleculares mas detallados para determinar el papel de la
mitocondria en la activacién del proceso de atrofia muscular
relacionado con los protocolos de inmovilizacién (Lezza et
al., 2001).

El ejercicio fisico regular y aerdbico se sabe que
provoca una induccion de la defensa antioxidante, al igual
que un aumento en el contenido mitocondrial a nivel
muscular (Short et al., 2005; Warburton et al., 2006). Por
otra parte la bibliografia demuestra la efectividad de los
programas de entrenamiento de fuerza de corta duracion en
la prevencion de la pérdida de masa muscular (Laughlin et

al., 1990). De hecho, se han descrito ganancias en la seccion
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transversal del musculo superiores al 10% con este tipo de
programas (Hakkinen et al., 1998).

El envejecimiento es un proceso complejo que en
el musculo esta asociado con una disminucion de la masa,
fuerza y velocidad de contraccion. Entre las causas de la

sarcopenia, destacamos:

- Degeneracion neuronal

El envejecimiento estd asociado con una
progresiva pérdida de neuronas motoras y como
consecuencia las fibras se tornan desnervadas.
Afortunadamente, muchas fibras son re-inervadas por otras
motoneuronas minimizando la pérdida funcional de las fibras
musculares. No obstante, ese proceso es insuficiente para
compensar la denervaciéon resultando en una atrofia vy
progresiva pérdida de fibras musculares (Lexell, 1997).

Las motoneuronas rapidas parecen que son
preferentemente afectadas y con el pasar del tiempo el
proceso de denervacion/re-inervacion puede resultar en
pérdida y atrofia de fibras del tipo II y crecimiento de fibras

tipo I especialmente (Lexell et al., 1988).

- Desuso

Los niveles de actividad fisica declina con el
envejecimiento (Edstrom & Ulfhake, 2005) y el desuso
contribuye para el decline de la masa muscular y funcion
(Degens & Alway, 2006).
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En adicidon, ancianos altamente activos, como
nadadores y atletas masteres todavia presentan pérdida de
masa muscular y fuerza cuando comparados con controles
jovenes (Klitgaard et al., 1990). Ademas, atletas masteres
de corridas de alta intensidad y corta duracién presentan
disminucion y decline en la tensidn especifica de fibras tipo I
y IIa (Larsson et al., 1997; Korhonen et al., 2006).

Por tanto, parece que otros factores ademas del
desuso contribuyen para el deterioro muscular y disfuncion

durante el envejecimiento.

- Hormonales

Un decline en las hormonas, principalmente Ilas
hormonas de crecimiento y hormonas sexuales, pueden
estar implicados en la etiopatogénesis de la sarcopenia.
Existe también una evidencia epidemioldgica soportando la
relacién entre envejecimiento con la caida de los niveles de
testosterona en machos. Tanto la testosterona como las
hormonas andrdginas adrenales declinan con la edad,
logrando un decline en la masa muscular, fuerza y estatus

funcional (Korenman et al., 1990).

- Radicales Libres
Los radicales libres causan importantes danos si
no son rapidamente eliminados por la accién de los agentes

antioxidantes y la produccion de ERO aumenta rapidamente
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con el envejecimiento. Ese aumento se debe basicamente
por dos factores:
- una alteracién en la cadena respiratoria
- funcionamiento insuficiente de los mecanismos de
defensa antioxidantes
Hepple y colaboradores (Hepple et al., 2003)
relataron una disminucién en la capacidad oxidativa asociada
con el envejecimiento en el musculo esquelético de ratas,
llevando a un decline en la maxima actividad aerdbica. Ese
encontrado puede estar relacionado con la disminucién de la
actividad respiratoria mitocondrial con el avanzar de la edad.
Las mitocondrias son consideradas el centro de
produccion de ERO durante el metabolismo aerdbico y por lo
tanto también son los marcadores primarios de dafio
oxidativo. Muchos estudios demuestran un aumento en el
dafo oxidativo en la mitocondria senescente y un aumento
en la produccién de ERO (Lee & Wei, 2001). Estos datos
indican que la mitocondria ejerce un papel critico en el
envejecimiento de los tejidos, particularmente del musculo

esquelético conjuntamente con el cerebro.

- Radicales Libres y actividad muscular

La actividad fisica proporciona enumerados efectos
beneficiosos en la salud fisica y psiquica de sujetos jovenes y
viejos. El ejercicio, ademas de disminuir el riesgo de

importantes enfermedades crénicas puede también disminuir
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el riesgo del decline funcional muscular y pérdida de masa
(sarcopenia).

Sin embargo, el musculo en senescencia se
presenta mas susceptible al estrés oxidativo durante el
ejercicio debido a cambios ultraestructurales y bioquimicos
que facilita la formacion de ERO. Ademas, la reparacion
muscular y capacidad de regeneracion estan reducidas con el
envejecimiento y eso puede potencialmente elevar el dafo
oxidativo celular. El envejecimiento aumenta la incidencia de
dafio muscular, especialmente dafio causado por contraccion
excéntrica en ejercicios dinamicos intensos, con una
respuesta inflamatoria causando estrés oxidativo (Ji, 2001;
Evans, 2002).

Por lo tanto, es posible que ejercicio,
especialmente ejercicio agotador, esté asociado con una
produccion anormal de ERO, debido al consumo de
antioxidantes endodgenos y dafio en la biologia de las
moléculas y componentes celulares claves. Todavia,
ancianos que son fisicamente activos se benefician de las
adaptaciones inducidas por el ejercicio, incrementando los
mecanismos musculares, fuerza y resistencia que hacen que
sean menos vulnerables a las lesiones agudas y inflamacion
cronicas. Por lo tanto, el equilibrio entre los efectos
beneficiosos y nocivos del ejercicio puede ser de particular
importancia en personas mayores, en la cual las deficiencias
nutricionales y un estilo de vida comiunmente sedentario

conlleva a una deplecién de las reservas antioxidantes
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corporales y a un concomitante aumento en la
susceptibilidad del estrés oxidativo (Ji, 2002).

Sin embargo no es tarea facil la de formular un
protocolo de ejercicio estandar adecuado para cada individuo
debido a que el establecimiento de la frecuencia, duracién y
carga en el ejercicio puede variar significativamente de un
individuo para otro, entre hombres y mujeres; y entre un
afo y otro en un mismo individuo.

Los factores reguladores de la miogénesis (MRFs)
desempefian un importante papel en la transcripcion de
especificos genes musculares y, por lo tanto, en la sintesis
de proteinas musculares especificas.

Las células satélites musculares son esenciales en
la regeneracibn muscular. Aunque la capacidad de
proliferacion de las células satélite se mantiene durante el
envejecimiento, su numero y capacidad para diferenciarse
esta disminuida (Charge et al., 2002; Charge & Rudnicki,
2004; Conboy et al., 2005). Durante el proceso de
regeneracién, las células satélites se dividen y se
diferencian, y la induccién de MRFs es crucial para ese
proceso (Charge & Rudnicki, 2004). Los MRFs son una
familia de 4 factores de transcripcion: myf-5, MioD,
miogenina y MRF4 que regulan la expresion de genes
musculares especificos durante las varias etapas de
diferenciacién del tejido muscular. Estos ejercen su funcién
por dimerizacién con la proteina E, permitiendo su unién al

ADN e iniciando la transcripcion de genes musculares
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especificos. Es posible, por tanto, que alteraciones en la
expresidon de los MRFs o en su actividad puedan influir en el

deterioro muscular durante el envejecimiento.

Figura I.10: MRFs y su actuacidén en el desarrollo muscular.

MRF Primarios MRF Secundarios

0\
Myf-5 [\\ MRFa
MioD %/  Miogenina

N\
iRy
0 e ﬂ ——
Célula somatica Mioblasto Midcito diferenciado

Myf5 vy MioD se expresan en mioblastos
proliferativos antes de iniciarse la diferenciacién, mientras
gue la Miogenina y MRF4 se expresan Unicamente en células
diferenciadas. Los ratones que carecen de MioD y Myf5 no
presentan diferenciacién de la musculatura esquelética v,
por otro lado, <carecen de una poblacidon de células
precursoras de mioblastos (Charge & Rudnicki, 2004).
Aunque elevados niveles de ARNm de MRFs sugieren que el
conductor a la regeneracién esta intacto en el musculo viejo
(Alway et al., 2002; Edstrom & Ulfhake, 2005), Ia
diferenciacion estd deteriorada indicando que el desgaste
muscular en el envejecimiento estd, al menos parcialmente,
relacionado con el fracaso la capacidad de diferenciarse
(Edstrom & Ulfhake, 2005). Se han descrito niveles

musculares de MRFs reducidos durante el envejecimiento
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incluso en presencia de elevados niveles de ARNm (Alway et
al., 2002). Ademas, la cantidad de proteina E, una pieza
obligatoria para la dimerizacién de los MRFs, esta disminuida
y puede contribuir a la reducida transcripcion de genes
musculares especificos bajo el control de los MRFs (Alway et
al., 2002). Por ultimo se sabe que hay un aumento en la
expresidon de proteinas inhibidoras de la diferenciacién (ID),
y aunque éstas estimulan a la proliferacion de las células
satélites (Yokota & Mori, 2002), pueden inhibir su
diferenciacion.

Las proteinas ID pueden causar atrofia por
deterioro en la actividad de los MRFs por 3 vias. Primero, las
proteinas ID dimerizan la proteina E promocionando la
disminucidon de su disponibilidad para los MRFs, los que es
un prerrequisito para la actividad transcripcional de los MRFs
(Sun et al., 1991). Segundo, las proteinas ID pueden formar
heterodimeros con los MRFs, impidiendo la uniéon de los
MRFs al ADN (Sun et al., 1991). Tercero, Ila
heterodimerizacién de los MRFs con la proteina ID torna los
MRFs mas vulnerables separandola de su camino (Reid,
2005).
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II- Objetivos

El objetivo general de la presente tesis consiste en la
determinacion del posible papel de PGC-1a en la prevencion
de los efectos del envejecimiento sobre la masa muscular, el
contenido mitocondrial y la defensa antioxidante en animales

de experimentacion.

Los objetivos especificos son:

1- Determinar el efecto del ejercicio fisico aerdbico regular
sobre distintos marcadores de estrés oxidativo en el musculo
de animales jovenes y viejos, silvestres y deficientes en
PGC-1a, sometidos a un protocolo de entrenamiento

aerobico.

2- Determinar el efecto del ejercicio fisico aerdbico regular
sobre la expresién de genes antioxidantes en animales

jovenes y viejos, silvestres y deficientes en PGC-1a

3- Determinar el efecto del ejercicio fisico aerdbico regular
sobre el proceso de biogénesis mitocondrial en el musculo
esquelético en animales jovenes y viejos, silvestres vy

deficientes en PGC-1a.
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4- Determinar el efecto del ejercicio fisico regular sobre el
proceso de miogénesis en el musculo esquelético de

animales jovenes y viejos.
Estos objetivos son los que fundamentalmente perseguimos

en el desarrollo de la presente tesis, y cuyas observaciones

mostramos en los siguientes apartados de la misma.
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III - Materiales y Métodos
A- MATERIALES

1-ESTUDIO CON ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Este estudio ha sido realizado de acuerdo con lo
establecido en el Real Decreto 1201/2005, del 10 de
octubre, sobre proteccién de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos (BOE 21 de octubre
de 2005). En ningln momento, los animales experimentaron
dolor o angustia, es posible que un ligero estrés en el
momento de la inyecciéon del anestésico. El control de la
profundidad de la anestesia se realizd6 con la valoracion de

los reflejos palpebral y podal.

1.1- ENTRENAMIENTO DURANTE 3 SEMANAS

Se emplearon 22 ratas Wistar macho; 11 de 3 meses
de edad y 11 de 24 meses de edad. Las ratas se
mantuvieron en el animalario de la Unidad Central de
Investigacion de la Facultad de Medicina, bajo condiciones
constantes de temperatura (23+ 1°C), humedad relativa
(60%) y ciclos de luz y oscuridad de 12h-12h. El acceso al
agua y a la comida fue libre, siendo la dieta pienso estandar
comercializada por PANLAB S.L. cuyo valor calérico es de
3.100 Kcal/Kg. Los animales fueron revisados diariamente y
tanto su peso, la cantidad de comida consumida, como los
kildbmetros recorridos fueron registrados semanalmente.
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Las ratas se dividieron aleatoriamente en 4 grupos:
- Grupo reposo joven (n=6)
- Grupo entrenado joven (n=5)
- Grupo reposo viejo (n= 6)

- Grupo entrenado viejo (n=5)

1.1.1- ENTRENAMIENTO DE RATAS JOVENES

El entrenamiento duré 3 semanas y se realizd
durante 5 dias a la semana. El protocolo empleado para el
entrenamiento consistié en una modificacion del descrito por
Davies (Davies, Packer et al. 1981).

Las ratas jévenes fueron previamente adaptadas al

tapiz, segun la siguiente tabla:

Tabla III.1: Protocolo de adaptacién al tapiz rodante para ratas jovenes.

10 dia 20 dia de 30 dia de
adaptacion adaptacion adaptacion
0% de 5% de 10% de
inclinacion inclinacion inclinacion
5’-5 m/min 5’-5 m/min 5’-5 m/min
10’-10m/min 5’-12m/min 5’-15m/min
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Después de los 3 dias de adaptacion al tapiz, las
ratas fueran entrenadas, empezando el primer dia con 5
minutos de calentamiento a 15 m/min y 20 minutos de
entrenamiento a 26,8 m/min. La inclinacién del tapiz
empleada durante todo el protocolo de entrenamiento fue
del 150,

Cada dia se aumentod el tiempo de carrera 5 minutos
hasta un tiempo total de 60 minutos que se alcanzd el
primer dia de la tercera semana. La velocidad de carrera se
establecid en 30m/min para las ratas joévenes.

El resumen del protocolo de entrenamiento se

presenta en la siguiente tabla:

Tabla II1.2: Protocolo de 3 semanas de entrenamiento con ratas jovenes.

LUNES

MARTES

MIERCOLES

JUEVES

VIERNES

59 inclinacion
5’-15 m/min
20’- 26.8 m/min

159 inclinacién
5’-15 m/min
20’- 26.8 m/min

159 inclinacién
5’-15 m/min
20’- 30 m/min

15¢ inclinacién
5’-15 m/min
25’- 30 m/min

15¢ inclinaciéon
5-15 m/min
30’- 30 m/min

159 inclinacién
5'-15
35’- 30 m/min

159 inclinacién
5’-15 m/min
35’- 30 m/min

159 inclinacién
5’-15 m/min
40’- 30 m/min

15¢ inclinacién
5’-15 m/min
45’- 30 m/min

15¢ inclinaciéon
5’-15 m/min
50’- 30 m/min

159 inclinacién
5’-15 m/min
55’- 30 m/min

159 inclinacién
5’-15 m/min
60’- 30 m/min

59 inclinacion
5’-15 m/min
60’- 30 m/min

Prueba de
Resistencia

DESCANSO

SACRIFICIO

78



III - Materiales y Métodos
1.1.2- ENTRENAMIENTO DE RATAS VIEJAS

El entrenamiento duré 3 semanas y se realizd
durante 5 dias a la semana. El protocolo de entrenamiento
se ajustd a los previamente publicados por otros grupos de
investigacion (Lawler, Powers et al. 1993). Las ratas viejas
fueran previamente adaptadas al tapiz, segun la siguiente
tabla:

Tabla III.3: Protocolo de adaptacién al tapiz rodante para ratas viejas.

