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Resumen
La obesidad-osteosarcopenica (OSO) se presenta cuando ocurre una pérdida de la

densidad Osea (osteoporosis), masa y fuerza musculares (sarcopenia), este conjunto
con un aumento en la proporcion de tejido adiposo (obesidad). La OSO provoca una
serie de comorbilidades; siendo la disminucién de la actividad fisica, pérdida de la
movilidad, entre otros. Su origen es multifactorial, siendo de los principales factores
contribuyentes al deterioro musculoesquelético, el sedentarismo, mala nutricién,
factores hormonales y ambientales, inflamacion relacionada con el exceso de tejido
adiposo y la infiltracion dentro del musculo. Esto evidentemente, repercute al
desencadenar estrés oxidante, con lo cual se presenta un desequilibrio homeostatico
del organismo. Existen varias propuestas de tratamientos para retrasar la aparicion de
OSO; entre los que destaca el ejercicio fisico moderado, esto debido a que aumenta la
cantidad y calidad de las fibras musculares, remineraliza los huesos y disminuye el
tejido adiposo. Recientemente surgen diferentes lineas de investigacion; las cuales han
demostrado que la combinacion del ejercicio ligero y la administracion de metformina
retarda la aparicion de la sarcopenia, mediante la disminucion del tejido adiposo y la
regulacion del estado redox. Adicionalmente, se ha confirmado que el tert-
butilhidroquinona (tBHQ), que al ser un antioxidante potencial, modula y previene el
dafio por estrés oxidante. Por lo que para contrarrestar los dafos producidos por la
obesidad sobre el tejido muscular y la densidad mineral 6sea, el objetivo de este trabajo
es realizar diferentes intervenciones, incluyendo la combinaciéon de una rutina de
ejercicio tipo Fartlek, en conjunto con la administracion de metfomina y tBHQ, en un
modelo de ratas hembras (Rattus norvegicus) de mediana edad de la cepa Wistar,
donde inicialmente se utlizaron 84 hembras de 21 dias de nacidas de
aproximadamente 40 grs, las cuales a los 9 meses presentaron OSO, esto generado
por la ingesta de una dieta hipercal6rica. Los resultados demostraron que el triple
tratamiento “ejercicio-metformina-tBHQ”, aumento la masa y fuerza muscular,

disminuyendo el peso corporal, el indice de masa corporal, asi como el porcentaje de



grasa, mejora el estado redox y, en consecuencia, logra aumentar la supervivencia y

calidad de vida los animales.

Abstract
Obesity-osteosarcopenic (OSO) occurs when there is a loss of bone density

(osteoporosis), muscle mass and strength (sarcopenia), this combination with an
increase in the proportion of adipose tissue (obesity). OSO causes a number of
comorbidities; being the decrease in physical activity, loss of mobility, among others. Its
origin is multifactorial, being one of the main contributing factors to musculoskeletal
deterioration, sedentary lifestyle, poor nutrition, hormonal and environmental factors,
inflammation related to excess adipose tissue and infiltration within the muscle. This
obviously has an impact by triggering oxidative stress, which presents a homeostatic
imbalance of the body. There are several treatment proposals to delay the onset of
OSO; among which moderate physical exercise stands out, this because it increases the
quantity and quality of muscle fibers, remineralizes bones and decreases adipose
tissue. Recently, different lines of research have emerged; which have shown that the
combination of light exercise and the administration of metformin delays the onset of
sarcopenia, by reducing adipose tissue and regulating the redox state. Additionally, tert-
butylhydroquinone (tBHQ), which is a potential antioxidant, has been confirmed to
modulate and prevent oxidative stress damage. Therefore, to counteract the damage
caused by obesity on muscle tissue and bone mineral density, the objective of this work
is to carry out different interventions, including the combination of a Fartlek-type exercise
routine, in conjunction with the administration of metfomine and tBHQ, in a model of
middle-aged female rats (Rattus norvegicus) of the Wistar strain. where initially 84
females of 21 days of birth of approximately 40 grams were used, which at 9 months
presented OSO, this generated by the intake of a hypercaloric diet. The results showed
that the triple treatment "exercise-metformin-tBHQ", increased muscle mass and
strength, decreasing body weight, body mass index, as well as fat percentage, improves
the redox state and, consequently, manages to increase the survival and quality of life of

the animals.
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1.-Introduccién
1.1.- Datos Demograficos: Obesidad y Sobrepeso

En la actualidad la incidencia y prevalencia de la obesidad a nivel mundial es
uno de los principales problemas de salud publica esto relacionado, con el
envejecimiento, Por lo que aumentara la demanda de atencidn primaria de salud y de
atencion a largo plazo. El sobrepeso y la obesidad son afecciones cronicas mundiales,
de las cuales se generan multiples enfermedades derivadas de este binomio desde
metabdlicamente, cardiolégicamente, osteoldgicas, neurolégicas etc (OMS, 2024;
GDB, 2019; Okunogbe., 2022).

De acuerdo con los datos y cifras de la OMS 2024, en el afio 2022, una de cada
ocho personas a nivel mundial eran obsesas. Desde 1990, la obesidad se ha duplicado
exponencialmente con creces entre los adultos de todo el mundo, y se ha
cuadriplicado entre los adolescentes. Para el 2022, aproximadamente mas de 2500
millones de adultos (18 afios 0 mas) presentaron sobrepeso y el 16% eran obesos. Sin
embargo, estos datos no solo se han visto reflejados en adultos jovenes, maduros y
seniles. En el 2022, 37 millones de nifios menores de 5 afos padecian sobrepeso.
Mas de 390 millones de nifios y adolescente de 5 — 19 aflos demostraron sobrepeso,
de los cuales 160 millones eran ya obesos (OMS, 2024; GDB, 2019; Okunogbe.,
2022).

Segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) (Barqura, S.,
2012). en México, del 2012, el 32.4% de la poblacién adulta (mayor de 18 afos)
presentaba algun grado de obesidad. En el caso particular de los hombres, se observd

menor porcentaje de obesidad, siendo 26.8% y para las mujeres de 37.5% De



acuerdo con la World Obesity Federation, para el 2019, el 13 % de los adultos a nivel
mundial presentaban obesidad, el 39% poeia sobrepeso y cinco millones de personas
fallecieron a causa de efectos colaterales o propios de la obesidad (World Obesity
Federation, 2022)

Los datos evaluados en el 2022 por ENSANUT (Campos-Nonato, 2023), para
obesidad y sobrepeso, publicaron un aumento considerable, donde la media nacional
de personas con algun grado de obesidad fue de 36.9%, siendo 4.5% mayor que en
2012, para el caso de los hombres y caso de las mujeres en 2022 el 41% presentaban
algun grado de obesidad siendo 3.5% mayor que el afio 2012 (Barqura, S, 2012).

De manera particular, la prevalencia de sarcopenia en la Ciudad de México
(CDMX) es del 10% (Rosas-Garcia, 2021) muy similar a los datos obtenidos por
Espinel, (2018), en donde encontraron que la prevalencia de la sarcopenia fue del
9.90%, siendo de estos el 72.7% mujeres y el 27.3% correspondia a hombres
1.2.-Crecimiento y desarrollo humano: generalidades

Durante el desarrollo del ser humano, como es bien sabido, ocurren cambios en
la composicion corporal, los cuales comienzan a partir de los 20 afios y hacen que
vaya aumentando el tejido adiposo llegando hasta un 60% de aumento a los 80 anos
de edad (Ramirez-Garcia, 2017, Tardif, 2014).

El indice de masa corporal (IMC) es la relacion entre el peso y la talla, este
indice se calcula dividiendo el peso (Kg) de una persona entre la talla indicado en

metros al cuadrado (kg/m?). Este indice es un marcador indirecto de la grasa,



existiendo mediciones adicionales, como el perimetro de la cintura, el cual pueden
ayudar a diagnosticar la obesidad. (OMS, 2024; GDB, 2019; Okunogbe., et al, 2022).

Las categorias del IMC segun la OMS para definir la obesidad varian, en funcién
de la edad y el género, para lactantes, nifios y adolescentes.
1.3.- Poblacién adulta

En el caso de los adultos, la OMS define el sobrepeso y la obesidad asi:

. sobrepeso: IMC igual o superior a 25; y

. obesidad: IMC igual o superior a 30.

En el caso de los nifios, debe tenerse en cuenta la edad al definir el sobrepeso y
la obesidad:
1.4.- Niflos menores de 5 ainos

En el caso de los niflos menores de 5 afos:

. el sobrepeso es un peso para la estatura superior a dos desviaciones
tipicas por encima de la mediana de los patrones de crecimiento infantil de la OMS; y

. la obesidad es un peso para la estatura superior a tres desviaciones
tipicas por encima de la mediana de los patrones de crecimiento infantil de la OMS.