10 dia 20 dia de 30 dia de
adaptacion adaptacion adaptacion
5% de 5% de 5% de
inclinacion inclinacion inclinacion
5’-9 m/min 5’-9 m/min 5’-9 m/min
5’-12m/min 5’-12m/min 5’-12m/min
5’-17 m/min 5’-17 m/min 5’-17 m/min
2’-20 m/min 2’-20 m/min 2’-20 m/min

Después de los 3 dias de adaptacion al tapiz, las
ratas fueran entrenadas, siempre al 5° de inclinacion con un
calentamiento previo de 2 minutos a 9 m/min y de 2
minutos a 11 m/min. Cada dia se aumenté el tiempo total de
carrera en 2 minutos hasta alcanzar 37 minutos. La
velocidad de carrera se estableciéo en 15m/min para las ratas
viejas. El grupo reposo fue ejercitado durante 5 minutos 1

vez a la semana durante las 3 semanas.
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El resumen del protocolo de entrenamiento se

presenta en la siguiente tabla:

Tabla III.4: Protocolo de 3 semanas de entrenamiento con ratas viejas.

LUNES

MARTES

MIERCOLES

JUEVES

VIERNES

50 de inclinacion
5’-9 m/min
5-11 m/min
10’- 17 m/min
2’-20 m/min

50 de inclinacion
5-9 m/min
5’-11 m/min
15- 15 m/ min

50 de inclinacién
5-9 m/min
5’- 11 m/min
17- 15 m/ min

50 de inclinacién
5-9 m/min
5’- 11 m/min
19°- 15 m/ min

50 de inclinacién
5-9 m/min
5’- 11 m/min
5’-17 m/min
21- 15 m/ min

50 de inclinacion
5’-9 m/min
5-11 m/min
23'- 15 m/ min

50 de inclinacion
5’-9 m/min
5’-11 m/min
25- 15 m/ min

5¢ de inclinacién
5’-9 m/min
5’- 11 m/min
27- 15 m/ min

5¢ de inclinacién
5’-9 m/min
5’- 11 m/min

29°- 15 m/ min

5¢ de inclinacién
5’-9 m/min
5’- 11 m/min

31°- 15 m/ min

50 de inclinacién
5’-9 m/min
5-11 m/min
33- 15 m/ min

50 de inclinacion
5’-9 m/min
5’-11 m/min
35-15 m/ min

5¢ de inclinacién
5’-9 m/min
5’- 11 m/min
37-15 m/ min

Prueba de
Resistencia

DESCANSO

SACRIFICIO

En todos los estudios sobre entrenamiento:

a) los animales reposo fueron ejercitados durante

5 minutos, 1 vez a la semana, durante las 3
semanas.
b) los animales fueron entrenados a una

intensidad aproximada del 75% del VO,max (Davies,
Packer et al. 1981)
c) los animales fueron sacrificados 24 horas

después de la prueba de resistencia.
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PRUEBA DE RESISTENCIA

La prueba de resistencia se basa en la cantidad
maxima de tiempo que la rata puede correr en el tapiz
rodante hasta el agotamiento, a una velocidad constante. El
agotamiento del animal se determind por su incapacidad
para enderezarse al colocarlo sobre su costado (Davies,
Packer et al. 1981).

En el caso del grupo de ratas jévenes, se realizé un
calentamiento de 5 min a 15 m/min y posteriormente se
elevé la velocidad a 30 m/min. Esta velocidad se mantuvo
hasta el agotamiento del animal. La inclinacion del tapiz
durante todo el protocolo fue del 15%.

En el grupo de ratas viejas, se realizd un
calentamiento de 5 min a 9 m/min y se elevod la velocidad a
15 m/min hasta el agotamiento del animal. La inclinacién del

tapiz durante todo el protocolo fue del 5%.

1.2- ENTRENAMIENTO DURANTE 5 SEMANAS

Se emplearon 20 ratones de la cepa C57BL/6
macho de 6 meses de edad; siendo 10 ratones silvestres y
10 ratones knockout de PGC-1a. Los ratones, procedentes
del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares
Carlos III, se mantuvieron en el animalario de la Unidad
Central de Investigacion de la Facultad de Medicina, bajo
condiciones constantes de temperatura (23+ 1°C), humedad
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relativa (60%) y ciclos de luz y oscuridad de 12h-12h. El

acceso a agua y comida fue libre, siendo la dieta pienso
estandar comercializada por PANLAB S.L. cuyo valor calérico
es de 3.100 Kcal/Kg. Los animales fueron revisados
diariamente y tanto su peso, la cantidad de comida
consumida, como los kildbmetros recorridos fueron
registrados semanalmente.
Los ratones se dividieron aleatoriamente en 4

grupos:

- Grupo reposo silvestre (n=3)

- Grupo entrenado silvestre (n=7)

- Grupo reposo knockout de PGC-1a (n= 4)

- Grupo entrenado knockout PGC-1a (n=6)

El entrenamiento duré 5 semanas y se realizd
durante 6 dias a la semana. El protocolo empleado para el
entrenamiento consistié en una modificacion del descrito por
Davies (Davies, Packer et al. 1981).

Los ratones fueran previamente adaptados al tapiz,

segun la siguiente tabla:

82



III - Materiales y Métodos

Tabla II1.5: Protocolo de adaptacion al tapiz rodante para ratones

10 dia 20 dia de 30 dia de
adaptacién adaptacién adaptacion
0% de 5% de 10% de
inclinacion inclinacion inclinacion
5’-5 m/min 5’-5 m/min 5’-5 m/min
10’-10m/min 5-12m/min 5’-15m/min

Transcurridos los 3 dias de adaptacién al tapiz, los
ratones fueran entrenados, empezando el primero dia con 5
minutos de calentamiento a 5 m/min y 20 minutos de
entrenamiento a 15 m/min. La inclinacién del tapiz empleada
durante todo el protocolo de entrenamiento fue al 100°.

Cada dia se aumentod el tiempo de carrera 5 minutos
hasta un tiempo total de 60 minutos que se alcanzd el
penultimo dia de la segunda semana. La velocidad de
carrera que se establecié fue de 20 m/min. El grupo reposo
fue ejercitado durante 10 minutos 1 vez a la semana
durante las 5 semanas. Los animales fueron entrenados a
una intensidad del 75% del VOymax.

Los animales fueron sacrificados 24 h después de la
prueba de resistencia.

El resumen del protocolo de entrenamiento se

presenta en la siguiente tabla:
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Tabla III.6: Protocolo de entrenamiento de ratones silvestres y KO de PGC-1a.

5" - 5m/min

40 - 19m/min

5" - 5m/min

5" - 5m/min
50" - 20m/min

LUNES MARTES MIERCOLES JUEVES VIERNES SABADO
10° de inclii i6 10° de incli ion (10° de incli i6 10° de incli i6
5 - 5m/min 5 - 5m/min 5 - 5m/min 5 - 5m/min
20 - 15m/min 25" - 16m/min 30 - 17m/min 35" -18m/min
100 de incli 10° de inclii 10° de inclinacién | 10° de incli i6n |10° de incli i6 10° de inclii i6

5 -5m/min
55" - 20m/min

5" - 5m/min
60" - 20m/min

5 -5m/min
60" - 20m/min

45" - 20m/min

5 - 5m/min

10° de incli 10° de incli 10° de i 10°dei 10° de incl 10° de incli
5 - 5m/min 5 - 5m/min 5 - 5m/min 5 - 5m/min 5 - 5m/min
60" - 20m/min 60" - 20m/min 60" - 20m/min 60" - 20m/min 60" - 20m/min
10° de inclinacién (10° de inclinacién| 10° de inclinacién | 10° de inclinacién |10° de inclinacié 10° de incli

60" - 20m/min

5 -5m/min
60" - 20m/min

5" - 5m/min
60" - 20m/min

5" - 5m/min
60" - 20m/min

5 -5m/min
60" - 20m/min

5" - 5m/min
60" - 20m/min

5" - 5m/min
60" - 20m/min

10° de incli

10° de incl

10°dei

10°dei

10° de incli

10° de incl

5 - 5m/min

5 - 5m/min

5 - 5m/min

5 - 5m/min

5 - 5m/min

5 - 5m/min

60" - 20m/min

60" - 20m/min 60" - 20m/min 60" - 20m/min 60" - 20m/min 60" - 20m/min
10° de incli i6 10° de incli i6
5 - 5m/min 5 - 5m/min Prueba de
60" - 20m/min 60" - 20m/min Resistencia Descanso Sacrificio

PRUEBA DE RESISTENCIA

La prueba de resistencia se basa en la cantidad
maxima de tiempo que el animal puede correr en el tapiz
rodante hasta el agotamiento, a una velocidad constante. El
agotamiento del animal se determind por su incapacidad

para enderezarse al colocarlo sobre su costado.

SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

Tras prueba de resistencia, los animales fueron

sacrificados administrandoles una sobredosis de pentotal
sodico (50mg/Kg de peso).

Los tejidos recogidos fueron: cerebro, corazon,

higado, rifidn, bazo, musculo gastrocnemio y musculo séleo.
La sangre fue extraida por punciéon venosa.
Todos los tejidos fueron recogidos con la técnica del

“freeze-clamping”, en la que utilizando unas pinzas

previamente sumergidas en nitrégeno liquido, se aplasta el
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tejido y se congela en nitrégeno preservando asi todas sus
caracteristicas bioquimicas. Los tejidos fueron

posteriormente conservados a una temperatura de -80°C.

2- APARATOS

2.1- CENTRIFUGAS

Para las centrifugaciones a baja velocidad se utilizd
una centrifuga de la firma SORVALL, modelo GLC-1.

Las centrifugas a alta velocidad se realizaron en una
centrifuga refrigerada marca HERAEUS, modelo Sepatech
Biofuge 17 RS.

2.2- ESPECTROFOTOMETRO

Se utilizd un aparato de la marca Cecil, modelo CE
3021 3000 series.

2.3- ESPECTOFOTOMETRO DE LUMINESCENCIA

Se utilizd un aparato de la marca Perkim Elmer,
modelo LS50B.

85



III - Materiales y Métodos
2.4- PHMETRO
El pHmetro empleado es de la marca CRISON,
modelo Microph 2001, con un electrodo incorporado
INGLOD.

2.5- BALANZAS
Se utilizaron 2 balanzas: una de precisién marca

SALTER, modelo HA-120M vy una balanza SARTORIUS,
modelo PT 1200.

2.6- EQUIPO DE ESTERILIZACION:
a) Autoclave Selecta;

b) Estufa de secado Heraus Instruments- D6450

Hanau

2.7- CUBETAS DE ELECTROFORESIS

Marca BIORAD, modelo Mini-PROTEAN 3 Cell.

2.8- CUBETAS PARA ELECTROTRANSFERENCIA

Marca BIORAD, modelo Mini Trans-Blot Cell.
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2.9- FUENTES DE ALIMENTACION PARA LA
ELECTROFORESIS

Marca Sigma, modelo PS-250-2, y marca BIORAD
modelo 200/2.0 Power Supply.

2.10- SISTEMA DE ANALISIS DE IMAGENES

Marca FUJIFILM, modelo LAS-1000 plus.
2.11- TAPIZ RODANTE

Para someter a las ratas al protocolo de ejercicio
fisico se utilizé un tapiz rodante Treadmill 3R 6 y el modelo

de tapiz Quinton para roedores.

3- REACTIVOS

« DETERMINACION DE PROTEINAS
La cantidad de proteinas en las muestras bioldgicas

analizadas se determind utilizando el método de Lowry

(Lowry, Rosebrough et al. 1951).

87



III - Materiales y Métodos

e REVELADO DE LAS MEMBRANAS DE WESTERN
BLOTTINGS

Para revelar las membranas de nitrocelulosa de los
westerns blottings se empled el kit “Protoblot Western Blot
AP System” de la firma Promega. Estd basado en Ila
utilizacién de anticuerpos secundarios conjugados con

peroxidasa.

e OTROS REACTIVOS

Los reactivos enlistados a continuacion se obtuvieron
de las siguientes firmas: Sigma-Aldrich Quimica (Espafia),
Boehringer Manheim S.A. (Alemania), Panreac, Merck
Biochemical (Alemania). Hidréxido potasico (KOH), tris,
glicina, SDS, azul de bromofenol, azul de comassie,
acrilamida, mercaptoetanol, TEMED, APS, DTT, metanol,
Tween 20, IGEPAL, fosfato potdsico, CDNB, cloruro sodico,
acido etilendiaminotetraascético (EDTA), HEPES,
bisacrilamida, sacarosa, acido clorhidrico, SDS, azul de
bromofenol, azul de comassie, BSA, sodio deoxycolato,
pirofosfato sddico, ortovanato de sodio e inhibidor de

proteasas.
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B- METODOS

1- METODO PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION DE
PROTEINAS: METODO DE LOWRY.

1.1- FUNDAMENTO.

Se utilizd el Protein Assay Kit, basado en una
modificacion de Peterson del método de Lowry (Lowry,
Rosebrough et al. 1951) (Total Protein Kit Micro Lowry -
Peterson’s Modification Ref. L3540, Sigma). El reactivo de
Lowry contiene dodecilsulfato sddico, que facilita Ia
disolucién de las proteinas parcialmente insolubles y tartrato
cuprico alcalino, que se une a las proteinas. Por su parte el
reactivo de Folin contiene fenol, que al interaccionar con el
tartrato da lugar a un compuesto de color azul (Lowry,
Rosebrough et al. 1951).

El método de Lowry es un método colorimétrico de
valoracion cuantitativa de las proteinas. A la muestra se
afiade un reactivo que forma un complejo coloreado con las
proteinas, siendo la intensidad de color proporcional a la

concentracién de proteinas, segun la ley de Lambert-Beer.

1.2- REACTIVOS
o Agua Bidestilada
o Reactivo de Lowry

. Reactivo Folin-Ciocalteau

89



III - Materiales y Métodos

o Homogenado de tejido (muestra
problema)
. Solucion patron de BSA (Albumina de

suero bovino) de concentracion conocida.

1.3- PROCEDIMIENTO

- Pipetear las mismas cantidades de agua, solucién
patron de albimina y solucién problema.

- Pipetear el reactivo de Lowry. Mezclar el contenido
de cada tubo y dejarlo reposar 10 minutos en oscuridad.

- A continuacion afiadir a todos los tubos el reactivo
de Folin (diluido 1/4), mezclando bien. Dejar reposar 20
minutos en oscuridad para que se desarrolle
completamente la reaccion.

- Leer las absorbancias a 660 nm.

1.4- CALCULOS

Los calculos consisten en realizar una recta patréon de
concentracién de proteinas realizadas con BSA e interpolar
en esa recta los valores de absorbancia obtenidos de
nuestras muestras. El valor que se utiliza para hacer la recta
y para calcular la concentracidon de las muestras es:

AAbs = Abs muestra — Abs blanco
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2- EXTRACCION DE PROTEINAS CITOPLASMATICAS A
PARTIR DE TEJIDO MUSCULAR.

2.1- FUNDAMENTO

Consiste en la extraccion de proteinas
citoplasmaticas del tejido muscular con la utilizaciéon de un

tampon y la ayuda de un homogeneizador.

2.2- REACTIVOS

a) Tampon para obtencion de  extractos
citoplasmatico en el musculo:

- 1% Nonidet- P40

- 50mM NaCl

- Tris 10 mM pH 7.5

-5 mM EDTA

- 0.25 M de sacarosa

- 30 mM de Pirofosfato Sodico

- 0.25% de Sodium deoxycholate

- 50mM NAF

- 100 uM Ortovanadato de Sodio

- 5 yL x mL de tampdédn de un combinado de los

principales inhibidores de proteasas
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2.3- PROTOCOLO

- Se parte de fragmentos de musculos esqueléticos
de entre 80 a 100 mg, que son previamente lavados en PBS.

- Tras el lavado, se corta en pequehos trozos en
tampon de lisis frio (1mL por cada 100 mg de tejido). Se
transfiere al musculo a un homogeneizador tipo Dounce de
vidrio (Afora S.A., Espafa) introducido en hielo.

- La suspensidon se somete a diez pases de
homogeneizaciéon con el émbolo.

- El producto inicial se pasa a tubos de
microcentrifuga y se centrifuga durante 15 minutos a 12.000
X g a 4°C.

- El sobrenadante que contiene los extractos
proteicos citoplasmaticos es alicuotado y almacenado a -

80°C hasta su valoracién y utilizacién.
2.4- CUANTIFICACION
En los extractos citoplasmaticos, los valores de

concentracién de proteinas fueron obtenidos con el método

de Lowry.
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3- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE PROTEINAS
RELACIONADAS CON LA BIOGENESIS MITOCONDRIAL; LA
MIOGENESIS Y GENES ANTIOXIDANTES, MEDIANTE
ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS Y
POSTERIOR WESTERN BLOTTING.

3.1- FUNDAMENTO

La electroforesis es un transporte bajo la accion de
un campo eléctrico. La electroforesis en geles con una matriz
de poliacrilamida, cominmente denominada electroforesis
en poliacrilamida, se utiliza mayoritariamente para la
separaciéon de proteinas. Concretamente se utilizé el PAGE
en condiciones desnaturalizantes. En presencia de algunos
compuestos quimicos, las proteinas pierden su estructura
nativa. Tales compuestos, agentes desnaturalizantes,
producen el desplegamiento de la proteina que aparece sin
la organizacién tridimensional caracteristica de su funcion
biolégica. La combinacién de un detergente desnaturalizante
(SDS) y un agente reductor (B-mercaptoetanol) es lo que se
utilizo.

Los complejos SDS-proteina se separan
estrictamente segun su tamafio molecular vy, asi, es posible
estimar su masa molecular. En presencia de una
concentracién de SDS superior a 8mM, las proteinas unen
1.4g de SDS por gramo de proteinas, lo que equivale a la

unidon de una molécula de SDS por cada 2 aminoacidos. Las
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cargas propias de las proteinas quedan asi enmascaradas o
anuladas. Como cada molécula de SDS proporciona una
carga negativa (del grupo SO4’), los complejos proteina/SDS
estan cargados negativamente de forma uniforme. La
separacién, por tanto, depende de un parametro fisico-
guimico, la masa molecular, que se puede calcular.

Mediante la utilizacién de esta técnica se valord la
expresion de las proteinas relacionadas con la biogénesis
mitocondrial, miogénesis y la capacidad antioxidante. Todas
ellas se valoraron utilizando como referencia los niveles de

a-actina en los extractos citosolicos musculares.

3.2- CONDICIONES DEL GEL Y TRANSFERENCIA

Para detectar la expresion de proteinas, se cargaron
50ug de proteina citoplasmatica en geles discontinuos al
12% de acrilamida (29:1 Acrilamida:Bisacrilamida) con un
0.1% de SDS, sobre los que se aplicé un campo eléctrico de
voltaje constante de 100 Voltios durante al menos 2 horas
en tampodn Tris-Glicina (25mM Tris, 200mM Glicina, 0.1%
SDS, pH 8.3).

Una vez finalizado el desplazamiento electroforético,
el gel es transferido a una membrana nitrocelulosa
(Schelider & Schuel, USA), mediante electrotransferencia en
condiciones hiumedas por medio del sistema Miniprotean II
(Bio.Rad, USA).
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El proceso se desarrolla durante 90 minutos, a una
temperatura de 4°C, una intensidad constante de 240 mili
Amperios y en tampon de transferencia (25mM Tris, 192mM
Glicina, Metanol 20% v/v, pH 8.3).

3.3- VISUALIZACION

- Tras la transferencia, las membranas se incuban 60
minutos a temperatura ambiente en tampdn bloqueo: 5%
p/v de leche desnatada en polvo, 0.1% Tween-20 en 1XTBS
(20mM Tris, 137mM NaCl, pH 7.6);

- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de
TBS-T;

- Las membranas se incuban durante toda la noche a
40C con agitacion orbital en tampon de anticuerpo (5% BSA,
0.1% Tween-20 en 1 x TBS) y con la correspondientes
diluciones de anticuerpos primarios (Cell Signaling
Technology, Santa Cruz y Sigma);

- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de
TBS-T;

- Las membranas son incubadas 60 minutos con el
anticuerpo secundario que se disuelve en tampon de bloqueo
y con la dilucion especifica de cada uno;

- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15mL de
TBS-T;
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- La membrana se incuba 1 minuto con reactivo ECL
(Amersham Pharmacia, USA) e inmediatamente se expone a
un digitalizador de imagen de la marca Fujifilm;

- Las imagenes obtenidas fueron analizadas
mediante un programa informatico de la casa Fujifilm
mediante el cual se realizé la densitometria de las bandas.
Los valores de las proteinas estudiadas se expresaron en
funcion de los valores de expresion de a- actina en los

extractos citosodlicos musculares.

4- ESTUDIO DE LA OXIDACION DE PROTEINAS EN MUSCULO
ESQUELETICO Y EN PLASMA.

4.1- FUNDAMENTO

Las modificaciones oxidativas de las proteinas por
accion de los radicales libres y otras especies reactivas de
oxigeno como el hidroxinonenal ocurren tanto en procesos
fisioldgicos como patoldgicos. Como consecuencia de las
modificaciones, los grupos carbonilo son introducidos en el
interior de las cadenas de aminoacidos de forma especifica.

Los grupos carbonilo son derivatizados a 2,4-
dinitrofenilhidrazona (DNP-hidrazona) por su reaccién con la
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). Las muestra derivatizadas
son separadas mediante electroforesis en gel de acrilamida

seguida por un Western Blotting y la inmunodeteccién.
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4.2- PREPARADO DEL LISADO PROTEICO.

1- Se parte de fragmentos de musculos esquelético de
100 mg, que son en primer lugar, lavados en PBS.

2- Tras el lavado se cortan en pequefos trozos en tampoén
de lisis frio (1 mL por cada 100 mg de tejido). El tampdn
consta de: 50 mM NaCl; Tris 10 mM pH 7.5; 5 mM EDTA;
Sucrosa 0,25 M; Pirofosfato Sédico 30 mM; Ortovanadato
Sodico 100 mM; 50 mM NaF; 50mM DTT; 1mM PMSF; 3mM
Benzamidina; 10 mM Leupeptina; 10 mg/mL Aprotinina; 5
mM Pepstatina A).

3- El musculo se transfiere a un homogeneizador tipo
Dounce de vidrio (Afora S.A., Espafia) introducido en hielo.

4- La suspensidon se somete a diez pases de
homogeneizacion con el émbolo.

5- El producto inicial se transfiere a tubos de
microcentrifuga y se centrifuga durante 15 minutos a 12.000
gy a4°C.

6- El sobrenadante es almacenado a -80°C hasta su

valoracion vy utilizacion.

4.3- DERIVATIZACION DE LA MUESTRA

Para la derivatizacién de la muestra se utilizaron los
reactivos presentes en el kit (Oxyblot Protein Oxidation Kit,
Intergen Company) asi como el protocolo aconsejado por el

fabricante.

97



III - Materiales y Métodos

1.- Se parte de entre 15-20 ug de proteinas que son
desnaturalizadas con SDS 12% para alcanzar una
concentracion final de SDS 6%.

2.- La muestra se derivatiza afiadiéndole una solucién
1 x DNPH. El volumen anadido es idéntico al que suman la
proteina con el SDS.

3.- Los tubos se incuban a temperatura ambiente
durante 15 minutos.

4.- La muestra se neutraliza con la Soluciéon de

Neutralizacion del Kit.

4.4- CONDICIONES DEL GEL Y TRANSFERENCIA.

Una vez neutralizadas las muestras, estan preparadas
para cargar en el gel de poliacrilamida. Para valorar la
oxidacion de proteinas en musculo esquelético se cargaron
30 pyg en geles discontinuos al 12% de Acrilamida (29:1
Acrilamida:Bisacrilamida) con un 0,1% de SDS, sobre los
gue se aplicd un campo eléctrico de voltaje constante de 100
Voltios durante al menos 2 horas en tampdn Tris-Glicina (25
mM Tris, 200 mM Glicina, 0,1% SDS, pH 8,3). Una vez
finalizado el desplazamiento electroforético el gel es
transferido (Western Blotting) a una membrana de
Nitrocelulosa (Schelider & Schuel, USA), mediante
electrotransferencia en condiciones humedas por medio del
sistema Mini-protean II (Bio-Rad, USA). El proceso se

desarrolla durante 2 horas, a una temperatura de 4°C, una
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intensidad constante de 300 mAmperios, en tampdn de
transferencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina, Metanol 20%
v/v, pH 8,3).

4.5- VISUALIZACION.

1.- Tras la transferencia las membranas se incuban 60
minutos a temperatura ambiente en tampodn de bloqueo: 5%
p/v de leche desnhatada en polvo, 0,1% Tween-20 en 1XTBS
(20 mM Tris, 137 mM NacCl, pH 7,6).

2.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de
TBS-T.

3.- Las membranas se incuban 60 minutos a
temperatura ambiente, con agitacion orbital, en tampoén de
anticuerpo (5% BSA, 0,1 % Tween-20 en 1XTBS) y con una
dilucién 1:150 de anticuerpo primario (Anti-DNP de conejo)

4.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de
TBS-T.

5.- Las membranas se incuban 60 minutos a
temperatura ambiente, con agitacién orbital, en tampoén de
bloqueo y con una diluciéon 1:300 de anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rabano, anti IgG de conejo
preparado en cabra.

6.- Se realizan 3 lavados de 5 minutos con 15 mL de
TBS-T.
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7.- La membrana se incuba 1 minuto con reactivo ECL
(Amersham Pharmacia, USA) e inmediatamente se expone a
autorradiografia con films de fotografia (KODAK X-OMAT).

4.6- CUANTIFICACION DE LOS RESULTADOS.

Las imagenes obtenidas fueron escanedas y mediante
el programa PrestoPage manager para EPSON, almacenadas
en formato digital TIF para poder ser densitometradas

utilizando el software ™ Analysis 3".

5- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

La estadistica descriptiva utilizada muestra la
mediana como medida de tendencia central y la desviacidn
tipica como medida de dispersion. Para el analisis estadistico
de los resultados, primero se realizd un andlisis de la
varianza. La hipdtesis nula fue aceptada para todos los
valores de aquellos grupos en los cuales el valor de H no fue
significativa para un valor de p<0,05. La normalidad de la
distribucidon se comprobd con el test de Kolmogorov vy la
homegeneidad de la varianza fue probada por la estadistica
de Levene.

Para analizar el efecto del entrenamiento sobre el
rendimiento se utilizd una ANOVA de dos factores por
medidas repetidas con los factores Tiempo (antes y después)

y tratamiento (control y entrenada). Luego, el grupo de
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datos para los que H fue significativa, se realizaran
comparaciones multiples de las medianas de los grupos con
el post hoc test de Newmann s Keuls.

Para analizar el efecto del entrenamiento y de la
edad sobre los parametros bioquimicos, se realizé un ANOVA
de dos factores, con los factores tratamiento (control y
entrenamiento) y edad (joven y viejo, silvestre y deficientes
de PGC-1a). Luego, el grupo de datos para los que H fue
significativa, se realizaran comparaciones multiples de las
medianas de los grupos con el test de Bonferroni

Todo el tratamiento estadistico de los resultados se
realizé con hojas de calculo de Microsoft Excel y con el

software SPSS, version 13.
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IV- Resultados

1. ESTUDIO DEL EFECTO DE UN PROTOCOLO DE
ENTRENAMIENTO AEROBICO DE 3 SEMANAS SOBRE EL
RENDIMIENTO FISICO EN RATAS JOVENES Y VIEJAS.

El rendimiento de los animales, tras el periodo de
entrenamiento, se determind mediante la aplicacién de una
prueba de resistencia en tapiz rodante. En ella se midié el
tiempo de carrera antes y después de iniciarse el
entrenamiento. La resistencia es una cualidad fisica basica
muy modificable con el entrenamiento y se cree que esta
muy relacionada con el nimero de mitocondrias en el
musculo esquelético. De hecho, la fosforilaciéon oxidativa se
considera uno de los factores limitantes para la resistencia
en carrera en tapiz rodante. El tiempo de carrera (en
minutos) hasta el agotamiento, antes y después del

entrenamiento, fue el parametro estudiado.

1.1- PRUEBA DE RESISTENCIA EN RATAS JOVENES
ENTRENADAS 3 SEMANAS.

Nuestros resultados muestran una mejora significativa
del tiempo de carrera después del protocolo de

entrenamiento aerobico de 3 semanas de duracion.

102



IV- Resultados

Figura IV.1: Prueba de resistencia: ratas jovenes entrenadas durante 3 semanas.
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1.2- PRUEBA DE RESISTENCIA EN RATAS VIEJAS
ENTRENADAS 3 SEMANAS.

Nuestros resultados muestran una mejora significativa
del tiempo de carrera, después del protocolo de
entrenamiento aerdbico de 3 semanas de duracion, en el

grupo de animales viejos.
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Figura IV.2: Prueba de resistencia: ratas viejas entrenadas durante 3 semanas.
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2. ESTUDIO DEL ESTRES OXIDATIVO ASOCIADO A UN
PROTOCOLO DE ENTRENAMIENTO EN RATAS JOVENES Y
VIEJAS.

Los efectos nocivos de los radicales libres
generados durante el ejercicio fisico agotador estan muy
bien documentados (Ver introduccidon). Sin embargo, el
ejercicio fisico, sobre todo cuando no es agotador, resulta
una practica claramente beneficiosa para la prevencion vy
tratamiento de muchas enfermedades (Pedersen & Saltin,

2006). Los efectos indeseables del ejercicio agotador se
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evitan, al menos en parte, con el entrenamiento. Este
reduce la susceptibilidad del musculo a los radicales libres
(Salminen & Vihko, 1983) e induce la expresidon de enzimas
antioxidantes (Gomez-Cabrera et al., 2008). El ejercicio
fisico regular genera una adaptacién frente al estrés
oxidativo evidenciado por un descenso del dafio al ADN,
niveles mantenidos de oxidacién proteica y un aumento de la
resistencia frente a la administracion cronica de peréxido de
hidrégeno (Radak et al., 1999; Radak et al., 2000).

2.1. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENTRENAMIENTO SOBRE LA
OXIDACION DE PROTEINAS EN PLASMA DE RATAS
JOVENES Y VIEJAS TRAS UN PROTOCOLO DE
ENTRENAMIENTO AEROBICO.

Con la técnica del Western Blotting detectamos los
derivados carbonilo formados en plasma por su reaccién con
la 2,4-dinitrofenilhidracina (Nakamura & Goto, 1996). En los
procesos de dafio oxidativo a proteinas, algunos aminoacidos
se oxidan dando lugar a grupos carbonilo, de modo que el
contenido en carbonilos de las proteinas se puede emplear
como un indicador de dano oxidativo a las mismas
(Stadman, 1992). En el plasma, encontramos cambios
significativos en las proteinas correspondientes a un peso
molecular aproximado 120 kDa. En esta banda de proteinas
encontramos una diferencia significativa entre el grupo viejo

reposo frente al joven reposo.
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Figura IV.3: Proteinas oxidadas en plasma de ratas jovenes y viejas entrenadas

durante 3 semanas.
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viejas (Ent Vieja).

2.2. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENTRENAMIENTO SOBRE LA
OXIDACION DE PROTEINAS EN MUSCULO ESQUELETICO DE
RATAS JOVENES Y VIEJAS TRAS UN PROTOCOLO DE
ENTRENAMIENTO AEROBICO.

En los procesos de dano oxidativo a proteinas se
consideran aminoacidos con especial susceptibilidad la lisina,
prolina y arginina (Stadman, 1992). Este suele ser
irreversible y puede conducir a la desnaturalizacién de la
proteina (Grant et al., 1993). Este hecho es importante ya
gue las proteinas modificadas por estrés oxidativo pierden su
funcion fisiolégica y presentan una mayor tendencia a la

degradacion. La acumulacion de estas proteinas puede
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condicionar procesos fisioldgicos vitales (Radak et al., 1999).
En nuestro estudio determinamos la oxidacién de proteinas
en musculo de rata y encontramos una diferencia
significativa en la banda correspondiente a un peso
molecular de 25y 37 kDa en el grupo reposo vieja frente a
los animales reposo jovenes.