Durante el proceso de obesidad ocurre una redistribucion de los depodsitos de
grasa, pasando de la zona abdominal, a otras zonas y 6rganos del cuerpo. Como lo
son grasa en higado o esteatosis hepatica, ateroesclerosis y esteatosis pancreatica e
infiltrados en el musculo esquelético (Kob, R., et al., 2015).

En el caso de la sarcopenia, esta ha sido asociada a cambios metabdlicos,

inmovilidad, disfunciéon mitocondrial, estrés oxidante e inflamacién sistémica, que



evidentemente contribuyen a déficit musculares relacionados con la edad (Sepulveda-
Loyola, W. et al 2019),

La obesidad también se asocia con cambios endocrinos, debido a que, al
incrementar el numero de depdsitos de grasa, se produce una mayor cantidad de
adipocinas proinflamatorias. conocidas como un estado inflamatorio crénico de bajo
grado, que se caracteriza por una secrecion continua de citosinas a bajos niveles.
Entre las hormonas y moléculas es encuentra la leptina, hormona que promueve la
reduccion de la ingesta energética con lo cual envia sefales endocrinas al cerebro a
partir de la via “lipostato hipotalamico”, enviando una sefal de que el tejido adiposos
es suficiente (Simoén, E., & Del Barro, A. 2002)

Otra hormona secretada por los adipocitos es la adiponectina, cuya funcion es la
reduccion de la ingesta y aumento del gasto energético, ademas estimula la beta
oxidacion, aumenta el metabolismo de la glucosa y tiene funciones anti-inflamatorias,
esto es porque se reducen los niveles de citocinas proinflamatorias, como son el
Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a), Interleucina 6 (IL-6) y Factor Nuclear Kappa
B (NF-kB) y aumenta los niveles de citocinas antinflamatorias (Choi, H.,, et al., 2020,
Tilg,H. & Moschen, A.R., 2006). Como es bien sabido, la obesidad trae consigo la
citotoxicidad a células y 6rganos aledafos. Se sabe que un exceso de lipidos puede
generar procesos apoptéticos en organos como el corazén, higado y pancreas; asi
como, la muerte de células progenitoras del musculo, tales como células satelitales
(Van Herpen, N.A, & Schrauwen-Hinderling , V., et al., 2008, Vettor, et al., R., et al,

2009). Es por ello, que la obesidad este asociada con un estado funcional deteriorado,



mala calidad de vida, altos indices de morbilidad y una creciente mortalidad

independiente de la edad (Rosas- Carrasco, O., et al., 2012).

1.5.- Sarcopenia.

Ademas del aumento del porcentaje de grasa durante el desarrollo y crecimiento
de los seres vivos, también ocurre una pérdida de la masa y de las fibras musculares,
a este desbalance se le conoce como sarcopenia. La cual se ha reportado que inicia
aproximadamente a partir de los 30 afios a los 60 afos de edad. Existe una pérdida
entre un 30 a un 50% de la masa muscular aproximadamente en ese periodo (Ramirez
— Garcia, E., etal., 2017).

El paso de la edad adulta a la vejez se asocia a cambios profundos en la
composicion corporal. De los cambios mas evidentes en la vejez, se destaca la
sarcopenia, que es una condicion multifactorial, definida por los Drs Evans. W. & y
Campbell W., en 1993. Uno de los cambios mas destacados es la pérdida de la masa
muscular esquelética relacionada con la edad, que se traduce a una disminucion de la
fuerza y la capacidad aerdbica; por lo tanto, de la capacidad funcional. Esta pérdida
progresiva aumenta la fragilidad del paciente, es decir, junto con la pérdida de la masa
muscular, en donde al mismo tiempo ocurre una pérdida de la fuerza, alteraciones en
la marcha y pérdida de la una autonomia fisiolégica o funcional, trayendo consigo una
mala calidad de vida y un incremento en el riesgo de morbilidad y subsecuentemente
de mortalidad (Kim, M. Y., et al., 2013). (Liguon, L., et al, 2018), asi mismo la definicidon
operativa de la sarcopenia segun el Grupo de Trabajo Europeo sobre Sarcopenia en

Personas Mayores dice que la sarcopenia es un trastorno progresivo y sistémico del



musculo esquelético tomando en cuenta la funcion muscula, lo cual trae consigo
resultados adversos, como son caidas, fracturas, discapacidad fisica y finalmente la
mortalidad (Cruz-Jentoft, 2019).

La relevancia de este padecimiento es, la dependencia de muchos factores
humorales, hormonales, estilo de vida, nutricion, asi como perdida de unidades
motora. Aunado a esto, también se reconoce que la sarcopenia esta influenciada por el
ambiente inflamatorio y el estrés oxidante (Pokrywka, A., et al 2014). Los factores de
riesgo cardiovascular (es decir, obesidad, diabetes, hipertension y aterosclerosis), se
encuentran asociados con la via inflamatoria mediada por IL-1a, IL-6, IL-8 y el
aumento de la senescencia celular. Ademas, la calcificacion vascular esta vinculada a
una trans-diferenciacion osteoblastica impulsada por SASP de las células senescentes
musculares lisas (Chandrasekaran A., et al 2017; Liguon, L., et al, 2018).

El estrés oxidante es un desequilibrio entre las especies oxidantes y
antioxidantes. Las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS / RNS) son
producidas por varios procesos endoégenos y exdgenos, y sus efectos negativos son
neutralizados por las defensas antioxidantes (Liguon, L., et al, 2018). Estas especies
reactivas, son los segundos mensajeros para el factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-
a) en el musculo esquelético, activando el Factor Nuclear-KB (NF-kB), que induce
directa e indirectamente la inflamacién sistémica, esta inflamacién produce la
apoptosis celular en el musculo, que se asocia con el catabolismo muscular,
disminuyendo tanto la masa muscular como la fuerza. Esta debilidad muscular se
produce a través de dos mecanismos principales: pérdida acelerada de proteinas y

disfuncion contractil (Sepulveda-Loya, W., et al 2019). En particular, la asociacién entre



MMP-1 y ERO vy la importancia de estas interacciones han sido ampliamente
establecidas en la etiologia de enfermedades degenerativas. MPP-1, separa los
componentes estructurales del tejido conectivo y colageno tipo I, Il, Y |l, se detecta
solo en niveles bajos en condiciones fisioldgicas, pero puede ser anormalmente alto en
varias patologias asociadas con la edad (Chandrasekaran A., et al, 2017; Jin, K., 2010;
Finkel, T. 2015).

1.6.- Sistema musculo-esquelético

El sistema musculo esquelético, esta compuesto por haces de fibras musculares
multinucleadas. Cada miofibra esta formada por la fusibn de mioblastos
mononucleares. El sistema musculo esquelético adulto tiene su propia poblacién de
células madre, es decir, células madre satélite muscular (MuSC) (Yamakawa, H., et al
2020).

Se ha descrito ampliamente que conforme se incrementa la edad la densidad
O0sea comienza a disminuir. Se estima que a partir de los 30 afios tanto en hombres
como mujeres comienza a aparecer los principios de osteopenia. Esta pérdida de
densidad Osea se acelera tras la menopausia en mujeres. Como resultado de ello, los
huesos se vuelven mas fragiles y mas propensos a las fracturas, especialmente en la
vejez. Las fracturas osteoporéticas cobran mayor relevancia en los adultos mayores
debido a la mortalidad y morbilidad que generan, siendo fundamentalmente dos
factores: la fragilidad del hueso y el traumatismo (Liguon, L., et al, 2018).

Tanto la pérdida de masa 6sea, al aumentar la fragilidad del hueso, como la

muscular, al facilitar las caidas, contribuirian al desarrollo de las fracturas. Por otra



parte, la masa corporal magra también disminuye entre los 35 y los 70 afios, sobre
todo debido a la pérdida de masa muscular esquelética y a la progresiva disminucion
del numero y el tamano de las fibras musculares.

La pérdida de hueso afecta tanto al hueso trabecular (esqueleto axial) como al
cortical (esqueleto apendicular), lo que produce un adelgazamiento de las trabéculas y
la perforacion y pérdida de conectividad de estas en el primer caso, y la disminucion
del grosor de la cortical y el aumento de su porosidad en el segundo.

El mantenimiento de la masa ésea exige que la cantidad de hueso destruida por
los osteoclastos y la formada por los osteoblastos sean iguales. Cuando en cada
unidad se forma menos hueso del que se destruye (balance negativo), la masa Gsea
disminuye (Riancho, J.A., et al 2005).

En el hueso cortical, demasiado grueso para ser perforado por los osteoclastos,
el fenobmeno sélo llega a afectar al endostio, en el que los osteoclastos pueden
atravesar el sistema de Havers y alcanzar la médula 6sea. Si el fendmeno es
suficientemente intenso, la acumulacion de multiples perforaciones puede dar lugar a
lo que se denomina trabeculacion del endostio (Yamakawa, H., et al 2020).