Figura IV.4: Proteinas oxidadas en gastrocnemio de ratas jovenes y viejas
entrenadas durante 3 semanas.
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reposo (Rep Jov), ratas jovenes entrenadas en grupo reposo vieja; N=3 en grupo entrenada
(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y vieja.

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).
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2.3. ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENTRENAMIENTO EN LA
ACTIVACION DE LA ENZIMA XANTINA OXIDASA EN PLASMA
DE RATAS JOVENES Y VIEJAS SOMETIDAS A UN
ENTRENAMIENTO AEROBICO DE 3 SEMANAS.

La xantina oxidasa (XO) es una enzima que cataliza la
hidroxilacién de una amplia gama de sustratos como
purinas, pirimidinas, pterinas y aldehidos. Contiene
molibdeno y hierro e interviene en la degradacién de los
nucledtidos del tipo purina. La xantina-oxidasa cataliza la
oxidacion de la hipoxantina a xantina y puede seguir
catalizando la oxidacion de la xantina a a&acido Urico,
generando radicales libres en el proceso (Gomez-Cabrera et
al., 2008).

Nuestros resultados muestran un aumento en la
actividad de la xantina oxidasa en plasma de ratas jovenes
entrenadas frente a reposo y de ratas viejas entrenadas

frente a viejas reposo.
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Figura IV.5: Xantina oxidasa de ratas jovenes y viejas entrenadas durante 3

semanas.
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2.4. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES EN EL MUSCULO ESQUELETICO DE RATAS
JOVENES Y VIEJAS SOMETIDAS A UN PROTOCOLO DE
ENTRENAMIENTO AEROBICO DE 3 SEMANAS.

2.4.1. EXPRESION DE LA Mn-SOD.

La superdxido dismutasa es una enzima antioxidante

gue juega un papel importante en la dismutacion del radical
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superoxido en perdéxido de hidrégeno y oxigeno (McCord &
Fridovich, 1969).

Observamos en nuestros resultados que la expresion
de la enzima en el musculo esquelético no experimentd
ningln cambio  significativo en ninguno de los grupos

experimentales.

Figura IV.6: Mn-SOD en musculo esquelético de ratas jovenes y viejas entrenadas

durante 3 semanas.
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entrenadas viejas (Ent Vieja).
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2.4.2. EXPRESION DE LA CATALASA.

La catalasa es una enzima antioxidante de defensa
primaria que cataliza la descomposicidn del perdxido de
hidrégeno dando lugar a agua y a una molécula de oxigeno
(Chance et al., 1979). Como muestra la siguiente figura
nuestros datos demuestran un incremento significativo en
los niveles de la proteina en el musculo esquelético de los

animales viejos cuando se comparan con los jévenes.

Figura IV.7: Catalasa en musculo esquelético de ratas jévenes y viejas entrenadas

durante 3 semanas.
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reposo (Rep Jov), ratas jovenes entrenadas N=6 en grupo reposo vieja; N=6 en grupo
(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y reposo vieja; N=5 en grupo entrenada vieja.

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).
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3. ESTUDIO DE LA BIOGENESIS MITOCONDRIAL EN EL
MUSCULO ESQUELETICO DE RATAS JOVENES Y VIEJAS
SOMETIDAS AL UN PROTOCOLO DE ENTRENAMIENTO
AEROBICO DURANTE 3 SEMANAS.

3.1. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE PGC-1a.

PGC-1a es un co-activador transcripcional que juega
un papel muy importante en la regulacion del proceso de
biogénesis mitocondrial y, en general, en la regulacion de la
transcripcion de genes que codifican proteinas relacionadas

con el metabolismo oxidativo (Lin et al., 2005).

Nuestros resultados muestran un incremento
significativo en la expresion de PGC-1a en el grupo de
animales jévenes entrenados frente al grupo de animales

jovenes reposo y al grupo de animales viejos entrenados.
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Figura IV.8: Expresion de PGC-1a en musculo esquelético de ratas jovenes y viejas

entrenadas durante 3 semanas.
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Western Blot representativo de PGC-1a. Los valores se expresan como media *
Los extractos citosolicos fueron preparados desviacion estandar. N = 6 en grupo reposo
con musculo esquelético de ratas jovenes jovenes; N= 5 en grupo entrenado jovenes;
reposo (Rep Jov), ratas jovenes entrenadas N=6 en grupo reposo vieja; N=5 en grupo
(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y entrenada vieja.

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).

3.2. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE NRF-1.

NRF-1 es un importante factor de transcripciéon en la
cascada de sefalizacion que conduce al proceso de
biogénesis mitocondrial (Scarpulla, 2002). NRF-1 ejerce un
importante papel en la activacién, conjuntamente con PGC-
1a, de un factor de transcripcion mitocondrial: Tfam. En el
musculo esquelético, el aumento de su expresidn se
traducirda en un aumento en la proteina Tfam y por lo tanto
un aumento en el niumero de copias de ADNmt, estimulando
el aumento del nimero de mitocondrias. Tfam ha sido muy

estudiado y se considera el factor de transcripcion mas

113



IV- Resultados

importante, en mamiferos, en la regulacion de la
transcripcion del ADNmt (Virbasius et al., 1993).

Nuestros resultados muestran un aumento
significativo en la expresion de NRF-1 en los musculos de los
animales jovenes entrenados frente a los jovenes reposo.
Del mismo modo encontramos una disminucidn significativa
en los niveles de NRF-1 en los musculos de los animales
viejos, reposo y entrenado, frente a los musculos de

animales jovenes, reposo y entrenados respectivamente.

Figura IV.9: Expresion de NRF-1 en musculo esquelético de ratas jovenes y viejas
entrenadas durante 3 semanas.
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Western Blot representativo de NRF-1. Los Los valores se expresan como media *
extractos citosolicos fueron preparados con desviacion estandar. N = 6 en grupo reposo
musculo esquelético de ratas jovenes jovenes; N= 5 en grupo entrenado jovenes;
reposo (Rep Jov), ratas jovenes entrenadas N=6 en grupo reposo vieja; N=5 en grupo
(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y entrenada vieja.

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).
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3.3. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE TFAM.

Uno de los factores de transcripcion mas conocidos en
la coordinacién y regulacién de proteinas mitocondriales es
el factor de transcripcién mitocondrial A. En la mitocondria,
Tfam es el responsable de la transcripcidn y replicacion del
ADN mitocondrial (Wu et al., 1999). En nuestros resultados
observamos que en el musculo esquelético se produce un
incremento de Tfam en el grupo de las ratas viejas frente a
las jovenes. Sin embargo no hay diferencias significativas
con el entrenamiento en los niveles de este factor de

transcripcion.

Figura IV.10: Expresion de Tfam en musculo esquelético de ratas jovenes y viejas

entrenadas durante 3 semanas.
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Western Blot representativo de Tfam. Los Los valores se expresan como media %
extractos citosolicos fueron preparados con desviacion estandar. N = 6 en grupo reposo
musculo esquelético de ratas jovenes jovenes; N= 5 en grupo entrenado jovenes;
reposo (Rep Jov), ratas jévenes entrenadas N=6 en grupo reposo vieja; N=5 en grupo

(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y entrenada vieja.

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).
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3.4- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE CITOCROMO C.

El citocromo c es una proteina de la cadena de
transporte electréonico mitocondrial y sus niveles se han
utilizado como marcador de contenido mitocondrial (Hood,
2001). Su variacion se sabe que esta influenciada por
modificaciones en la contraccién muscular (Booth, 1977,
Morrison et al., 1987).

En el musculo esquelético, nuestros resultados indican
un incremento significativo en los niveles de citocromo c en
las ratas jévenes entrenadas frente a las jovenes reposo y
frente a los animales viejos entrenados. Sin embargo no
observamos ninguna diferencia significativa entre los grupos

de ratas viejas.
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Figura IV.11: Expresion de citocromo ¢ en musculo esquelético de ratas jovenes y

viejas entrenadas durante 3 semanas.
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c. Los extractos citosdlicos fueron desviacion estandar. N = 6 en grupo reposo
preparados con musculo esquelético de jovenes; N= 5 en grupo entrenado jovenes;
ratas jovenes reposo (Rep Jov), ratas N=6 en grupo reposo vieja; N=6 en grupo
jovenes entrenadas (Ent Jov), ratas reposo reposo vieja; N=5 en grupo entrenada vieja.

viejas (Rep Vieja) y ratas entrenadas viejas
(Ent Vieja).

3.5. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LA COX I.

La COX I es una subunidad de la citocromo c
oxidasa (COX), codificada por el ADN mitocondrial y cuya
funcidon estd relacionada con procesos cataliticos (Vatner et
al. 2009).

En nuestros resultados observamos un aumento
significativo de su expresién en los jovenes reposo frente a
los viejos reposo, y un aumento significativo en los jévenes

entrenados frente a los viejos entrenados.
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Figura IV.12: Expresion de COX I en musculo esquelético de ratas jévenes y viejas
entrenadas durante 3 semanas.
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Western Blot representativo de Cox I. Los Los valores se expresan como media *
extractos citosélicos fueron preparados con desviacién estandar. N = 6 en grupo reposo
misculo esquelético de ratas jovenes jovenes; N= 5 en grupo entrenado jovenes;
reposo (Rep Jov), ratas jovenes entrenadas N= 6 en grupo reposo vieja; N= 5 en grupo
(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y entrenada vieja.

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).

4- ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENTRENAMIENTO SOBRE LA
MIOGENESIS EN EL MUSCULO SOLEO Y GASTROCNEMIO DE
RATAS JOVENES Y VIEJAS SOMETIDAS A UN PROTOCOLO DE
ENTRENAMIENTO AEROBICO DE 3 SEMANAS.

4.1- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE MIO D.

Mio D también pertenece al grupo de factores de
transcripcion que regulan la miogénesis y esta relacionado
con el proceso de activacion de las células satélites (Dedkov
et al., 2003). En nuestros resultados encontramos un

aumento significativo en la expresién de Mio D en séleo en
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los animales jovenes reposo frente a los viejos reposo,
ademas de una diferencia significativa entre los jovenes

entrenados frente a los viejos entrenados.

Figura IV.13: Expresién de MioD en séleo de ratas jovenes y viejas entrenadas

durante 3 semanas.

140 p<0.01
p<0,01
120 DReposo
.Entrenadas
RepJov EntJov RepVieja Ent Vieja floo _I_
o
drarmemseataseseseseeiesesessesasasearesans 3
H °
MioD ==p :© " S —— s — 3 £ g
: R
Actina == 4
H 2 60
........................................... ]
40
20
0
Jovenes Viejas
Western Blot representativo de MioD. Los Los valores se expresan como media *
extractos citosélicos fueron preparados con desviacion estandar. N = 6 en grupo reposo
musculo séleo de ratas jovenes reposo jovenes; N= 5 en grupo entrenado jévenes;
(Rep Jov), ratas jéovenes entrenadas (Ent N=6 en grupo reposo vieja; N=6 en grupo
Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y ratas reposo vieja; N=5 en grupo entrenada vieja.

entrenadas viejas (Ent Vieja).

En el musculo gastrocnemio, sin embargo, no
encontramos diferencias significativas entre los grupos

estudiados.
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Figura IV.14: Expresién de MioD en gastocnemio de ratas jovenes y viejas
entrenadas durante 3 semanas.

120 D Reposo
- Entrenadas
wo | L .
Rep Jov EntJov Rep Vieja Ent Vieja =
IS
E : 8 80
MioD = : WE >
Actina—> : ‘38
ctina—=> : .2 o 6o
e ety bbb S
: 5
........................................... 7
& 40
X
w
20
0
Jovenes Viejas
Western Blot representativo de MioD. Los Los valores se expresan como media
extractos citosélicos fueron preparados con desviacion estandar. N = 6 en grupo reposo
musculo gastrocnemio de ratas jovenes jovenes; N= 5 en grupo entrenado jovenes;
reposo (Rep Jov), ratas jovenes entrenadas N=6 en grupo reposo vieja; N=6 en grupo
(Ent Jov), ratas reposo viejas (Rep Vieja) y reposo vieja; N=5 en grupo entrenada vieja.

ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).

4.2- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE MIOGENINA.

La miogenina también forma parte del conjunto de
factores de transcripcion que regulan la miogénesis. Esta
proteina esta implicada en la regulacién de la MHC (cadena
pesada de la miosina) y su expresion es mas abundante en

musculos en los que predominan las fibras lentas (Siu et al.,
2004).
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no observamos

como

tampoco observamos cambios asociados al entrenamiento.

Figura IV.15: Expresién de miogenina en séleo de ratas jévenes y viejas entrenadas

durante 3 semanas.
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entrenadas viejas (Ent Vieja).
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En el musculo gastrocnemio, encontramos cambios

significativos en el grupo reposo viejo frente al reposo joven

y en el grupo entrenado viejo frente al entrenado joven.
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Figura IV.16: Expresion de miogenina en gastrocnemio de ratas jovenes y viejas
entrenadas durante 3 semanas.
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ratas entrenadas viejas (Ent Vieja).

5. ESTUDIO DEL EFECTO DE UN PROTOCOLO DE
ENTRENAMIENTO AEROBICO DE 5 SEMANAS SOBRE EL
RENDIMIENTO FISICO DE RATONES SILVESTRES Y KO DE

PGC-1a.

5.1- PRUEBA DE RESISTENCIA EN RATONES SILVESTRES.

Nuestros resultados muestran una mejora significativa
del tiempo de -carrera después del protocolo de

entrenamiento aerdbico de 5 semanas de duracion.
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Figura IV.17: Prueba de resistencia en ratones silvestres entrenados durante 5

semanas.
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5.2- PRUEBA DE RESISTENCIA EN RATONES KO DE PGC-1a.

Al igual que con los animales silvestres, los KO,
también mostraron un aumento significativo en el tiempo de
carrera tras el entrenamiento. Sin embargo el porcentaje de

mejora fue mayor en los animales silvestres.
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Figura IV.18: Prueba de resistencia en ratones KO entrenados durante 5 semanas
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6.- ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENTRENAMIENTO SOBRE LA
OXIDACION DE PROTEINAS EN GASTROCNEMIO DE
RATONES SILVESTRES Y KO DE PGC-1a SOMETIDOS A UN
PROTOCOLO DE ENTRENAMIENTO AEROBICO DE 5
SEMANAS.

Nuestros resultados muestran una diferencia
significativa entre los grupos a 45kDa y 25 kDa. A 45 kDa,
vemos una diferencia significativa entre ratones silvestres

reposo frente a los silvestres entrenados. A 25kDa,
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observamos una diferencia significativa entre los KO reposo

frente a los silvestres reposo.

Figura IV.19: Proteinas oxidadas en gastrocnemio de ratones silvestres y KO de

PGC-1a después de 5 semanas de entrenamiento.
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knockout de PGC-1 a entrenados (KOE).
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7- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES EN EL MUSCULO DE RATONES SILVESTRES
Y KO SOMETIDOS A UN PROTOCOLO DE ENTRENAMIENTO
AEROBICO DE 5 SEMANAS.

7.1- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LA MN-SOD.

Nuestros resultados, utilizando la técnica del western
blotting, nos muestran una disminucion significativa en el
contenido de MnSOD en el musculo esquelético de los

animales KO frente a los silvestres.

Figura IV.20: Expresién de Mn-SOD en musculo esquelético de ratones silvestres y
KO de PGC-1a.
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Los extractos citosoélicos fueron preparados desviacion estandar. N = 6 en grupo
con musculo esquelético de ratones silvestre reposo; n=8 en grupo silvestre
silvestres reposo (SR), ratones silvestres entrenados; n= 7 en grupo KO PGC-1a
entrenados (SE), ratones KO PGC-1a reposo reposo; n= 6 en grupo KO PGC-1a
(KOR) y ratones KO de PGC-1 a entrenados entrenado.
(KOE).
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7.2- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LA CATALASA.

La figura IV.23 muestra un aumento significativo en
los niveles de catalasa en el musculo esquelético de los
ratones silvestres entrenados frente a los silvestres reposo.
Del mismo modo encontramos un aumento significativo de la
enzima cuando comparamos ratones KO de PGC-1a reposo

frente a los silvestres reposo.

Figura IV.21: Expresion de catalasa en musculo esquelético de ratones silvestres y
KO de PGC-1a.
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silvestres reposo (SR), ratones silvestres entrenados; n= 7 en grupo KO PGC-1 «a
entrenados (SE), ratones KO PGC-1a reposo reposo; n= 6 en grupo KO PGC-1 «
(KOR) y ratones KO de PGC-1 a entrenados entrenado.

(KOE).
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8- ESTUDIO DE LA BIOGENESIS MITOCONDRIAL EN LOS
MUSCULOS DE RATONES SILVESTRES Y KO DE PGC-la
SOMETIDOS AL UN PROTOCOLO DE ENTRENAMIENTO
AEROBICO DURANTE 5 SEMANAS.

8.1- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE PGC-1a.

Como podemos observar en la figura 24,
encontramos un aumento significativo del co-activador PGC-
1la cuando comparamos ratones silvestres entrenados frente
a los silvestres reposo. En todos los casos lo ratones
silvestres mostraron niveles musculares de PGC-1a

significativamente mayores que los animales KO.
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Figura IV.22: Expresidn de PGC-1a en musculo esquelético de ratones silvestres y
KO de PGC-1a entrenados durante 5 semanas.
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(SE), ratones KO PGC-1a reposo (KOR) y reposo; n= 6 en grupo KO PGC-1 a
ratones KO de PGC-1 a entrenados (KOE). entrenado.

8.2- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE NRF-1.

Como podemos observar en la figura 25, encontramos
un aumento significativo en los niveles de NRF-1 en el
musculo esquelético en los animales jovenes silvestres tras
el entrenamiento. En los animales KO de PGC-1a no
observamos una inducciéon del factor respiratorio nuclear con
el entrenamiento. Del mismo modo encontramos un
aumento significativo en los niveles de NRF-1 cuando

comparamos ratones silvestres con ratones KO.
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Figura IV.23: Expresion de NRF-1 en musculo esquelético de ratones silvestres y

KO de PGC-1a entrenados durante 5 semanas.
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8.3- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE TFAM.

En la figura siguiente, observamos, en el musculo

esquelético, un aumento significativo de los niveles de Tfam

cuando comparamos los ratones KO reposo frente a los

silvestres reposo y entre los KO entrenados frente a los

silvestres entrenados.
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Figura IV.24: Expresion de Tfam en musculo esquelético de ratones silvestres y KO
de PGC-1a entrenados durante 5 semanas.
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musculo esqueléticos de ratones silvestres silvestre reposo; n=8 en grupo silvestre
reposo (SR), ratones silvestres entrenados entrenados; n= 7 en grupo KO PGC-1 a
(SE), ratones KO PGC-1a reposo (KOR) y reposo; n= 6 en grupo KO PGC-1 «
ratones KO de PGC-1 a entrenados (KOE). entrenado.

8.4- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE CITOCROMO C.

En cuanto a la proteina citocromo ¢, encontramos un
aumento significativo en el grupo silvestre entrenado frente
al silvestre reposo y un aumento significativo entre los
silvestres entrenados frente al KO entrenado.
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Figura IV.25: Expresién de citocromo ¢ en musculo esquelético de ratones silvestres
y KO de PGC-1a entrenados durante 5 semanas.
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(KOE).

8.5- ESTUDIO DE LA EXPRESION DE COX I.

En nuestro estudio, observamos un aumento
significativo en la expresién de la COX I en los ratones
silvestres reposo frente a los reposos KO de PGC-1a y entre
los silvestres entrenados frente a los KO de PGC-1a
entrenados.
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Figura IV.26: Expresion de COXI en musculo esquelético de ratones silvestres y KO

de PGC-1a entrenados durante 5 semanas.
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1- ENVEJECIMIENTO Y MITOCONDRIOGENESIS.

El envejecimiento humano estd asociado a una
pérdida de masa muscular que se inicia en la cuarta década
de la vida con una pérdida de la fuerza de un 1% al afio y
que se acelera con en el transcurso de los afios (Doherty,
2003). La debilidad funcional asociada a la sarcopenia afecta
aproximadamente al 7% de los adultos de mas de 70 afios,
y al 20% de los mayores de 80 afos (Melton et al., 2000;
Castillo et al., 2003). El costo derivado de los problemas de
salud relacionados con la sarcopenia en USA se estima que
es superior a los 18 billones de dodlares anuales (Janssen et
al., 1993).

Las causas del envejecimiento del organismo son
complejas. Una amplia variedad de procesos se considera
gue estan implicados en el declive de los distintos aparatos y
sistemas con el paso de los afos. Entre los factores
implicados en la pérdida de funcionalidad del musculo
esquelético podemos destacar: la muerte celular
programada, el estrés oxidativo, alteraciones en la sintesis
de proteinas, inflamacién, alteraciones hormonales, desuso,
y disfuncién mitocondrial (Janssen et al., 1993; Melton et
al., 2000; Balagopal et al., 2001; Castillo et al., 2003;
Doherty, 2003). Diversos autores han relacionado |la
disfuncion mitocondrial, con el acumulo de alteraciones en el
ADN mitocondrial y la sarcopenia, tanto en seres humanos

como en animales (Melov et al., 1995; Melov et al., 1997;
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Colman et al., 2005; Bua et al., 2006; Hacker et al., 2006).
El envejecimiento, por tanto, se ha asociado a nivel
mitocondrial y en el musculo esquelético con: a) Una
reducciéon en la actividad de la fosforilacion oxidativa; b)
Mutaciones en el ADN mitocondrial; ¢) Reducciones en el
contenido del ADN mitocondrial; d) Alteraciones en la
sefializacion en el proceso de apoptosis (Marzetti et al.,
2008) e) Disminucion de la actividad de la cadena de
transporte electrénico (Navarro & Boveris, 2007) y, por
ultimo, aumento de la produccién mitocondrial de radicales
libres (Figueiredo et al., 2008; Johnston et al., 2008). El
papel de la mitocondria como generadora y diana de ERO lo
postuld Jaime Miquel en la década de los 70 (Rockstein et
al., 1975; Miquel et al., 1980). Sin embargo Jaime Miquel y
sus colaboradores no aportaron evidencias contundentes de
gue la mitocondria estaba dafada en las células de animales
viejos. Estudios llevados a cabo, de forma independiente,
tanto por nuestro grupo de investigacién (Sastre et al.,
1996) como por el grupo dirigido por el profesor Bruce Ames
(Hagen et al., 1997), utilizando la citometria de flujo,
demostraron el anterior postulado. De hecho nuestros
resultados mostraron que las mitocondrias estan dafnadas en
el interior de las células y que no es durante su aislamiento

y preparacién cuando ocurre dicho dafio.

Recientemente se ha sugerido que el

envejecimiento puede estar asociado con una disminucion de
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la biogénesis mitocondrial (Lopez-Lluch et al., 2008). E
motivo por el que se produce una disminucién de la
biogénesis mitocondrial durante el envejecimiento todavia se
desconoce (Lopez-Lluch et al., 2008), sin embargo se
especula con las alteraciones en la cascada de sefializacion
gque conducen al proceso de mitocondriogénesis como un
mecanismo relevante para explicar dicha disminucion
(Reznick et al., 2007). Nosotros hipotetizamos, en un
trabajo publicado recientemente (Vina et al., 2009), que
PGC-1a podria ser un factor importante en las disminucion
observada en el proceso de mitocondriogénesis durante e
envejecimiento. La biogénesis mitocondrial es un proceso
complejo. Este engloba cambios en la expresién de mas de
100 genes, la cooperacion de dos genomas vy la alteracion de
aproximadamente un 20% de los niveles de proteinas
celulares (Ryan & Hoogenraad, 2007). A parte de los genes
nucleares (que codifican mas del 95% de las proteinas
mitocondriales), la  mitocondriogénesis requiere Ia
participacion del genoma mitocondrial. Recientemente se ha
demostrado que la transcripcion afecta tanto al genoma
nuclear como al mitocondrial, que necesitan trabajar
coordinadamente para producir nuevas mitocondrias (Roy et
al., 2009). En mamiferos, la regulacion de la biogénesis
mitocondrial y la proliferacion esta influenciada por factores
externos como nutrientes, hormonas, temperatura, ejercicio
e hipoxia (Freyssenet et al., 1999; Kujoth et al., 2005; Floyd

et al., 2007).
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Pese a la complejidad de las vias de sefnalizacion
implicadas en la regulacion de la biogénesis mitocondrial,
todas ellas parece que comparten un componente clave, el
co-activador PGC-1a. PGC-1a es un factor crucial tanto en la
activacion del programa de mitocondriogénesis como en la
respiracion. PGC-1a parece ser el gran regulador del
metabolismo y de la biogénesis mitocondrial por integrar y
coordinar la actividad de multiples factores de transcripcion
como NRF-1, PPARy y Tfam (Puigserver et al., 1998). La
necesidad del PGC-1a en el metabolismo energético, la
biogénesis mitocondrial, el desarrollo y el crecimiento puede
ser evaluada disefnando modelos experimentales
caracterizados por las pérdidas de sus funciones
estratégicas. Este es el motivo por el que en la presente
tesis doctoral hemos estudiado el papel de PGC-1a en la
disfuncionalidad mitocondrial en animales viejos y KO de
PGC-1a. Pretendemos de esta forma determinar Ila
importancia de la mitocondria en la pérdida de masa
muscular asociada a la edad, asi como el posible papel del
ejercicio como estrategia de intervencién para el tratamiento
de la sarcopenia senil. La hipétesis directriz de nuestro
trabajo, basada en los resultados obtenidos en la figura IV.8
es que el envejecimiento provoca una disminucidon de la

reactividad de PGC-1a al estimulo del ejercicio fisico.
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2. MITOCONDRIOGENESIS Y EJERCICIO. PAPEL DE LAS ERO
COMO SENALES.

El ejercicio fisico produce radicales libres. El grupo
de Lester Packer en California, utilizando RPE, demostré que
las ERO son generadas durante la contraccion muscular
(Ermak & Davies, 2002). En este relevante trabajo, los
autores ya postularon en la discusion la posible estimulacion
del proceso de mitocondriogénesis por ERO en el musculo
esquelético (Davies et al., 1982). Nuestro grupo de
investigacion aportd las primeras evidencias contundentes
de que el ejercicio genera estrés oxidativo Unicamente
cuando se realiza hasta el agotamiento (Gomez-Cabrera et
al., 2003). Actualmente existen multiples evidencias
procedentes de diversos laboratorios que muestran que el
ejercicio agotador implica una sobreproduccion de ERO que
tiene como consecuencia un aumento del estrés oxidativo.
En este sentido, en el afio 2003, demostramos este hecho
con los ciclistas del US Postal Team durante el Tour de
Francia 2001. En este estudio ademas pudimos comprobar la
importancia de la enzima xantina oxidasa en la generacién
de ERO durante el ejercicio de muy alta intensidad
(Gomez-Cabrera et al., 2003). Sin embargo, evidencias
recientes demuestran que durante el ejercicio moderado, las
ERO producidas no generan estrés oxidativo sino que actuan
como sefiales que permiten la adaptacién del musculo al

ejercicio (Gomez-Cabrera et al., 2008; Jackson, 2008). Si
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esto es asi, la prevencidon de la formacién o de la accion de
las ERO, podria estar relacionada con una menor respuesta
adaptativa al ejercicio o al entrenamiento. En el afio 2008
demostramos este hecho (Gomez-Cabrera et al., 2008).
Determinamos el rendimiento aerdbico, tanto en animales
como en humanos, tras un periodo de entrenamiento y
encontramos que el tratamiento con elevadas dosis de
vitamina C previene diversas adaptaciones musculares y
reduce el rendimiento (Ristow et al., 2009). Del mismo
modo, el grupo de Michael Ristow en Alemania (Ristow et
al., 2009) demostrd que el tratamiento con dosis moderadas
de vitaminas C y E, previene adaptaciones musculares al
ejercicio asi como el aumento de la sensibilidad a la insulina
(fundamental para el tratamiento de la diabetes) asociado al
entrenamiento fisico. Finalmente el grupo del profesor
Richardson demostré recientemente que en humanos
sometidos a un protocolo de entrenamiento, Ia
suplementacion aguda con vitaminas C y E, prevenia la
vasodilatacion asociada al ejercicio, lo que se relacionaba
con un aumento de la hipertension y con una disminucion de
la angiogénesis inducida por ejercicio (Wray et al., 2009).
Por tanto, las ERO juegan un papel claro en el ejercicio
como moléculas implicadas en la sefalizacién celular. En
este sentido los radicales libres se han sefalado como
elementos importantes para comprender tanto el
rendimiento como algunos de los efectos beneficiosos de la

practica de ejercicio fisico.
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3. DISFUNCION DE PGC-1a ASOCIADA AL ENVEJECIMIENTO
EN EL MUSCULO ESQUELETICO. COMPARACION CON EL
MODELO DE ANIMALES KO DE PGC-1a.

PGC-1a, como hemos comentado anteriormente,
es una molécula critica para entender el proceso de
mitocondriogénesis  durante el ejercicio. Kang vy
colaboradores (Kang et al., 2009) han mostrado evidencias
claras de que la activacion de PGC-1a en el ejercicio es
redox sensible. La ausencia de reactividad demostrada por
PGC-1a en los musculos de animales viejos, nos llevo a
pensar que la mitocondriogénesis podria estar alterada
durante el ejercicio en el envejecimiento. Esta es una
cuestibn muy relevante en medicina, particularmente en
geriatria, ya que uno de los mayores problemas a los que se
enfrentan los geriatras hoy en dia es la prevencion de la
fragilidad. La fragilidad es un sindrome complejo que
engloba no solo aspectos fisicos, sino psicolégicos vy
sensitivos. Sin duda, un musculo que no haya perdido la
capacidad para sintetizar nuevas mitocondrias con plena
funcionalidad, es una garantia importante para la prevencion
de la fragilidad (Fiatarone et al., 1994). Por tanto, uno de los
objetivos mas importantes de la presente tesis fue el de
determinar el papel del co-activador PGC-1a en la regulacién
de la mitocondriogénesis en los musculos de los animales

viejos.
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La regidon amino-terminal de PGC-1a interactla
con proteinas que contienen actividad histona
acetiltransferasa (HAT) (Finck & Kelly, 2006). La actividad de
la HAT de ese complejo remodela las histonas y eso supone
un aumento del acceso de la maquinaria transcripcional a los
genes diana (Finck & Kelly, 2006). Por lo tanto, PGC-1a es
un co-activador transcripcional que traduce muchos
estimulos fisioldgicos a programas metabdlicos especificos,
usualmente por estimulaciéon de la actividad mitocondrial.
Entre las funciones, conocidas hasta el momento, de PGC-1a
se encuentran: regulacion de la termogénesis adaptativa en
tejido adiposo marrén (Puigserver & Spiegelman, 2003); B
oxidacion y gluconeogénesis en el higado (Herzig et al.,
2000; Yoon et al., 2001; Puigserver & Spiegelman, 2003) y
regulacion de los mecanismos de defensa antioxidante en
neuronas (Kujoth et al., 2005). En el musculo esquelético
PGC-1a se ha relacionado con la conversion de fibra rapida a
lenta (Baar et al., 2002), la biogénesis mitocondrial (Lin et
al., 2005), asi como la captacién de glucosa y oxidacion de
acidos grasos (Liang & Ward, 2006).