En el hueso cortical, demasiado grueso para ser perforado por los osteoclastos,
el fenobmeno sélo llega a afectar al endostio, en el que los osteoclastos pueden
atravesar el sistema de Havers y alcanzar la médula 6sea. Si el fendmeno es
suficientemente intenso, la acumulacion de multiples perforaciones puede dar lugar a
lo que se denomina trabeculacion del endostio. El déficit de vitamina K podria

contribuir a aumentar la pérdida de hueso al reducirse sus efectos sobre la



carboxilacion de algunas proteinas de la matriz ésea como la osteocalcina (Olmos-

Martines, J.M., Martinez-Garcia, J., Gonzalez-Macias, J. 2007)

1.7.-Obesidad osteosarcopénica.

La obesidad osteosarcopénica (OSO) es un fendbmeno que se caracteriza por un
aumento del tejido adiposo, una pérdida de la masa 6sea (osteopenia u osteoporosis)
y la pérdida de masa muscular (sarcopenia) en conjunto con la pérdida de fuerza
(dinapenia) (Ramirez et al., 2017, Szlejf et al.,, 2017). Un estudio realizado en la
Ciudad de México (CDMX), reportd que de 434 mujeres mayores de 50 anos, el 33.7%
presentaba sarcopenia,72.6% obesidad y el 77.8% tenia algun grado de osteopenia u
osteoporosis; mientras que el 19% de las mujeres presentaban las tres condiciones al
mismo tiempo (OSO) (Szlejf et al., 2017). Se sabe que el desarrollo de la OSO es
multifactorial, ya que depende de una mala nutricion, generalmente una baja ingesta
de proteina y una alta cantidad de carbohidratos y lipidos; ademas de un estilo de vida
sedentario con poca o nula actividad fisica, factores ambientales, procesos

inflamatorios y estrés oxidante (Stefanaki et al., 2016).

Se reconoce que tanto el estrés oxidante como la inflamaciéon promovidos por el
exceso de tejido adiposo, generan inflamacién crénica de bajo grado debido a la
liberacién constante de citocinas como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la
interleucina-1 (IL-1), la interleucina-6 (IL-6) y la proteina C reactiva. El exceso de tejido

adiposo combinado con un ambiente proinflamatorio produce un bajo recambio en las



proteinas musculares debido a una disminucion de la sintesis de proteinas y un
aumento en el dafio a proteinas miofibrilares y finalmente la degradacion de las

mismas (Steves et al., 2017).

1.8.-Especies reactivas de oxigeno y enzimas antioxidantes

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son una familia de biomoléculas que
contienen oxigeno, son altamente oxidantes, y son generados de manera enddégena y
exégena. De manera exégena pueden ser generados por luz UV, radiacion, drogas y
citotoxicos entre otros. De manera enddégena por enzimas como la xantina oxidasa, el
citocromo p-450, los peroxisomas y las NAPH oxidasas, pero la mayor produccion de
ERO provienen de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria
especificamente en el complejo | y Il (Venkataraman et al., 2013; Halliwell et al.,
2006).

Entre las ERO mas importantes se encuentra el radical superdxido (027), el
peroxido de hidrégeno (H20), que en presencia de metales de transicion como Fe y
Cu, puede generar el radical hidroxilo (*OH) es lo que se conoce como la reaccion de
Fenton (Bae et al., 1997).

La mitocondria es el organelo celular encargado de generar ATP a través de la
fosforilacion oxidativa, la cual se lleva a cabo en la membrana interna mitocondrial
gracias a la funcion de cinco complejos enzimaticos inter membranales: 1.- Complejo |
(NADH oxidoreductasa); 2.- Complejo Il (Succinato deshidrogenasa); 3.- Complejo Il

(citocromo bc1); 4.- Complejo IV (citocromo ¢ oxidasa); 5.- Complejo V (ATP sintasa);
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y dos moléculas acarreadoras de electrones: la coenzima Q (ubiquinona) y el
citocromo C.

En la cadena respiratoria se puede producir fuga de electrones cuando un
electron es secuestrado por un Oy singulete en lugar de pasar al siguiente aceptor
dentro de la cadena, Los sitios con mayor produccion de ERO son el complejo | y el
complejo lll por lo que durante la generaciéon de ATP es inevitable la produccion de
ERO (Martin et al., 2010).

Existen diferentes moléculas que le ayudan a las células y a los tejidos a lidiar
contra de los efectos nocivos de las ERO y en conjunto, forman parte del sistema
antioxidante. Como parte del sistema antioxidante enddégeno de los organismos se
encuentran las enzimas superéxido dismutasas (SOD), el glutation peroxidasas (GPx)
y la catalasa (CAT), entre otras. Mientras que los sistemas no enzimaticos involucran a
las vitaminas C y E, carotenoides (vitamina A), flavonoides y al glutatiéon (GSH) (Lilley
et al., 2014).

Las enzimas antioxidantes son proteinas que regulan la concentracién de ERO.
Como se mencion6 anteriormente, entre las principales enzimas las SOD, tiene como
proposito dismutar dos moléculas O, y reducirlas a H,0..

20,"+2H" — H0,+0,

La CAT se encarga de transformar dos moléculas de H,O, a agua.

2 H,O, — 2 H0 + O3

Y por ultimo la GPx también se encarga de reducir al H,O, a agua, pero
utilizando como cofactor al glutation (GSH), el cual es un antioxidante no enzimatico

muy abundante en la célula.
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H202 + 2 GSH — GSSG + 2 H,0

Se sabe que a pesar de que la CAT y la GPx catalizan la misma reaccién, su
actividad depende de la concentracion de H»O;, en la célula, ya que en condiciones
donde el H,O; se encuentre en concentracién mayores, la CAT tendra mayor actividad
que la GPx, por el contrario, cuando el H,O, se encuentre en bajas concentraciones, la
enzima con mayor actividad sera la GPx (Lilley et al., 2014, Venkataraman et al.,
2013).

En condiciones normales, los niveles de ERO se encuentran regulados por los
antioxidantes, manteniéndose asi, el estado redox en la célula y la homeostasis de los
organismos. Cuando ocurre un desequilibrio significativo, por una elevada produccion
de ERO o una deficiente activacion de antioxidantes, el organismo se encuentra en un
ambiente pro oxidante y las ERO pueden generar dafio a biomoléculas como
proteinas, los acidos grasos y el ADN, a esto se le conoce como estrés oxidante
(Linnane et al., 2006; Dalton et al., 1999).

Actualmente existen diversas terapias tanto farmacolégicas como no
farmacoldgicas, que han sido utilizadas para evitar y revertir la OSO, algunos farmacos
como la metformina o el antioxidante sintético llamado tert-butilhidroquinona (tBHQ);
han sido considerados como posibles terapias farmacoldgicas, mientras que el
ejercicio y una buena alimentacion, siguen siendo consideradas como las mejores

terapias de tipo no farmacoldgicas.
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1.9.- tBHQ

El tBHQ es una molécula con capacidad antioxidante, cuya actividad biolégica
consiste en aumentar la actividad y defensa antioxidante, asi como también la
supervivencia celular (Alarcon et al., 2014, Silva et al., 2017, Li et al., 2014, Tasset et
al., 2010, Namet al., 2013, Posadas et al., 2020).

Uno de los efectos mas estudiados del tBHQ es la activacion de la defensa
antioxidante mediada por la via de sefalizacion Factor Nuclear Eritroide 2
(Nrf2)(Alarcon et al., 2014, Silva et al., 2017, Posadas et al., 2020), ademas, otra parte
de los efectos protectores se basan en la activacion de la via de detoxificacion y
supervivencia que culmina con el factor de transcripcion Factor Nuclear Kappa B
(NFkB) (Silva et al., 2017, Posadas et al., 2020). Nrf2 también aumenta la autofagia,
promoviendo la sintesis de proteinas del autofagosoma como La cadena Ligera 3
(LC3) (LI et al., 2014).

El tBHQ se ha empleado para prevenir la obesidad de ratones sometidos a una
dieta alta en grasas (HFD) ya que reduce el peso, disminuyendo tejido adiposo.Uno de
los mecanismos por el cual se genera esta disminucion es la activacion de la acil-
coenzima A oxidasa-1 (ACOX1), una enzima implicada en la beta-oxidacién de acidos
grasos (Nam et al., 2013). Asi mismo en experimentos in vitro, tanto en hepatocitos
como en mioblastos, se ha utilizado el tBHQ como tratamiento protector contra los
efectos citotdxicos del acido palmitico (Li et al., 2014, Posadas et al., 2020).

Por otro lado, existen reportes que altas dosis de tBHQ o su administracion
durante un tiempo prolongado inducen dafo hepatico (Nam et al., 2013,) y muerte

celular por apoptosis (Eskandani et al., 2014).
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1.10.- Metformina

La metformina (MTF) es un medicamento que pertenece a la familia de las
biguanidas que se ha utilizado por mas de 60 afios para tratar la diabetes tipo Il
(Kulkarni et al., 2020, Wessels et al.,, 2014). Se conocen varios mecanismos de
accion de la MTF, entre los que destacan la inhibicion de la gluconeogénesis,
especificamente de dos enzimas de esta via, la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa y la fructosa 1-6 bifosfato (Valencia et al., 2017, Jung et al., 2017).

Otro mecanismo propuesto, es la Inhibicién del complejo | de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial, lo cual trae consigo un decremento en los
niveles de ATP (Russell et al., 2010, Valencia et al., 2017, Wessels et al., 2014). Al
haber niveles bajos de Adenosin Trifosfato (ATP) se activa la Proteina Cinasa activada
por AMP (AMPK), cuya funcidon es el incremento de la glucdlisis y la beta-oxidacion,
ademas se sabe que puede activar la autofagia mediante la inhibicién de Diana de
Rapamicina en células de mamiferos (mMTOR) (Montalvo et al., 2013, Kalender et al.,
2010, Valencia et al., 2017, Jung et al., 2017).

Por ultimo, uno de los reportes mas interesantes es que la MTF incrementa tanto
la longevidad como la esperanza de vida en ratones sin ninguna otra intervencion, todo
esto debido a un mejoramiento de la sensibilidad de la insulina, diminucion de los
niveles de colesterol y lipoproteinas de baja densidad, asi como la activacién de AMPK
y de la defensa antioxidante (Montalvo et al., 2013).

Actualmente, se ha administrado MTF tanto en modelos animales a una
concentracion de 250 mg/kg de peso diario por 3 meses, como en pacientes diabéticos

una dosis diria de 500 mg 3 veces al dia, en donde se ha observado una ganancia en
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la cantidad de masa muscular, asi como también una disminucién de tejido adiposo,
los resultados de estas investigaciones la han propuesto como buena candidata para
revertir la obesidad sarcopénica (Valencia et al., 2017, Jung et al., 2017, Senesiet al.,
2016). Previamente, un estudio realizado por nuestro grupo de trabajo, demostré que
la MTF mejora la fuerza y la masa muscular en ratas hembra envejecidas (Hernandez
et al., 2019).
1.11.- Ejercicio

El ejercicio es esencial para mantener y mejorar la funcion del musculo
esquelético, lo cual es un factor importante para mejorar la salud y prevenir las
enfermedades relacionas al envejecimiento. (Xia et al., 2023). Por otro lado, en cuanto
a las intervenciones no farmacoldgicas, se sabe que el ejercicio aerébico mejora la
funcién endotelial ya que ayuda a una mejor captacion de oxigeno y nutrientes dentro
de la célula, ademas aumenta la fuerza muscular el tamafio y numero de fibras
musculares y por ultimo remineraliza los huesos (Fritzen et al., 2020, Montero et al.,
2013, Li et al., 2018). Entre las diversas rutinas de entrenamiento, el ejercicio tipo
Fartlek destaca del resto ya que se consigue el mismo gasto energético en un menor
tiempo en comparacién con una rutina aerdbica de baja intensidad, ademas de no ser
tan intensa. Este entrenamiento aerobico consiste en cambiar el ritmo sobre un
determinado intervalo de tiempo (Kumar et al., 2015, Badu et al., 2014). Cuando el
ritmo aumenta, el paciente puede llegar a alcanzar un gasto maximo de oxigeno entre
70% y 50%, y durante el periodo de descanso entre cada incremento del ritmo ocurre

un gasto de oxigeno entre 40 y 30% (Cofré et al., 2016). En cuanto a las rutinas que
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incluyen cambios en la intensidad se sabe que tienen un mayor gasto energético en un
periodo mas corto, lo cual hace una rutina ideal para aquellos pacientes que no
disponen de mucho tiempo para realizar actividad fisica (Kumar et al., 2015, Cofré et

al., 2016).

1.12.-Inflamacién

El sistema inmunolégico esta compuesto por un diversos factores celulares y
moleculares que proveen a los organismos mecanismos de proteccién contra diversos
agentes enddgenos y exdégenos que pueden poner en riesgo las condiciones de salud.
Una de las principales lineas de defensa del sistema inmunoldgico es la respuesta
inflamatoria, la cual tiene como funcién principal reclutar a las células competentes del
sistema inmune, a las zonas donde se ha expuesto a sustancias potencialmente
dafiinas u organismos patégenos. El reconocimiento de las moléculas extrafas
(antigenos) es el principio de la respuesta inmune que culmina en la eliminacién del
antigeno y el inicio de la sefalizacion relacionada con la reparacion del tejido danado.
La respuesta inflamatoria es un mecanismo celular altamente regulado en el cual
intervienen diferentes citocinas y quimiocinas con el objetivo de contrarrestar la
invasion de los patdégenos y la reparacion del tejido (Hatada., et al., 2000). La
respuesta inflamatoria es de corta duracién y una vez que el patdgeno es eliminado la
respuesta se detiene. No obstante, se ha observado que la respuesta inmunologica
disminuye durante el envejecimiento. Esto puede deberse a la disminucion de la

capacidad de regeneracion de tejidos del organismo, que se ha asociado con una
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disminucién del nicho de células madre (Rando et al., 2006). La falta de capacidad
para reemplazar el tejido dafiado también puede deberse en parte a la incapacidad de
un sistema inmunologico envejecido para coordinar adecuadamente una respuesta
protectora.

Durante el envejecimiento se ha observado un incremento en el dafio a diversas
moléculas, lo que genera un incremento en la respuesta inflamatoria, la cual se
convierte en cronica de bajo grado al carecer de una respuesta regulatoria adecuada
y que se ha asociado al proceso de envejecimiento. Se cree que este aumento de
citocinas proinflamatorias en los adultos mayores esta implicado en enfermedades
cronico degenrativas como son la obesidad, hipertensién arterial, osteoartrosis,
enfermedades cardiocerebrovasculares incluso cancer. La tendencia general a la falta
de una respuesta inmunoldgica adecuada puede predisponer a los adultos mayores a
sufrir mayores dafios (Michaud et al., 2013; Framceschi et al., 2000).

El tejido adiposo ha sido tradicionalmente considerado como un tejido inerte, con
la exclusiva funcion de almacenar y liberar la energia. Sin embargo, en los ultimos
anos el tejido adiposo se ha relacionado con otras funciones fisioldgicas entre las que
destacan la secrecion de insulina, la ingesta de alimentos y la inflamacion en
respuesta a diversos factores ambientales y metabdlicos, estas respuestas son
mediadas por diversas citocinas pro-inflamatorias (Frasca y Bomberg, 2020). en
modelos humanos y de roedores con obesidad se ha observado un desequilibrio en el
crecimiento y el tamafo de los adipocitos, donde el tejido adiposo muestra hipertrofia
en comparacion con el tejido vascular circundante. Este desequilibrio produce hipoxia

en la regidn del tejido adiposo, apoptosis, liberacion de quimiocinas y reclutamiento de
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células inflamatorias. Este proceso inicia una inflamacion local, que luego conduce a
una inflamacidn sistémica, lo que se ha relacionado con el desarrollo de una diversidad
de problemas sistémicos en pacientes con obesidad (Khan et al., 2020).