Numerosos estudios han demostrado, en animales
jovenes, el efecto de PGC-1a en el musculo y el impacto del
entrenamiento en su expresion (Baar et al., 2002; Wright et
al., 2007; Gomez-Cabrera et al., 2008; Leick et al., 2008).
El musculo esquelético es un tejido plastico que se adapta al

uso/desuso. Una actividad fisica regular es necesaria para
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mantener la capacidad oxidativa del musculo esquelético
(Williams et al., 1986). Estudios en modelos de roedores
indican que un corto tiempo de entrenamiento activa la
expresion de PGC-1a en musculo esquelético (Baar et al.,
2002; Taylor et al., 2005; Terada et al., 2005). Del mismo
modo estudios en humanos han evidenciado una marcada
induccion de PGC-1a en repeticiones agudas de ejercicio o
en entrenamientos aerdbicos (Pilegaard et al., 2003; Russell
et al., 2003). La importancia de PGC-1a en los programas
metabdlicos se demostrd con la generacion de ratones KO de
PGC-1a. Estos ratones presentan una reducida expresion
basal de muchos genes mitocondriales en higado, cerebro,
musculo esquelético y corazén cuando son comparados con
ratones silvestres (Lin et al., 2004; Arany et al., 2005;
Leone et al., 2005). Los KO de PGC-1a son unos animales
muy sensibles al frio (Handschin & Spiegelman, 2006) y
muestran una capacidad cardiaca debilitada (Arany et al.,
2005; Leone et al., 2005). Sin embargo varios grupos de
investigacion los han utilizado para estudiar su repuesta
tanto al ejercicio fisico como al entrenamiento (Arany et al.,
2005; Handschin & Spiegelman, 2006; Handschin et al.,
2007; Leick et al., 2008; Geng et al., 2009).

Como podemos comprobar en la figura V.1, la
mitocondrigénesis esta considerablemente afectada en los
animales deficientes en PGC-1a, asi como en los animales
viejos. El entrenamiento provoca un aumento en el

contenido de PGC-1a en el musculo esquelético de los
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animales silvestres. Ese aumento estd en concordancia con
los resultados encontrados en la literatura, donde un
entrenamiento aerdbico de corta duracion modula la
activacion y expresion de PGC-1a en el musculo esquelético
de ratas jovenes. Sin embargo, tal y como era previsible en
los ratones KO de PGC-1a, no detectamos niveles de esta
proteina ni en reposo ni tras 5 semanas de entrenamiento
(Ver figura V.1). Cuando pasamos a comparar el efecto del
entrenamiento en los grupos viejos con los animales KO de
PGC-1a, vimos que en ambos modelos (ratas viejas
entrenadas y KO de PGC-1a entrenados) se reproduce el
patron, la ausencia de reactividad del co-activador al
estimulo de la contraccién muscular. Eso puede sugerir que
hay un fallo en la adaptacién del musculo esquelético frente
al ejercicio fisico en animales viejos, al igual que ocurre en
los KO de PGC-1a.

Figura V.1: Graficas representativas de la expresion de PGC-1a en animales
jovenes y viejos, silvestres y KO de PGC-1a.
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Una sobreexpresion de PGC-1a induce
morfoldgicamente un aumento del contenido mitocondrial asi
como la expresion de ARNm de genes nucleares en células
musculares incluyendo NRF-1 y NRF-2 (Leone et al., 2005).
NRF-1 fue inicialmente identificado como un activador de la
expresion de citocromo c (Xia et al., 1997), y en la
actualidad esta bien establecido que NRF-1 desempefia un
importante papel en el aumento de los niveles de esta
proteina  inducidos por estimulos tales como la
electroestimulacion de miocitos cardiacos (Xia et al., 1997).
NRF-1 juega un papel integrador entre el ndcleo y la
mitocondria. Sin embargo, los sitios de unién para NRF-1 no
estan generalizados y definidos, por ejemplo, no todos las
subunidades nucleares que codifican la COX tienen un sitio
de unién para NRF-1 en sus extremos reguladores (Lenka et
al., 1998).

El entrenamiento supone una respuesta adaptativa
en el musculo esquelético que incluye una auto-regulacién
de NRF-1 y de su co-activador PGC-1a (Hoppeler & Fluck,
2003; Baar, 2004). Nuestros resultados muestran (Figura
V.2) un aumento significativo en la expresion de NRF-1 en el
grupo de animales jévenes entrenados, frente a sus
respectivos controles (grupo reposo). Este fendmeno se
reproduce y, en similares proporciones, en los ratones
silvestres entrenados. Sin embargo, no fueron observados

cambios significativos en los niveles de NRF-1 el grupo de
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ratas viejas tras entrenamiento, asi como en los animales
KO de PGC-1la entrenados.

Figura V.2: Graficas representativas de la expresion de NRF-1 en animales

jovenes y viejos, silvestres y KO de PGC-1a.
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Diversos autores han descrito sitios de unién para
NRF-1 en el promotor del gen de Tfam (Baar et al., 2003).
Tfam es una proteina de 25 kDa cuya funciéon esta
relacionada con la regulaciéon del nimero de copias de ADN
mitocondrial. En ratones, la ausencia de Tfam ocasiona una
letalidad embrionaria y diabetes por deplecion del ADNmt vy
pérdida de la fosforilacién oxidativa (Clayton, 1998; Li et al.,
2000). La expresion de Tfam esta coordinada y regulada por
factores de transcripcion, entre los que destacan NRF-1 y 2
(Virbasius et al., 1993).

La actividad contractil créonica se sabe que
aumenta el numero de copias del ADNmt (Williams et al.,
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1986). En un estudio de Hood y colaboradores (Hood et al.,
2000), los autores encontraron que la estimulacion de los
musculos flexor digitorium brevis y tibial anterior de ratas
,durante 14 dias, producia un aumento en los niveles del
ARNm de Tfam (55%) a partir del cuarto dia de
estimulacién. Del mismo modo observaron un aumento en la
importacion de Tfam (52%) en mitocondrias
intermiofibrilares. Del mismo modo se detecté un aumento
del 49% del complejo de formaciéon del ADNmt y un 65% de

aumento en los niveles de transcripcién mitocondrial.

Nuestros resultados muestran un sorprendente
aumento de la expresion de Tfam en el grupo de animales
viejos reposo frente al joven reposo. Sin embargo, en
ninguno de los grupos experimentales utilizados,
encontramos un efecto sobre Tfam, del entrenamiento (Ver
figura V.3). Estos resultados contrastan con los presentados
en parrafos anteriores (PGC-1a y NRF-1). Sin embargo este
aumento en los niveles de Tfam en el musculo de animales
viejos, en condiciones basales, ha sido demostrado
previamente por dos grupos de investigacion
independientes, el grupo del profesor Hood (Canadd) y el
grupo de la profesora Gadaleta (Italia). Gadaleta vy
colaboradores demostraron que la expresion de Tfam
aumenta, en el musculo esquelético tanto en sujetos viejos
como en animales viejos, frente a los jovenes (Lezza et al.,
2001; Pesce et al., 2005) .Del mismo modo David Hood en
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un estudio reciente (Chabi et al., 2008) encontré un
incremento en los niveles de factor de transcripcion
mitocondrial A en el musculo de ratas de 36 meses de edad
cuando se compararon con animales adultos de 6 meses.
Los paraddjicos aumentos en la expresion de este
importante factor de transcripcién mitocondrial, pueden ser
indicativos de la existencia de un mecanismo de
compensacion orientado a atenuar la caida en la actividad
enzimatica mitocondrial, asi como en el contenido de ADNmt
gue acompafian al proceso de envejecimiento (Hood et al.,
2000; Lezza et al., 2001). Curiosamente, y continuando con
el paralelismo encontrado al comparar a los animales viejos
con los KO de PGC-1a, los niveles de Tfam aparecian
significativamente aumentados en los ratones KO de PGC-1
cuando los comparamos con los silvestres, en condiciones
basales. De nuevo en este caso y, como hemos comentado
anteriormente, no encontramos un aumento significativo de
los mismos, tras el entrenamiento, en ninguno de los grupos
experimentales (Ver figura V.3). Eso reafirma la hipotesis
planteada en apartados anteriores, la gran similitud entre

los animales KO de PGC-1a y los viejos.

El aumento de Tfam en el grupo de animales
viejos y KO de PGC-1a, nos hace suponer que otras vias de
sefalizaciéon, a parte de la regulada por PGC-1a y que
implica a NRF-1, pueden estar activas en el musculo durante

el envejecimiento. NRF-1 es el factor de transcripcién que
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presenta una mayor actividad transcripcional sobre Tfam.
Sin embargo la importancia tanto de NRF-2 y Spl en el
control de la expresion de Tfam ha sido previamente
demostrada (Virbasius and Scarpulla 1994).

Figura V.3: Graficas representativas de la expresion de Tfam en animales
jovenes y viejos, silvestres y KO de PGC-1a.
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Durante la actividad contractil del musculo se
induce la BM in vivo en un periodo aproximado de siete dias.
La secuencia de acontecimientos se inicia con un aumento
de los niveles de ARNm para Tfam, seguido por una mayor
tasa de importacion de Tfam dentro de la mitocondria y de
su unién al material genético mitocondrial. Este fendmeno va
seguido de un aumento en los niveles del ARNm de la COX y

de la actividad enzimatica de esta enzima (Gordon et al.,
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2001). Tfam también se ha visto que aumenta los niveles de
citocromo c (Freyssenet et al., 1999).

Desde hace mucho tiempo se sefala al citocromo ¢
como marcador del contenido mitocondrial, de hecho,
existen varios estudios que establecen una relacidon entre
ejercicio y niveles de citocromo c¢ (Holloszy, 1967; Booth,
1977; Morrison et al., 1987). En 1981 Davies (Davies et al.,
1981) realizé una investigacién que corrobord los resultados
anteriores, la induccién del citocromo c y otros elementos de
la cadena respiratoria mitocondrial, con el entrenamiento de
resistencia. En ese mismo afio y en otro estudio, Hickson
(Hickson, 1981) sefiald al citocromo ¢ como marcador de
contenido mitocondrial y apunté a la mitocondria como
organulo limitante para el rendimiento en el entrenamiento.
Como hemos comentado en la introduccién de la presente
tesis, el gen de la proteina citocromo c, presenta una
secuencia de uniéon para NRF-1 (Evans & Scarpulla, 1989).
Existen varios estudios en los que se demuestra que tras la
induccién de NRF-1 se produce un aumento en la
transcripcidn y posterior cantidad proteica de citocromo ¢
(Xia et al., 1997; Xia et al., 1998), de hecho en estudios en
los que la secuencia de union para NRF-1 en el gen de
citocromo ¢ se encuentra mutado, existe una menor
expresiéon de citocromo c. Del mismo modo se ha
comprobado que el citocromo ¢ aumenta en ratones que
sobreexpresan NRF-1, confirmando la relacién que existe

entre estas dos proteinas (Oscai & Holloszy, 1971).
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En nuestro estudio encontramos un aumento
significativo del citocromo ¢, Unicamente en el musculo de
los animales jovenes, tras el entrenamiento. Estos datos
concuerdan no so6lo con la cascada de sefalizacion de la
biogénesis mitocondrial descrita anteriormente, sino que
también coinciden con la bibliografia consultada (Holloszy et
al., 1970; Hoppeler, 1986; Baar et al., 2002; Baar et al.,
2003; Wright et al., 2007).

Del mismo modo pudimos verificar que los datos
de los animales silvestres y KO de PGC-1a también presenta
las mismas diferencias encontradas en el modelo de jovenes
y viejos, un aumento significativo en los niveles de
citocromo ¢ en los entrenados frente a los reposo,
Unicamente entre los ratones silvestres. Estos datos
concuerdan con los publicados por otros autores (Lin et al.,
2002; Spiegelman & Heinrich, 2004; Leone et al., 2005)
pero constrastan con un estudio muy similar al nuestro
(Leick et al., 2008) en el que se evalud la expresion de
citocromo ¢ en ratones silvestres y KO de PGC-1a después
de entrenarlos siguiendo un protocolo de ejercicio aerdébico.
Estos autores constataron que, en el musculo cuadriceps, el
ejercicio produjo un aumento en los niveles de ARNm de
citocromo ¢, tanto en los ratones silvestres como en los
ratones KO de PGC-1a. Sin embargo no determinaron la

cantidad de la proteina, como en nuestro caso.
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Figura V.4: Graficas representativas de la expresion de citocromo c en

animales jovenes y viejos, silvestres y KO de PGC-1a.
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Como hemos comentado en la introduccion de la
presente tesis, una sobre-expresién de PGC-1a induce
morfoldgicamente un aumento de los indices de contenido
mitocondrial asi como la expresion de genes nucleares en
células musculares, incluyendo NRF-1, NRF-2, Tfam, UCP-2 y
subunidades nucleares y mitocondriales que codifican
ademas del citocromo ¢, la COX. Estructuralmente, la
citocromo c oxidasa, es una proteina integral de membrana
que incluye varios grupos prostéticos metalicos asi como 13
subunidades, en mamiferos. De estas 13, diez estan
codificadas por genes situados en el genoma nuclear y tres
en el mitocondrial. Durante la actividad contractil del
musculo se induce la biogénesis mitocondrial in vivo en un

periodo aproximado de siete dias. La secuencia de
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acontecimientos se inicia con un aumento de los niveles de
ARNm para Tfam, seguido por una mayor tasa de
importacion de Tfam dentro de la mitocondria y de su unién
al material genético mitocondrial. Este fendmeno va seguido
de un aumento en los niveles de ARNm de la COX, asi como
de su actividad enzimatica (Gordon et al., 2001). La
subunidad I de la COX esta especificamente codificada por el
ADN mitocondrial y se ha considerado una proteina
marcadora de contenido mitocondrial por diversos autores
(Hood et al., 2003).

En nuestro estudio encontramos una disminucién
significativa en los niveles de COXI en el grupo de animales
viejos con respecto a los jévenes. Estas modificaciones han
sido recientemente descritas incluso en el musculo
esquelético de humanos (Crane et al.). Sin embargo no
encontramos una induccidon de la expresion de la citocromo
oxidasa con el entrenamiento en ninguno de los grupos
experimentales (animales jovenes vy viejos). Diversos
autores han descrito incrementos en la actividad de la COX
tras un periodo de entrenamiento tanto en animales jévenes
como en animales viejos (Betik et al., 2008). En todos los
casos, sin embargo, emplearon periodos de entrenamiento
mayores a los utilizados en la presente tesis. Del mismo
modo pudimos verificar que los resultados obtenidos con los
animales silvestres y KO de PGC-1a también presenta las

mismas diferencias encontradas en el modelo de jovenes y
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viejos, una disminucion significativa en los niveles de COXI
en el grupo de animales KO. En este caso el entrenamiento
tampoco indujo un aumento en los niveles de citocromo

oxidasa, fendmeno que achacamos a la duracién del mismo.

Figura V.5: Graficas representativas de la expresion de COXI en animales
jovenes y viejos, silvestres y KO de PGC-1a.
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Recientemente se ha demostrado que la expresién
de distintas kinasas relacionas con la sefalizacién celular en
el proceso de biogénesis mitocondrial tiende a ser mas
elevado en fibras musculares con bajo contenido
mitocondrial, y que este fendmeno se acentla en los
animales y sujetos viejos (Mylabathula et al., 2006;
Thomson & Gordon, 2006; Ljubicic & Hood, 2009). Nuestros
resultados concuerdan con estos estudios y muestran un
paralelismo sorprendente entre los resultados obtenidos en
los experimentos realizados con animales viejos cuando los
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comparamos con los animales KO de PGC-1a. La via que
hemos estudiado es la siguiente: PGCla - NRF1 - Tfam -

COXI/citocromo c.