El envejecimiento provoca un aumento del porcentaje de grasa corporal y un
cambio en la distribucién del tejido adiposo, desde las capas subcutaneas a las capas
viscerales. El envejecimiento incrementa el numero de células senescentes y altera el
fenotipo de las células preadipociticas, o que resulta en una secrecion elevada de
citocinas proinflamatorias, que en consecuencia contribuyen a la inflamacion sistémica
(Khan et al., 2020). Lo anterior cobra una relevancia interesante en una poblacion
mundial en la que se ha observado un incremento en la obesidad, el sedentarismo y
una dieta alta en grasas y carbohidratos, que por supuesto también afecta a los
adultos mayores.
1.13.-Hormesis

La hormesis es una estrategia evolutiva que han desarrollado los organismos,
organos y ceélulas, para contrarrestar el estrés ambiental y metabdlico en el que se
desarrollan a lo largo de su vida. El fendmeno hormético se caracteriza principalmente
por presentar una respuesta bifasica que generalmente es dosis dependiente. A bajas
dosis, la respuesta es estimulatoria y a altas dosis la respuesta es inhibitoria. La
respuesta bioldégica ante un estimulo hormético tiene efecto en una diversidad de
procesos fisioldgicos celulares entre los que destacan la proliferacion y crecimiento
celular, la inhibicion de la muerte celular por apoptosis, el incremento en la respuesta

antioxidante y la disminucion de la inflamacién (Calabrese, et al., 2023).
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Existe una diversidad de estimulos fisicos, quimicos, farmacoldgicos y
fisiolégicos que pueden inducir una respuesta hormética. El ejercicio es considerado
un inductor de la respuesta hormética, ya que durante su realizacion se incrementan
los niveles de ERO, los cuales participan de una manera preponderante en la
regulacion de diversos genes involucrados en la respuesta adaptativa de los
individuos, en donde se incrementa la expresion de genes que participan en el
mantenimiento y reparacion del tejido muscular, la biogenésis mitocondrial y la
respuesta antioxidante (Xia et al.,, 2023). La MTF cdmo se ha mencionado
anteriormente, es un farmaco que tiene multiples efectos benéficos sobre la salud.
Algunos reportes han mostrado que la MTF puede tener un efecto hormético, ya que
ha dosis bajas puede inducir la biogénesis mitocondrial en un mecanismo que incluye
la activacion de AMPK y la inhibiciéon del complejo I, lo que tiene como consecuencia
una disminucion en la produccion del radical superéxido Oze- y con ello, una reduccion
en el estrés oxidante, lo que se asociado con un efecto benéfico para la salud
(Emelyanova et al., 2021). Nuestro grupo de investigacion ha reportado que
compuestos como tBHQ son capaces de inducir la respuesta hormética antioxidante
en un mecanismo que implica la activacién del factor de transcripciéon Nrf2. En este
trabajo demostramos que el pre-acondicionamiento con tBHQ en mioblastos de la
linea L6 es capaz de modular el estado redox celular, incrementando la respuesta
antioxidante, este tratamiento reduce la lipotoxicidad del acido palmitico (Posadas et
al., 2020). La evidencia anterior, muestra que los tratamientos horméticos son una
excelente propuesta para contrarrestar los efectos dafiinos que presentan los

individuos con obesidad.
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2.- Pregunta de investigacion.
¢ Podra el ejercicio tipo Fartlek individualmente o en combinacion con la MTF y

tBHQ evitar y/o revertir los dafios asociados a la obesidad osteosarcopénica?

3.-Hipétesis
Se sabe que el ejercicio moderado retarda la pérdida progresiva de musculo

esquelético y que algunas moléculas como el tBHQ inducen la activacion de vias de
respuesta antioxidante y de supervivencia, mientras que el tratamiento con MTF
mejora la funcionalidad muscular y activa la respuesta antioxidante, por lo que se
esperaria que el ejercicio en conjunto con MTF y tBHQ evite la pérdida de musculo,
disminuya la grasa corporal, mejore el estado redox y en consecuencia revierta la

obesidad osteosarcopénica.

4.- Objetivo general
Determinar si el tratamiento de ejercicio, MTF y tBHQ y sus combinaciones

logran prevenir la pérdida de musculo, hueso y fuerza, asi como disminuir la grasa
corporal y mejorar el estado redox en un modelo de obesidad osteosarcopénica

inducido con dieta alta en grasa.

5.- Objetivos Particulares
Generar un modelo experimental con obesidad osteosarcopénica mediante el

uso de una dieta alta en grasa (HFD) y sedentarismo.
Determinar la composicion corporal (pérdida de musculo, hueso y el aumento de

grasa) en ratas de 14 meses con los tratamientos de MTF, tBHQ y ejercicio.
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Determinar la fuerza de agarre a los 14 meses bajo las distintas intervenciones.

Evaluar el perfil bioquimico y los parametros clinicos hematoldgicos asociados al
metabolismo bajo las distintas intervenciones.

Determinar la estructura e integridad de los tejidos susceptibles a dafios por la
OSO como son el higado y musculo.

Evaluar el estado redox en sangre y musculo de ratas de 15 meses bajo las
distintas intervenciones.

Determinar el nivel de inflamacion en sangre y musculo de ratas de 15 meses

bajo las distintas intervenciones.

6.- Material y método
6.1.- Condiciones Animales.

Para el estudio se utilizaron 84 ratas hembra de la cepa Wistar, las cuales
fueron provistas por el Bioterio de la Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa, siendo de una colonia cerrada criada y mantenida en dicho bioterio. Los
ejemplares fueron mantenidos bajo las siguientes condiciones: cuatro animales fueron
colocados por caja de acrilico de 43 x 53 x 20 cm, sometidas a ciclo invertido de luz
oscuridad (12 horas de luz y 12 horas de obscuridad), manteniendo una temperatura
en promedio de 22 £ 2°C, con agua Yy alimento ad libitum (Dieta estandar (Abene BDL-
7100) y Dieta Alta en grasa) Cabe recalcar que todos los procedimientos realizados en
los ejemplares fueron llevados a cabo bajo la normativa establecida por la Guia de los
Institutos Nacionales de la salud para el cuidado y uso de animales de laboratorio

(GINSCUAL, 2011), los principios de la Norma Oficial Mexicana 062-Z00-1999 que
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establece las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio y finalmente los dispuesto en la NOM-087-ECOL-1995 en
materia de disposicion de residuos animales.

6.2.- Establecimiento de los Grupos Dieta estandar, Grupo Alta en Grasay Grupos
con tratamiento.

A los 21 dias de edad, (dia de destete), las 84 ratas fueron distribuidas en dos
grupos: Dieta estandar (SD) (n=24) y grupo de Dieta Alta en Grasa (HFD) (n=60). A los
3, 7y 9 meses se les realizaron pruebas de composicion corporal como mas adelante
se describe y andlisis clinicos hematologicos para determinar alteraciones

metabdlicas.

- . ‘~ \
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| DXA vy analisis clinicos
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Figura A: Conformacion grupos Dieta Estandar (SD) y Dieta Alta en
Grasa (HFD) para la generacion del modelo de Obesidad Osteo-
Sarcopénica (OSO), asi como la temporalidad en la cual se realizaron
los estudios para la caracterizacion de la OSO generada por Dieta Alta
en grasa
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A partir de los 9 meses, seis grupos fueron generados a partir del grupo HFD

como se describe en la siguiente tabla.

metformina

Tratamiento)

y tBHQ (Triple

Num.| Grupo (Nomenclatura) Tratamiento n
1 HFD — SED Dieta alta en grasa sedentarias 12
Dieta alta en grasa sedentarias con
2 HFD — SED + MTF 6
tratamiento de metformina
Dieta alta en grasa sedentarias con
3 HFD — SED + tBHQ 6
tratamiento de tBHQ
Dieta alta en grasa sedentarias con
4 |HFD - SED + MTF+ tBHQ 9
tratamiento de metformina y tBHQ
Dieta alta con régimen de ejercicio
5 HFD — EX 12
tipo Fartlek
Dieta alta con régimen de ejercicio
ftipo Fartlek y tratamiento de| 12
6 | HFD — EX + MTF+ tBHQ

Tabla A: Generacion de los grupos de HFD con sus respectivos
tratamientos, asi como el numero de animales (n=) que se emplearon.
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Los seis grupos fueron inicialmente conformados por 12 animales a excepcion
de los grupos: 2) HFD — SED + MTF, 3) HFD — SED + tBHQ y 4) HFD — SED + MTF+
tBHQ, debido a que no todos los animales alcanzaron los 300 gramos a los 9 meses
(edad en la cual se conformaron los grupos con tratamiento), dadoque pesos menores
a 300 gramos representaron un criterio de exclusién, siendo dos veces la desviacion

estandar del promedio del peso de las ratas del grupo de HFD.

6.3.- Dietas (Dieta Estandar y Dieta Alta en Grasa)

La Dieta Estandar (SD) fue proveida por el Bioterio de la Universidad Autonoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa, la cual consistia en una dieta comercial de la marca
Abene BDL-7100 cuyo contenido nutricional y calérico se expresa en la Tabla B.

La Dieta Alta en Grasa (HFD) fue preparada y basada en los protocolos descritos
por (Bautista et al., 2017), la cual consiste en una dieta obeso génica compuesta con
23.5% de proteina, 20% de grasa animal (40% de grasa saturada), 5% de aceite
vegetal (60.7% grasa polinsaturada, 24.3% grasa monoinsaturada, 15% grasa
saturada y 0% de colesterol), 20.2% de polisacéaridos, 20.2% de monosacaridos, 5%
de fibra vegetal, 5% de minerales y 1% de vitaminas (% p/p), cuyo contenido

nutricional y calérico se expresa en la tabla B.

Macronutriente Dieta Estandar (SD) |Dieta Alta en Grasa (HFD)

Proteina 23% 23.5%
Grasa 4.5% 25%
Fibra 6% 5%

Tabla B: Tabla comparativa de macronutrientes y aporte caldrico por 24
gramo de alimento de la Dieta Estandar y Dieta Alta en Grasa utilizada
para la generacion del modelo de OSO



Carbohidratos 46.5% 40.4%

Aporte cal6rico 3.2 kcal/gr 4.9 Kcall/gr

6.4.- Tratamiento con MTF y tBHQ.

Ambos tratamientos fueron administrados intermitentemente (siete dias por mes,
a partir del mes diez y hasta el mes quince que finalizé el experimento). La MTF fue
preparada diluyendo MTF de la marca PiSA® en MTF en solucion de la marca
Silanes® hasta alcanzar una concentracion de 388 mg/mL, de esta solucion se
administré oralmente a una dosis de 250 mg/kg de peso corporal al dia (Jung et al.,
2017, Senesi et al., 2016), como se ilustra en la figura B.

Por otro lado, el tBHQ de la marca Sigma Aldrich ® se preparo disolviéndolo en
aceite vegetal (usado en la dieta) hasta alcanzar una concentracion de 100 mg/mL,
dicha solucion fue administrada oralmente proporcionando una dosis de 10 mg/kg de

peso corporal al dia (Nam et al., 2013), como se ilustra en la figura B.

6.5.- Rutina de ejercicio.

El ejercicio aerdbico tipo Fartlek es un tipo de rutina caracterizado por cambios
en la velocidad de desplazamiento en diferentes intervalos de tiempo, alternando
incremento y disminucion de la velocidad de desplazamiento. Los animales tuvieron un
proceso de adaptacion a la caminadora (Treadmill control LE8710 PANLAB HARVARD
APPARATUS) y a la rutina a partir del noveno mes , la cual que se explica mas

detalladamente en la tabla C.
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Semana Velocidad Tiempo
1 0 cm/s 10 minutos
2 12 cm/s 20 minutos
3 12 cm/s 30 minutos
4 25 cm/s 30 minutos

Tabla C: Tabla del proceso de adaptaciéon a la caminadora y a la rutina
tipo Fartlek, en donde las velocidades y los tiempos se incrementaba por

semana.

La rutina de ejercicio tipo Fartlek fue realizada desde el mes diez y hasta el mes

qguince que finalizo el experimento, con una sesion de entrenamiento de 30 minutos,

entrenando cinco dias a la semana, como se ilustra en la Figura B. La rutina tipo

Fartlek consisti6 en 10 minutos de calentamiento a baja velocidad (25 cm/s), los

siguientes 10 minutos consistieron en un ejercicio moderado (50 cm/s) y finalmente los

altimos 10 minutos se redujo la velocidad a 25 cm/s (ejercicio ligero).
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Figura B: Temporalidad de los tratamientos de Metformina y tBHQ, asi
como la rutina de ejercicio. Todos los tratamientos comenzaron a los 10
meses en donde se les administraban via oral MTF 250 mg/kg vy
tBHQ10 mg/kg, en conjunto con la rutina de ejercicio tipo Fartlek hasta
los 15 meses cuando concluyé el experimento. Durante todo el
experimento no fue cambiada la dieta para cada uno los grupos.

6.6.- Parametros morfométricos.

Los ejemplares fueron pesado y medidos mensualmente, aunque en las gréaficas
se representan solo los meses 3, 7, 9 y 14 meses, ya que en esos meses se hicieron
las determinaciones para la composicién corporal. El peso, expresado en gramos, asi
como la longitud naso-rectal, expresada en cm, fue utilizada para determinar el indice
de masa corporal (IMC) y el indice de Lee.

Para determinar el IMC y el indice de Lee, se utilizo la longitud naso-rectal en
conjunto con el peso del animal, el IMC se calculd dividiendo el peso del animal
expresado en kilogramos entre la longitud naso rectal expresada en metros al

cuadrado (Kg/m?). El indice de Lee se determiné usando la raiz cubica del peso
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expresado en gramos, dividido entre la longitud naso rectal expresada en cm (¥g/cm).
A pesar de que el IMC es un pardmetro necesario para diagnosticar obesidad en
humanos, también es cominmente utilizado para describir la obesidad en modelos
animales, mientras que el indice de Lee es usado exclusivamente para diagnosticar
obesidad en modelos animales pequefios, donde los autores establecen que los
animales con un indice de Lee mayor a 0.30 son considerados animales obesos
(Suarez et al., 2015).

6.7.- Parametros Bioquimicos.

Los parametros bioquimicos fueron determinados en los mismos tiempos que los
parametros morfomeétricos, a los 3, 9 y 14 meses de edad. Para la obtencion de la
sangre los animales fueron puestos en ayuno durante 8 horas en su periodo de luz
(descanso) para evitar ser estresados, se obtuvieron 200 uL de sangre proveniente de
la vena caudal aproximadamente a 1 cm de la base de la cola, la muestra de sangre
fue analizada inmediatamente para determinar glucosa, colesterol total, Lipoproteina
de Alta Densidad (HD), triglicéridos, creatinina, AST, ALT y GGT, empleando en el
analizador de quimica seca SPOTCHEM EZ analyzer (SP-4430) (Hernandez et al.,

2019).

6.8.- Determinacion de la composicidn corporal (DXA).

Se determind la composicién corporal de los animales analizando: la grasa
corporal, la densidad ésea mineral y la masa magra (sin hueso) mediante el uso de
Absorciometria de doble emision de rayos X (DXA), el equipo consistié en un escaner

Discovery QDR Series, Hologic® Discovery USA (Hernandez et al., 2019), alos 3, 7, 9
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y 14 meses. Antes de cada determinacion el equipo se calibro utilizando un modelo de
rata previamente estandarizado (Hologic Rat Step Phantom P/N 010-0758).Las ratas
fueron anestesiadas 30 minutos antes de cada determinacion, utilizando un coctel de
Ketamina/Xilacina a una concentracién de 43% de Ketamina, 43% de solucion salina y
14% de Xilacina, administrado via intraperitoneal 1 uL/g de peso corporal a cada
ejemplar.

6.9.- Determinacién de fuerza de agarre.

La fuerza de agarre fue evaluada a los 3, 7, 9 y 14 meses de edad, basandose
en los trabajos de Hernandez et al., 2019 y Haulcomb et al., 2017, con algunas
adecuaciones. Se utilizdo un dinamometro digital de la Marca Rhino BAC-20 (PKCh) el
cual fue colocado en posicidon vertical acoplado a una reja de metal con 1 cm de
separacion entre cada cuadricula de metal. Los animales fueron colocados en posicion
vertical uno a uno en la reja de metal, posteriormente fueron jalados de la cola en el
mismo plano vertical. Se registré la maxima tension aplicada antes que el animal
soltara el agarre y se tom6 como la maxima fuerza de agarre, este procedimiento se
repiti6 3 veces por animal y los valores fueron normalizados con el peso individual y
expresados en N/Kg.

6.10.- Citoarquitectura del tejido muscular y hepético.

Se practico eutanasia por decapitacion a los 15 meses de edad y se disectd el
musculo gastrocnemio el cual se encuentra en la extremidad trasera, en la parte
posterior y es el musculo mas superficial, por otro lado también se hicieron laminillas

de Higado. Una proporcion de ellos fueron destinados para evaluar la estructura e
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integridad usando la técnica de tincidn de Hematoxilina/Eosina (H&E). Los tejidos
fueron fijados con formalina neutra al 4% (Solucion de PBS y 4% de formaldehido) y
conservados en refrigeracion a 4 °C, los tejidos fueron posteriormente procesados en
un Procesador Automatico de Tejidos “Leica TP1020” y embebidos en bloques de
parafina, usando un centro de inclusion “Leica EG 1160”, los bloques e tejido
embebidos fueron colocados en congelacion toda la noche a -20°C, al dia siguiente
fueron cortados en el plano transversal en un Microtomo Leica RM 2125RT,
obteniendo cortes de 3 uym para ambos tejidos, los cortes fueron recuperados y
desparafinados en un horno a 100°C por 15 minutos, para su posterior tincién,
utilizando un tren de tincion pasando por xilol, diferentes concentraciones de etanol,
agua destilada, Hematoxilina de Harris, alcohol acido al 5%, 5% de agua amoniacal y
Eosina Amarillenta, para finalizar las laminillas fueron lavadas en etanol y xilol, e
incluidas en resina sintética y se les colocé a cada laminilla un porta objeto (Silva,
2020). Cada una de las laminillas se dejaron secar a temperatura ambiente por 24
horas, para su posterior analisis de citoarquitectura e integridad usando un
microscopio Carl Zeiss Primo Star Image Analyzer Alemania acoplado a una camara
Zeiss Axicam ERc 5S. Para la interpretacion y analisis de las laminillas se presté
mayor énfasis en las porciones del perimisio y regiones centrales en el caso del
musculo y el parénquima del higado, las cuales son regiones muy afectadas durante el

desarrollo de la OSO.
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6.11.- Determinacion de Estado Redox (Cociente GSH/GSSG).