4. ENTRENAMIENTO AEROBICO Y RENDIMIENTO EN
ANIMALES VIEJOS Y KO DE PGC-1a.

El entrenamiento aerdbico aumenta el volumen de
mitocondrias subsarcolémicas en una proporcion mayor que
la fraccion de mitocondrias intermiofibrilares (Hoppeler,
1986). Diversos autores sefialan como responsables de estas
diferencias, entre las dos poblaciones mitocondriales, al
sistema de importacién de proteinas (Takahashi & Hood,
1996) asi como a la sintesis y degradacion de las mismas
(Hoppeler, 1986). En un estudio clasico de Hoppeler y
colaboradores (Hoppeler, 1986), sujetos inicialmente
sedentarios fueron entrenados durante 6 semanas, 5 veces
por semana, 30 minutos, en bicicleta estatica. La densidad
total de mitocondrias aumenté en un 40% en el musculo
vasto lateral lo que se relaciond con el aumento en el
consumo maximo de oxigeno (Davies et al., 1982). Unos
afios antes, Davies y colaboradores (Davies et al., 1981)
realizaron un estudio en el que se sometid a un grupo de
ratas a un entrenamiento aerdbico de diez semanas y en las
que se determind el contenido mitocondrial, la capacidad
oxidativa del musculo, el consumo maximo de oxigeno y la
resistencia. Los resultados mostraron una mejora de la
capacidad oxidativa muscular de un 100% frente a un 14%
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de mejora en el consumo maximo de oxigeno. Los autores
concluyeron que diversos factores (sistémicos y/o locales)
intervienen para prevenir la completa utilizacion de la
capacidad oxidativa del musculo y que, por tanto, ésta no
era el factor limitante para el consumo maximo de oxigeno.
Aungue el consumo maximo de oxigeno esta indirectamente
relacionado con la resistencia, no se puede considerar un
predictor de la misma. Esta afirmacidon explica las sutiles
mejoras en el consumo maximo de oxigeno asociadas con el
entrenamiento en el estudio de Davies (Davies et al., 1981)
y que contrastan con las significativas modificaciones del
contenido mitocondrial del musculo esquelético. Ese hecho
justifica, que en nuestro modelo de estudio, utilicemos una
prueba de resistencia (Ver materiales y métodos) para
demostrar la mejora en el rendimiento de nuestros animales
tras el periodo de entrenamiento. Como muestra la figura
V.6, los animales entrenados jévenes evidenciaron una
mejora significativa en el tiempo de carrera en la prueba de
resistencia, frente al grupo reposo joven. En las ratas viejas,
también observamos una mejora de las entrenadas frente a
las reposo. Esta mejora en el tiempo de carrera tras el
protocolo de entrenamiento indica que el ejercicio fisico
induce adaptaciones en el musculo esquelético,
preferiblemente, en las mitocondrias, como se ha observado
en diversos estudios previos (Hepple et al., 2003; Wada et
al., 2003; Gomez-Cabrera et al., 2008).
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Figura V.6: Graficas representativas de la prueba de resistencia en

animales jovenes y viejos.
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En el caso de los ratones silvestres y KO de PGC-

la observamos una mejora en el tiempo de carrera en el

grupo de los silvestres entrenados antes y después del

entrenamiento. Pese que el entrenamiento también supuso

una mejora en el tiempo de resistencia en los animales KO

de PGC-1a el porcentaje de mejora fue significativamente

menor que el mostrado por los animales silvestres tras el

entrenamiento.
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Figura V.7: Graficas representativas de la prueba de resistencia en

animales silvestres y KO de PGC-1a.
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Otro dato que consideramos importante comentar
en este apartado es el que hace referencia a los tiempos de
carrera en la prueba de resistencia que realizaron los
animales silvestres y KO de PGC-1a antes del periodo de
entrenamiento. La ausencia del co-activador PGC-1a no
parece interferir en el resultado de la prueba de resistencia
cuando ésta se realiza en animales sedentarios. Sin embargo
cuando el musculo esquelético es estimulado con el
entrenamiento, si que observamos una diferencia muy
significativa entre los animales silvestres y KO de PGC-1a

(tras el entrenamiento).

Los resultados obtenidos al comparar animales KO
de PGC-1 y animales viejos muestran que, en cierta medida,

podriamos considerar que los animales viejos se comportan
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como un KO de PGC-1q, lo que indica que la disfuncionalidad
de este co-activador podria ser la causa de las alteraciones
mitocondriales que se producen en el proceso de
envejecimiento (Ver figura V.8). Del mismo modo hemos
podido comprobar que el entrenamiento aerdbico de corta
duracién no supone un estimulo suficiente para la activacion
del proceso de biogénesis mitocondrial en el musculo
esquelético del animal viejo.

Figura V.8: Esquema del efecto del entrenamiento aerdébico sobre la

cascada de seiializacion implicada en el proceso biogénesis mitocondrial en

el muasculo esquelético de animales KO de PGC-1a y animales viejos.

| Animales KO dePGC-1a | | Animales viejos |

Entrenamiento
aeroébico

X Resistencia aerébica | kResistencia aerdbica |
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5. ESTRES OXIDATIVO MUSCULAR Y ENVEJECIMIENTO.
COMPARACION CON EL MODELO DE ANIMALES KO DE PGC-
la.

Teniendo en cuenta los dos primeros objetivos de
la presente tesis doctoral, nos planteamos estudiar el efecto
del entrenamiento sobre la oxidacion de proteinas
musculares, asi como la expresion de enzimas antioxidantes,
en los distintos modelos experimentales planteados. La
figura V.9 muestra las densitometrias de los westerns
relativos al estudio de la carbonizacién de proteinas, tanto
en los animales KO de PGC-1 como en los jovenes y viejos.
La modificacién oxidativa de proteinas por ERO ocurre en
situaciones tanto fisioldgicas como patoldgicas. Como
consecuencia de dicha modificacion, se introducen grupos
carbonilo en las proteinas por un mecanismo especifico. Los
aminoacidos lisina, prolina y arginina, se oxidan dando lugar
a grupos carbonilo, de modo que el contenido en carbonilos
de las proteinas se puede emplear como un indicador de
dafio oxidativo a las mismas (Stadman, 1992). Otros
aminoacidos como histidina, cisteina y metionina, también
sufren dafo oxidativo, pero no forman derivados de tipo
carbonilo (Stadman, 1992). El dafio oxidativo suele ser
irreversible y puede conducir a la desnaturalizacién de la
proteina (Grant et al., 1993).

Nuestros resultados muestran como el

envejecimiento supuso un aumento en la oxidacidon de
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proteinas musculares. Estos datos refuerzan la relacién entre
el envejecimiento y el aumento del estrés oxidativo que
establecio, a mitad de siglo XX, Rebeca Gershmann. Esta
investigadora argentina, propuso que el envejecimiento se
asociaba a alteraciones moleculares debidas a los radicales
libres. Esa teoria fue elaborada por Denham Harman.
Harman postulé la Teoria de los Radicales Libres en el
Envejecimiento en 1956 (Harman, 1956). La contribucidon de
Harman fue proponer una teoria coherente y completa sobre
el envejecimiento basandose en la accion deletérea de los
radicales libres. Esta teoria fue posteriormente refinada por
Jaime Miquel. Miquel propuso que las mitocondrias eran a su
vez causa de la produccion de radicales y diana de las
acciones deletéreas de los mismos (Miquel et al., 1980). La
teoria mitocondrial del envejecimiento sustenta el objetivo 3
de la presente tesis y ha sido objeto de estudio por nuestro
grupo de investigacion desde hace mas de dos décadas
(Vina et al., 1990). Las sefnales de oxidacidn proteica que
encontramos fueron especialmente visibles en proteinas con
pesos moleculares de 37 y 25 kDa. Esto indica que algunas
proteinas son mas sensibles a la formacién de derivados
carbonilo, bajo nuestras condiciones experimentales, que
otras. También sugiere que cierta forma de dano oxidativo
tiene lugar selectivamente, sin embargo la identificacion de
las proteinas oxidadas en musculo requeriria mas
investigacion. Este hecho puede tener sus consecuencias

fisioldgicas, si se considera que el dafo oxidativo debe ser
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el primer paso en la respuesta adaptativa al ejercicio (Davies
et al., 1982; Rajguru et al., 1994). Volviendo a la figura V.9,
observamos que el entrenamiento no incrementd
significativamente la carbonilacién de proteinas en ninguno
de los grupos de animales estudiados (jovenes y viejos). Sin
embargo, los animales viejos, en condiciones basales, si que
mostraron niveles de carbonilacion superiores a los animales
jovenes. La evidencia de que el entrenamiento no aumenta
el estrés oxidativo se ha consolidado en los ultimos tiempos.
De hecho, nosotros hemos observado que el ejercicio fisico
puede ser considerado un antioxidante, ya que provoca un
aumento de la expresion de las enzimas antioxidantes
(Gomez-Cabrera et al., 2008). En este sentido nuestros
resultados son coherentes con resultados previos de nuestro
grupo de investigacién en los que demostramos que
pequefos niveles de radicales libres generados durante el
entrenamiento, lejos de dafar el musculo esquelético,
activan cascadas de sefializacion celular que median algunas
de las adaptaciones al ejercicio fisico (Gomez-Cabrera et al.,
2008; Ji et al., 2009). El musculo esquelético es uno de los
tejidos con mayor masa del cuerpo, esta formado por células
postmitéticas por lo que presenta una mayor tendencia a
acumular dafo oxidativo (Radak et al., 2001). El hecho de
que el entrenamiento no aumente la vulnerabilidad del
musculo al dafo oxidativo es muy importante ya que las
proteinas modificadas por estrés oxidativo pierden su

funcion fisioldgica y presentan una mayor tendencia a la
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degradaciéon. La acumulacién de estas proteinas puede
condicionar procesos fisioldgicos vitales. Radak vy
colaboradores demostraron en 1999 que el entrenamiento
tiende a aumentar la actividad del proteasoma lo que
sugiere que la degradacién de las proteinas modificadas
oxidativamente es mas efectiva en los musculos de ratas
entrenadas jovenes (Radak et al., 1999). Nuestros datos
muestran esta misma tendencia en los animales jovenes
entrenados aunque no llega a alcanzar significatividad

estadistica.

En relacién a los animales KO de PGC-1a, el
entrenamiento no supuso un aumento de la oxidacién de
proteinas ni en los animales silvestres ni en los modificados
genéticamente. Sin embargo los animales KO mostraron en
condiciones basales unos valores de carbonilacion de
proteinas significativamente superiores a los silvestres
reposo, i.e., el mismo patrén observado para los animales
viejos. El aumento del estrés oxidativo en los animales
deficientes en PGC-1a ha sido descrito previamente por
diversos grupos de investigacién. Una de las funciones
descritas para PGC-1a es la de la estimulacién de la defensa
antioxidante celular (St-Pierre et al., 2006). La regulacién
por parte de PGC-1a de la expresion de enzimas
antioxidantes (Kukidome et al., 2006) y de las proteinas
desacoplantes (Valle et al., 2005) se evidencia por el

aumento de las ERO y del dafio cerebral en los animales KO
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de PGC-1a. El entrenamiento, sin embargo, no supuso un
incremento en los niveles de proteinas carboniladas en los
animales modificados genéticamente. De nuevo, y en este
caso, observamos un paralelismo entre los resultados

obtenidos en el modelo de animales KO y animales viejos.

Figura V.9 Graficas representativas de la carbonilacion de proteinas
musculares en animales jovenes y viejos, silvestres y KO de PGC-1a.
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6. ENTRENAMIENTO AEROBICO Y EXPRESION DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES EN ANIMALES VIEJOS Y KO DE PGC-1a.

El musculo esquelético es muy heterogéneo vy la
actividad de las enzimas antioxidantes varia de acuerdo con
el tipo de fibra. Por ejemplo, las fibras musculares oxidativas

tipo I poseen mayor actividad de todas las enzimas
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antioxidantes que las fibras musculares tipo Ila y IIb
(Powers et al., 1994a). El tipo de fibra muscular es un
importante factor en la determinacion del posible efecto del
entrenamiento en la actividad de las enzimas antioxidantes,
reflejando el reclutamiento de fibras durante el ejercicio y la
capacidad antioxidante intrinseca de cada fibra (McArdle et
al., 2000).

La principales ERO producidas por el musculo
esquelético, durante la contraccién son el radical superéxido
(que se dismuta a peréxido de hidrogeno con mucha
rapidez) y el 6xido nitrico (Leeuwenburgh et al., 1997).

Las enzimas antioxidantes suponen un sistema
importante de mantenimiento del estado redox en la célula.
Diversos autores han demostrado un aumento en su
actividad en respuesta al ejercicio fisico cronico en ratas
jovenes (Leeuwenburgh et al., 1997; Fulle et al., 2004).
Algunos estudios han evaluado el efecto del entrenamiento
aerobico en ratas viejas y los resultados sugieren que existe
una incapacidad para regular las expresion de las enzimas
antioxidantes con el paso de los afios (Fulle et al., 2004). Sin
embargo, otros estudios (Powers et al., 1993) muestran lo
contrario, un aumento en la actividad de la catalasa en
musculo esquelético de humanos y roedores con el
envejecimiento. En este mismo sentido, un entrenamiento
intenso de natacién se ha demostrado que induce la SOD en
miocardio y diafragma de ratas (Powers et al., 1994b;

Lambertucci et al., 2007). En el estudio de Lambertucci y
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cols. (Lambertucci et al., 2007), los autores entrenaron
grupos de ratas de 2 y 21 meses de edad durante 12
semanas. Analizando el musculo séleo de estos animales,
tras el protocolo de entrenamiento, encontraron que la
actividad de la enzima Mn-SOD fue entre 3 y 4 veces mayor
en los musculos de ratas viejas controles frente a las
jovenes controles. En los grupos jovenes observaron un
incremento de 2 a 3 veces en la actividad de la Mn-SOD al
comparar los grupos entrenados y reposo. Sin embargo
cuando compararon los grupos viejos, entrenados y reposo,
no observaron cambios en la actividad enzimatica de la Mn-
SOD.

Otro reciente estudio que evalud la respuesta de la
Mn-SOD al entrenamiento ha sido el del grupo de Gonzalez-
Gallego (Garcia-Lopez et al., 2007). En su modelo de
estudio, ellos analizaron el efecto de la expresidon de enzimas
antioxidantes en células sanguineas mononucleadas
periféricas en dos modelos: sujetos sometidos a un
entrenamiento aerodbico y sujetos sometidos a
entrenamiento de fuerza. Tras 21 dias de entrenamiento se
analizaron tanto la actividad enzimatica como los niveles de
ARNm de las enzimas antioxidantes. Sus resultados
muestran un aumento en los niveles de ARNm en los dos
grupos tras el entrenamiento, mientras que la actividad
enzimatica de la Mn-SOD no presentd cambios en ninguno
de los grupos. El tiempo de entrenamiento fue suficiente

para estimular los niveles de ARNm, sin embargo
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alteraciones en su estabilidad y en la eficiencia de la
translacion del ARNm, explicarian la inefectividad en el
aumento de la expresion de la Mn-SOD.

En nuestros resultados no encontramos cambios
en la expresiéon de la enzima Mn-SOD en los grupos jovenes
y viejos, entrenados y reposo. Sin embargo, en la expresion
de la catalasa encontramos un aumento significativo con la
edad y ningun efecto del entrenamiento, como en otros

trabajos citados previamente.

Figura V.10: Graficas representativas de la expresion de Mn-SOD y catalasa

en animales jovenes y viejos.

140 250 p<0,01

DReposo I 1

120 . Entrenadas p<0,01

D Reposo
. Entrenadas

-

=)

3
N
=3
=3

Mn-SOD
Expresion Protéica (%)
]

G
3

o
S

Catalasa
Expresion proteica (%)
o
5

40

50
20

Jévenes Viejas Joévenes Viejas

Las divergencias de resultados observadas en la
literatura son debidas al tipo de animal, la edad y/o el
musculo esquelético utilizado para los experimentos. Existen
numerosos estudios que han demostrado que la actividad de

la Mn-SOD vy el contenido de la proteina estan aumentados
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con el entrenamiento aerdbico en el musculo esquelético,
mientras los niveles de ARNm no se ven afectados (Oh-ishi
et al., 1997; Hollander et al., 1999). Por su parte el
aumento de la expresion de la catalasa con la edad, puede
ser entendida como un intento en equilibrar el estado redox
gue se sabe se altera con el envejecimiento.

Estudios previos, ya mencionados en este
apartado de la tesis, han demostrado que PGC-1a juega un
importante papel en el mantenimiento del estado redox
intracelular debido a su regulacion en la expresion de
enzimas tales como la SOD y las proteinas desacoplantes
(St-Pierre et al., 2006). Los datos de St. Pierre vy
colaboradores también indican que el H,O, es un estimulo
directo para el aumento de la expresién de PGC-1a. Ademas,
se sabe que durante el ejercicio (sobre todo el que se realiza
hasta el agotamiento) se produce un aumento en la
produccion de radicales libres en el musculo esquelético
(Reid & Durham, 2002; Hellsten et al., 2007), mientras que
el entrenamiento es capaz de aumentar la defensa
antioxidante muscular (Ji, 2002).

Nuestros resultados muestran una diferencia
significativa en el contenido en musculo esquelético de la
proteina Mn-SOD en los animales silvestres cuando se
comparan con los KO de PGC-l1a. No observamos, sin
embargo, ningun efecto en relacién al entrenamiento. Con
relacion a la expresion de la catalasa, observamos un

aumento significativo en los ratones silvestres entrenados
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frente a los reposo y un aumento significativo entre los KO

de PGC-1a reposo frente a los silvestres reposo.

Figura V.11: Graficas representativas de la expresion de Mn-SOD y catalasa
en animales silvestres y deficientes en PGC-1a.
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En un estudio publicado recientemente (Leick et
al., 2008), los autores entrenaron ratones silvestres y KO de
PGC-1a durante 5 semanas. Al evaluar la expresion del
ARNmM de la Mn-SOD, en el musculo cuddriceps de estos
animales, encontraran un aumento significativo del ARNm en
los entrenados frente a sus respectivos reposo, tanto en los
animales silvestres como en los KO. Sin embargo estos
autores no determinaron los niveles de la proteina en su
estudio. Nuestros resultados muestran, sin embargo, una
diferencia significativa, en cuanto a los niveles de la enzima
Mn-SOD, entre los animales silvestres y KO de PGC-1a y

ningun efecto del entrenamiento. Nuestra principal
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conclusién en relacién a los resultados obtenidos, es que
PGC-1a es un co-activador clave para el mantenimiento de
la defensa antioxidante en el musculo esquelético. Del
mismo modo concluimos que un entrenamiento de 5
semanas, aunque es suficiente para aumentar la expresion
del ARNm de la Mn-SOD, es insuficiente para inducir un

aumento en la expresion de la proteina.

7. FUENTES DE RADICALES LIBRES EN EL MUSCULO
ESQUELETICO DE LOS ANIMALES JOVENES Y VIEJOS
DURANTE EL ENTRENAMIENTO FisICO.

La enzima xantina Oxidoreductasa es una
enzima descrita originalmente como una aldehido oxidasa en
1902 (Zimmerman et al., 1988). La xantina 6xidoreductasa
es sintetizada como xantina deshidrogenasa (XDH) y se
mantiene mayoritariamente como tal en la célula, pero
puede convertirse rapidamente en la forma oxidasa (XO)
mediante oxidacién de los residuos sulfhidrilo o mediante
proteolisis. En tejidos sanos, entre un 10 y un 30% de la
actividad total de la enzima procede de la forma oxidasa
(Chambers et al., 1985), pero en determinadas
circunstancias se puede producir una conversién de la forma
deshidrogenasa a la oxidasa. La XO utiliza hipoxantina y
oxigeno (como aceptor de electrones), para dar lugar a
xantina (eventualmente acido Urico) y a radical superodxido;

mientras que la XDH, que es la forma predominante en
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condiciones fisioldgicas, utiliza xantina y NAD* (como aceptor
de electrones) (Zimmerman et al., 1988). Su actividad en
plasma ha sido estudiada durante afos por nuestro grupo de
investigacion. Se sabe que cuando la enzima es liberada al
plasma, se convierte inmediatamente en XO (Tan et al.,
1993). Por lo tanto, tanto la liberacion de la enzima a la
circulacion como la subsiguiente unién a las células
promueven la produccion de ERO. La union de la enzima a la
superficie celular estd respaldada por la demostraciéon de las
consecuencias de su actividad en tejidos que originalmente
presentan poca actividad XOR, de forma que tras aumentar
la liberacion de esta enzima en otros o6rganos, aquellos
presentan un incremento de dafio producido por la XOR
transportada a través de la sangre (Terada et al., 1991;
Terada et al., 1992), y ademas son protegidos por
inhibidores de la XOR (Grum et al., 1986). Asi pues, la XOR
liberada desde odrganos isquémicos es capaz de producir
efectos en 6rganos a distancia, como el pulmdén (Weinbroum
et al., 1995).

Resultados publicados por nuestro grupo de
investigacion, en diversos modelos experimentales,
demuestran un incremento en la actividad xantina oxidasa
en plasma en animales sometidos a un protocolo de ejercicio
fisico agotador. Dicho aumento se previene completamente
cuando tratamos a los animales con alopurinol (Radak et al.,
1995; Vina et al., 2000; Gomez-Cabrera et al., 2005). Varios
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grupos de investigacion, a parte del nuestro, han descrito
este aumento en la actividad XO en plasma tras el ejercicio
(Radak et al., 1995). Parece claro que este incremento en la
actividad de la enzima es un reflejo del dafo a las células
endoteliales. Radak y colaboradores (Radak et al., 1995)
consideran el endotelio vascular no solo una fuente de
radicales libres, durante el ejercicio fisico intenso, sino uno
de los tejidos diana mas sensible a los mismos. Se ha
relacionado un aumento en la produccion de radical
superoxido en el lecho vascular con el aumento de la
actividad xantina oxidasa durante el ejercicio (Hopson et al.,
1995). La enzima interactia con glicosaminglicanos en la
superficie de las células endoteliales (White & Heckler,
1990). Adachi y cols. (1993) (Adachi et al., 1993)
demostraron que la XO se une electrostaticamente a los
glicosaminglicanos en la superficie de células endoteliales en
cultivo, y que esta unién puede ser revertida por el
tratamiento con heparina. Por otra parte también hemos
visto que la inhibicion de la XO con alopurinol previene el
dafio muscular asociado a la practica de ejercicio fisico
agotador tanto en animales (Gomez-Cabrera et al., 2003)
como en humanos (Gomez-Cabrera et al., 2003). Estudios
mas recientes se han centrado en el papel de las ERO
derivadas de la XO y su importancia en los procesos de
sefalizacidn celular y las adaptaciones al ejercicio fisico (Ji et
al., 2004; Gomez-Cabrera et al., 2005).
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En la presente tesis doctoral nos planteamos
determinar el papel de la xantina oxidasa en la generacion
de radicales en un modelo de entrenamiento aerdbico tanto
en animales jévenes como viejos. Con este propdsito
determinamos la actividad XO en plasma de nuestros
animales y observamos un aumento significativo en los dos
grupos de edad, asociados al entrenamiento, mientras que
no hallamos diferencias significativas entre los animales
jovenes y viejos en los grupos reposo. En un trabajo
publicado en el afio 2007 por nuestro grupo de investigacion
(Aranda et al., 2007) si que se observd una tendencia al
incremento en la actividad de esta enzima en el plasma de
animales viejos, sin embargo nuestros resultados no
confirman este hallazgo. En un trabajo previo, los autores
encontraron un aumento de la actividad XO, asi como de su
expresion, en animales viejos reposo, pero en este caso en
anillos aodrticos (Newaz et al., 2006). La distinta edad de los

animales podrian explicar las diferencias encontradas.

La produccibn de ERO derivadas de fuentes
intracelulares durante el ejercicio ha sido ampliamente
descrita (Pattwell et al., 2004), sin embargo nuestros datos
muestran el posible papel de la XO situada en el endotelio
vascular como generadora de radicales libres durante el
proceso de entrenamiento, como vemos en la figura IV.5 de
nuestros resultados. La contraccion muscular puede

aumentar las fuerzas de cizallamiento a las que se somete el
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lecho vascular muscular y es posible que este estimulo
induzca un aumento de la liberacién de xantina oxidasa al
plasma asi como de la produccién de radical superdxido por
esta via (Stofan et al., 2000). En un trabajo publicado en
1996 los autores demostraron un aumento significativo en la
actividad XO en animales jovenes y viejos sometidos a un
entrenamiento de natacién (Oh-ishi et al., 1996). Sin
embargo, en este caso, las determinaciones fueron
realizadas en el musculo diafragma vy la especie estudiada

fueron ratones.

Se han descrito multiples fuentes de radicales
libres en el ejercicio fisico. Aunque la XO sea una fuente que
no contribuye a la produccibn de ERO en cualquier
circunstancia, el significativo incremento en su actividad tras
el entrenamiento muestra que esta via puede ser relevante
para su produccidn no sélo tras un protocolo de ejercicio
agotador sino también durante el entrenamiento fisico (Ji et
al., 2009).
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8- ESTUDIO DEL EFECTO DEL ENTRENAMIENTO SOBRE LA
MIOGENESIS EN EL MUSCULO SOLEO Y GASTROCNEMIO DE
RATAS JOVENES Y VIEJAS SOMETIDAS A UN PROTOCOLO DE
ENTRENAMIENTO AEROBICO DE 3 SEMANAS.

MioD y Miogenina son dos miembros de la familia
de factores reguladores de la miogénesis (FRM). Se sabe
que ambos, tanto MioD como Miogenina, son importantes
para el desarrollo del musculo en el periodo embrionario y
neonatal (Edmondson & Olson, 1993). Mas recientemente,
se ha demostrado su funcidn reguladora en el proceso de
plasticidad, adaptacion y generacién de células en musculo
maduros (Buonanno et al., 1998; Sabourin & Rudnicki,
2000). MioD y Miogenina estan expresadas, a niveles
relativamente altos, durante el primer mes después del
nacimiento y son detectables en musculo esquelético de
animales adultos (Duclert et al., 1991; Eftimie et al., 1991;
Witzemann & Sakmann, 1991; Musaro et al., 1995).

Algunas de las alteraciones en el musculo
relacionadas con el envejecimiento se desconocen vy
representan un evento complejo que puede desembocar en
una alteraciéon de la homeostasis tanto a nivel molecular
como celular. La ausencia de una innervacion apropiada en
algunas fibras musculares y la activacion de las células
satélite constituyen parte de los cambios que se producen

con el envejecimiento (Larsson, 1982; Carlson, 1995;
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Faulkner et al., 1995). Sin embargo, se desconoce si la
denervacién y/o activacidon de células satélites son estimulos
capaces de alterar la expresion de MioD y Miogenina en el

musculo del animal viejo.

Los grupos de Musaro (Musaro et al., 1995) y
Kostrominova (Kostrominova et al., 2000) han demostrado
el acumulo de miogenina en los nucleos de las células
musculares en animales viejos. Tres afios después (Dedkov
et al., 2003), se analizé la expresiéon de MioD y Miogenina en
el musculo esquelético de animales seniles y su relacion con
la pérdida de fuerza muscular. Estos autores constataran un
aumento en la expresion de miogenina en el mdusculo
gastrocnemio de ratas con el paso de los anos. Sin embargo,
la expresion de MioD, no mostré diferencias significativas

con la edad.

En nuestro estudio en el musculo sdéleo, como
podemos observar en las figura V.12, encontramos un
aumento en la expresién de MioD en los joévenes reposo
frente a los viejos reposo y entre los jovenes entrenados
frente a los viejos entrenados. Sin embargo, no encontramos

ninglin cambio significativo en la expresion de miogenina.
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Figura V.12: Graficas representativas de la expresion de MioD y miogenina

en el musculo sdéleo de animales jovenes y viejos.
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Tras una exhaustiva busqueda bibliografica no
hemos encontrado ningun trabajo publicado en el que se
relacione el entrenamiento de animales o sujetos jovenes vy
viejos con la expresiéon de MioD y miogenina. De nuestros
resultados deducimos que los animales jévenes poseen una
mejor plasticidad y capacidad de activacion de células
satélites debido a un aumento en la expresion de MioD. Sin
embargo, no observamos ninguna diferencia, en este factor
miogénico en relacién con el entrenamiento, en ninguno de
los grupos estudiados. Esto nos lleva a pensar que el tiempo
de entrenamiento fue corto para constatar alteraciones en la

expresion de ambos factores reguladores de la miogénesis.

En el mulsculo gastrocnemio, observamos
resultados contrarios a los obtenidos en soéleo. Encontramos

un aumento significativo en la expresion de Miogenina en los
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viejos reposo frente a los jovenes reposo y un aumento
significativo en los viejos entrenados frente a los jovenes
entrenados.

Figura V.13: Graficas representativas de la expresion de MioD y miogenina
en el misculo gastrocnemio de animales jévenes y viejos.
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Al igual que en el caso de MioD, existen muy
pocos trabajos en los que se hayan estudiado los niveles
proteicos de la miogenina en el musculo esquelético
(Kostrominova et al., 2000; Alway et al., 2002; Dedkov et
al., 2003). La expresion de este gen, sin embargo, si que se
ha determinado tanto en ratas como ratones analizando las
modificaciones en el ARNm (Musaro et al., 1995) (Dedkov et
al., 2001) (Lowe et al., 1998). En el estudio de Dedkov y
colaboradores (Dedkov et al., 2003), se demostré que la
expresién de la miogenina en el musculo gastrocnemio de
ratas aumenta con la edad, lo que coincide con nuestros

resultados. Consideramos, por tanto, que el aumento en la
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expresién de miogenina en el grupo de los animales viejos
frente a los jovenes, es un efecto compensatorio de edad,
una manera de minimizar las pérdidas de las células
musculares asociadas al envejecimiento. Del mismo modo
concluimos que un entrenamiento de 3 semanas es
insuficiente para producir cambios tanto en el musculo séleo

como en el gastrocnemio.
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A la luz de los resultados obtenidos, podemos extraer las

conclusiones que se enumeran a continuacién:

1-

En referencia a la mitocondriogénesis, los animales
viejos se comportan como los animales deficientes en
PGC-1a. La cascada de senalizacion que se activa
durante la mitocondriogénesis, PGCla
—NRF1—-Tfam— COXI/citocromo ¢, se encuentra
significativamente alterada, tanto en los musculos de
animales viejos, como en los de animales deficientes
en PGC-1a. La disfuncionalidad de PGC-1a podria ser
la causa de las alteraciones mitocondriales que se
producen en el proceso de envejecimiento.

El entrenamiento aerdbico no supone un estimulo
suficiente para la activacidn del proceso de biogénesis
mitocondrial en el musculo esquelético de los
animales viejos 6 deficientes en PGC-1a.

La carbonilacién de proteinas de bajo peso molecular,
se encuentra significativamente incrementada en el
musculo esquelético, tanto de los animales viejos
como en el de los animales deficientes en PGC-1a. El
entrenamiento aerdbico, aunque induce un aumento
en la actividad de la enzima xantina oxidasa, sin

embargo, no supone un incremento de los niveles de
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oxidacion proteica en ninguno de los grupos
experimentales.

La expresion de la enzima antioxidante catalasa se
encuentra significativamente incrementada en los
musculos de los animales viejos y deficientes en PGC-
1a lo que puede reflejar un mecanismo de adaptacion
al aumento del estrés oxidativo demostrado en ambos
modelos. El entrenamiento aerdbico uUnicamente
induce un incremento en los niveles de catalasa en los
animales silvestres.

El envejecimiento supone una alteracion en la
expresiéon de los factores miogénicos: miogenina y
mioD. Mientras que Ilos niveles musculares de
miogenina se encuentran aumentados en los animales
viejos, los de mioD estan significativamente
disminuidos. Este fendmeno es fibro-especifico y no
se ve afectado por el entrenamiento aerdbico.

El entrenamiento aerdbico resulta insuficiente para
prevenir la disfuncion mitocondrial asociada al

proceso de envejecimiento muscular.
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