Para la determinacion de la concentracion de glutation reducido (GSH) y
Glutatiéon Oxidado (GSSG) se utilizdé la técnica de Cromatografia Liquida De Alta
Resolucion (HPLC) de fase reversa, en el musculo gastrocnemio y en sangre
provenientes de los ejemplares a los 15 meses, se siguid el protocolo de Hernandez et
al., 2019, con algunas modificaciones en la metodologia, en donde 50 pL de sangre
total fue lisada con 200 pL de Buffer de Lisis (10% de acido clorhidrico/ 1mM BPDS) a
4°C mediante agitacién mecanica en vortex, durante 10 minutos, posteriormente las
muestras fueron centrifugadas a 5000 xg por 10 minutos a 4°C para obtener el
sobrenadante (Porcion proteica), el sobrenadante fue recuperado y alicuotado para su
posterior andlisis en el HPLC. Por otro lado, se tomé 200 mg de musculo gastrocnemio
y se homogenizé con 800 uL Buffer de Lisis previamente descrito, el tejido fue
homogenizado mecanicamente utilizando un homogeneizador de tejidos de la marca
OMNI International “OMNI TISSUE HOMOGENIZER (TH)” por 5 minutos en cama de
hielo, el homogenizado se centrifugdé a 5000 xg por 10 minutos a 4 °C, se recupero el
sobrenadante y se alicuot6 para sus analisis en el HPLC. Se tomaron 50 pyL de ambos
tejidos para ser inyectados y analizados en el HPLC.

Para el andlisis se utilizé un equipo de la Marca “Waters” que consistia en una
bomba binaria “Waters 1525 Binary HPLC Pump” (Waters, Miami, FL, USA) acoplada
a un detector de UV/Visible calibrado a 210nm “Waters 2489 UV/visible detector”, para
la separacion de la muestra la fase estacionaria consistié en una columna “Zorbax
Eclipse XDB-C18 Column” de 4.6 x 250 mm con 5 ym de particula y una fase movil

compuesta de 1% de acetonitrilo y 99% de Buffer De Fosfato Monobasico (20mM de
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KH,PO,) a un pH de 2.7. Durante la corrida de cromatografia se utilizd6 un gradiente

(Flujo variable) el cual consistia un incremento en el flujo y un incremento en la

proporcién de acetonitrilo, el cual se describe en la Tabla D.

Tiempo Flujo Fase movil
1% acetonitrilo y 99% de
0-5 min 1 mL/min
Buffer de Fosfatos
10% acetonitrilo y 90% de
5-8 min | 1.1 mL/min
Buffer de Fosfatos
1% acetonitrilo y 99% de
8-10 min 1 mL/min
Buffer de Fosfatos
Tiempo Flujo Fase movil
1% acetonitrilo y 99%
0-5 min 1 mL/min
de Buffer de Fosfatos
10% acetonitrilo y 90%
5-8 min 1.1 mL/min
de Buffer de Fosfatos
1% acetonitrilo y 99%
8-10 min 1 mL/min
de Buffer de Fosfatos

F Tabla D: Condiciones a las cuales se determind la concentracion de
GSH y GSSG

ara

la determinacion de la concentracion de GSH y GSSG se evaluaron las areas bajo la

curva de los cromatogramas y se compararon con las curvas de calibracién, las cuales
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fueron establecidas, utilizando estandares de GSH y GSSG a concentraciones de 5,
10, 25, 50, 100, 200 y 400 pM.
6.12.- Determinacién de los niveles de adiponectina.

Los niveles serologicos de adiponectina fueron analizados en las ratas tratadas
bajo los distintos tratamientos a los 15 meses. Para la determinacion de la
concentracion de adiponectina se utilizaron 2 uL de suero el cual fue diluido 1:800 y de
esa dilucién se tomaron 50 pL de cada muestra. Para este ensayo se utilizé un kit

comercial de la marca Abcam “ab108784-Adiponectin Rat Elisa Kit” USA.

6.13. Anédlisis estadistico.

Para la presentacién de todos los resultados se determiné y graficd el promedio
incluyendo la desviacion estandar (+) de cada uno de los grupos de estudio. En el caso
de las curvas de crecimiento poblacional se determinaron utilizando una correlacién
polinomial. Para la determinacion de la diferencia estadistica entre grupos se utilizé
una prueba de ANOVA seguida de una prueba post hoc Holm-Sidak; para la
construccion de las graficas y el anadlisis estadistico se utilizé la paqueteria de
GraphPad prism 8.0. Para determinar la diferencia estadistica se utilizé un grado de

significancia de p< 0.05.
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7.Resultados
7.1.- Establecimiento del modelo de obesidad osteo-sarcopénica (OSO) generada

por dieta alta en grasa (HFD).
7.1.1.- Determinacion de los parametros morfométricos en los grupos de dieta
estandar (SD) y dieta alta en grasa (HFD).

El establecimiento de la OSO en el modelo de ratas sometidas a HFD fue
determinado comparando los pesos del grupo experimental contra los pesos del grupo
SD. En la figura 1(a) se muestra la curva de crecimiento polinomial del peso corporal
determinado en diferentes temporalidades en los grupos alimentados con SD y HFD, la
grafica comienza desde los 21 dias hasta los 9 meses de edad. A los 3 meses de edad
existe una diferencia estadistica significativa en donde el grupo HFD es 7% mas
pesado que el grupo SD (p = 0.035) y esta diferencia se duplica a los 4 meses, en
donde el grupo HFD es 14% mas pesado comparado con el grupo SD (p = 0.002),
finalmente esa diferencia se vuelve mas notoria a los 9 meses donde le grupo HFD es
34% mas pesado que el grupo SD (p = <0.001). En la figura 1(b) se muestra la longitud
naso-rectal de ambos grupos a los 3, 7 y 9 meses de edad. Los resultados
demuestran que ambos grupos aumentan su longitud naso rectal a lo largo del tiempo
(10% de la longitud), pero no se encontré diferencia estadisticamente significativa
entre los dos grupos comparandolos a los 3, 7 y 9 meses, lo cual indica que ambos

grupos aumentan lalongitud en la misma proporcion independiente a la dieta.
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Figura 1. Peso corporal y longitud naso rectal de SD y HFD. El peso (a) y la longitud (b) se evaluaron en ratas
alimentadas con dieta estandar (SD) y dieta alta en grasas (HFD). Las curvas de crecimiento se establecieron mediante un
ajuste exponencial (RZ). Las diferencias significativas entre los grupos con respecto a la HFD se marcan con *. El valor
exacto de probabilidad se indica en el grafico. Las comparaciones se establecieron utilizando ANOVA y un post hoc de
Holm-Sidak, SD n = 24, HFD n = 60, * p < 0.05.

En la figura 2(a) se observa que a partir de los 3 meses de edad, el grupo de
ratas alimentadas con HFD aumentaron su IMC 20% en relacion con el grupo de SD (p
= 0.006). Al evaluar el IMC de los grupos HFD a los 7 meses de edad, el incremento
fue de 23% (p = 0.003) y a los 9 meses corresponde a un 37% (p = <0.001) de
aumento con respecto al grupo SD. Al evaluar el indice de Lee alos 3, 7 y 9 meses de
edad (Figura 2(b)) el grupo de HFD a los 3 meses presenta un aumento de 2% con
respecto al grupo SD (p = 0.005), al evaluar el resto de los meses se observd una
diferencia mayor a lo largo del tiempo, donde a los 9 meses el grupo HFD presenta un
indice mayor, 7% que el grupo SD (p = <0.001). Cabe destacar que aquellos animales
con un indice de Lee mayor a 0.30 son considerados animales obesos, en este caso el
grupo de HFD presentaba un indice de (0.319) a los 3 meses y a los 9 meses este
indice aumentaba hasta (0.337) lo cual indica que el grupo de HFD puede

considerarse obeso desde los 3 meses.
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Figura 2. IMC e indice de Lee de SD y HFD. El IMC (a) y el indice de Lee (b) se grafiaron como media y desviacién
estandar. Los datos se evaluaron en ratas alimentadas con dieta estandar (SD) y dieta alta en grasas (HFD). Las
diferencias significativas entre los grupos con respecto a la HFD se marcan con *. El valor exacto de probabilidad se indica
en el grafico. Las comparaciones se establecieron utilizando ANOVA y un post hoc de Holm-Sidak n = 10, *p < 0.05.

7.1.2.- Composicion corporal y fuerza de agarre de las extremidades delanteras de
los grupos SD y HFD.

En la figura 3(a) se grafica la grasa corporal determinada mediante el uso del
DXA, se puede observar que a los 3 meses el grupo con HFD presenté un promedio
de 29% de grasa corporal, siendo un 13% mayor que el grupo SD (p = <0.001). Al
evaluar el porcentaje de grasa a los 7 meses, el grupo de HFD present6 41% de grasa
corporal lo que significa un una diferencia del 19% con respecto al grupo SD (p =
<0.001), por ultimo a los 9 meses, las ratas del grupo HFD presentaron 48% de grasa
corporal, lo que representa un 23% mas grasa en comparacién con los animales del
grupo SD (p = <0.001). Ademas, se compararon los porcentajes de grasa con los
puntos de cohorte establecidos por Rios, 2019 y Collins, 2016, donde determinan que
aquellos animales con un porcentaje de grasa corporal mayor a 30% o mas se

consideran como animales obesos. Tomando en cuenta el punto de cohorte de 30%, a
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partir de los 7 meses edad el grupo de HFD puede ser considerado como obeso, por
otro lado, los animales con dieta SD, no presentaron obesidad en ninguno de las tres
edades evaluadas. Otro parametro evaluado por el DXA fue la densidad mineral 6sea,
en donde a partir de los 7 meses el grupo HFD presenta una diferencia
estadisticamente significativa con respecto a los animales bajo dieta SD, debido a que
al ser evaluados durante el tercer mes presentaban un porcentaje de 3.9% y 3.7%
(Grupo de SD y HFD respectivamente). Esta diferencia aumenta a partir de los 7
meses, en donde el grupo HFD presenta un porcentaje de densidad mineral 6sea de
3.4% un 0.4% menor que el grupo de SD (p = 0.045). A los 9 meses de edad, los
animales sometidos a HFD disminuyeron a un promedio de 3.3% de densidad mineral
0sea, lo que se refleja en un 0.7% menor cantidad de hueso con respecto a los
animales bajo SD (p = <0.001). De igual manera se tomaron en cuenta los criterios
para determinar los puntos de cohorte (Giknis, 2008), en donde porcentajes de
densidad mineral 6sea menores a 2.5 desviaciones estandar en relacion con el valor
del promedio de una rata joven alimentadas con SD. Al tomar en cuenta esos criterios
se obtuvo el valor del punto de corte el cual fue 3.56% y aquellos porcentajes menores
eran considerados como animales con osteoporosis, en el caso de los animales con
HFD a partir de los 7 meses presentaron un porcentaje de densidad mineral 6sea
menor al punto de cohorte o que nos sugiere que a partir de los 7 meses presentaban
osteoporosis, mientras que el grupo de SD en ninguna de las 3 edades valuadas

presento valores menores a 3.56%.
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Figura 3. Grasa corporal y densidad mineral 6sea de SD y HFD. Porcentaje de grasa (a) y hueso (b) graficando como
media y desviacion estandar. Los datos se evaluaron en ratas alimentados con dieta estandar (SD) y dieta alta en grasas
(HFD) como se describe en la secciéon de metodologia. La linea punteada representa el punto de cohorte, grasa:
establecido en 30%, hueso: establecido con los valores medios de rata adulta joven a los 9 meses menos dos
desviaciones estandar y media. Las diferencias significativas entre los grupos con respecto a la HFD se marcan con x. El
valor exacto de probabilidad se indica en el grafico. Las comparaciones se establecieron utilizando ANOVA y un post hoc
de Holm-Sidak, n = 10, *p < 0.05.

El ultimo valor que puede determinar indirectamente el DXA es la masa grasa
total sin hueso, la cual se calcula restando los valores de masa magra total menos los
valores de hueso, el cual se puede tomar como un valor representativo de la cantidad
de musculo que presenta cada ejemplar. En la figura 4(a) se observa que a los 3
meses disminuye el porcentaje de masa muscular del grupo HFD (66.6% de musculo),
siendo un 13% menor que la masa magra de los animales sometidos a SD (p =
<0.001). Este descenso de masa muscular se mantiene a lo largo del tiempo en ambos
grupos pero es mas drastico en el grupo HFD en donde a los 7 meses presenta 54.8%
de masa magra, siendo un 19% menor que el grupo SD (p = <0.001). Alos 9 meses de
edad, los animales sometidos a HFD presentaron un porcentaje de masa magra de un
47.84%, lo cual significa un 22.8% menor cantidad de masa magra que los animales

sometidos a SD (p = <0.001). Al igual que el hueso y la grasa corporal, se
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determinaron puntos de cohorte para determinar la sarcopenia bajo los parametro
establecidos por (Mena, 2021), en donde aquellas ratas con un porcentaje de masa
magra menor a dos desviaciones estandar con respecto al promedio de la masa magra
de ratas adultas de 9 meses, con esos parametros se determind que el punto de
cohorte se encontraba en 55.6% y aquellos animales con un porcentaje menor eran
considerados organismos pre-sarcopéenicos, ya que se requiere disminucion de la
fuerza y masa muscular para diagnosticar la sarcopenia. En el caso de los animales
alimentados con HFD ocurrié una péerdida significativa de masa muscularalos 7y 9
meses lo cual permite sugerir que presentan un estado pre-sarcopéenico desde los 7
meses de edad, mientras que el grupo de animales con SD no perdi6 masa magra
durante los 3 periodos de edad evaluados.

Como se menciond previamente, para diagnosticar la sarcopenia se requiere de
la disminucion de masa muscular y de fuerza, por eso a los 3, 7 y 9 meses se
determiné la fuerza de agarre como variable para diagnosticar la péerdida de fuerza
(dinapenia). En la figura 4(b) se grafica la fuerza de agarre en los 3 periodos de edad
antes mencionados. A los 3 y 7 meses no se encontré una disminucion de fuerza
estadisticamente significativa del grupo HFD con respecto al grupo SD; sin embargo,
al evaluar la fuerza de agarre a los 9 meses, el grupo HFD mostré una disminucién de
un 35% con respecto al grupo SD (p = 0.002). Los promedios fueron comparados con
los puntos de cohorte para diagnosticar dinapenia, en donde se determiné que el valor
del punto de cohorte era de 24.7 N, ninguno de los grupos de dieta en ninguna edad
evaluada presentaron un disminucién menor al valor del punto de cohorte, siendo el

promedio del grupo HFD a los 9 meses el valor mas bajo (30N).

39



©
o
1
~
<

p =<0.001

o T
o * p =<0.001 p = <0.001 2
2 8 604 p =0.002
c 754 * 2
‘» a 504
o g
2 60- < 404 ‘
© =)
% $30'
845- z i-oo.onoooo-oooonoooo-ooo
o S 20+
° s
S 30 T T T 10 r T T
3 meses 7 meses 9 meses 3 meses 7 meses 9 meses
B SD B SD
B HFD B HFD

(a) (b)

Figura 4: Masa magra sin hueso y fuerza de agarre de SD y HFD. Masa magra sin hueso (a) y fuerza de agarre (b)
graficados como media y desviacién estandar. Los datos se evaluaron en ratas alimentadas con dieta estandar (SD) y
dieta alta en grasas (HFD) como se describe en la metodologia. La linea punteada representa el punto de cohorte, la
masa magra y fuerza: establecida con los valores medios de rata adulta joven a los 9 meses menos dos desviaciones
estandar. Las diferencias estadisticas significativas entre los grupos con respecto a la HFD se marcan con *. El valor
exacto de probabilidad se indica en el grafico. Las comparaciones se establecieron utilizando ANOVA y un post hoc de
Holm-Sidak, n = 10, *p < 0.05.

7.1.3.- Consumo de alimento y agua en los grupos SD y HFD.

El consumo de alimento se determin6é por semana y posteriormente se hizo un
promedio mensual (Figura Suplementaria 1a.) En la figura se observa que durante el
primer mes , el grupo de animales con SD, consumié mas alimento (30%) comparado
con el grupo HFD (p = <0.001), esta diferencia se conservd a lo largo del tiempo
siendo 15% mayor en el segundo mes, 26% mayor al tercer mes y 24% mayor al
cuarto mes (p = <0.001), posterior al cuarto mes, no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre ambos grupos. Por otro lado, también se determiné el
consumo de Kcal mensuales, que se calcul6 multiplicando los gramos de dieta
consumida por el aporte caldrico por gramo de cada dieta. Los resultados arrojaron
que el grupo de animales sometidos a HFD consumié una mayor cantidad de Kcal

durante los primeros nueve meses del modelo, en donde en el primer mes el grupo de
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HFD consumié mayor cantidad de kcal siendo un 14% mas que el grupo SD (p =
0.012), en el mes dos aumentd el consumo siendo 28% mayor con respecto al grupo
SD (p = 0.001), en el mes tres de igual forma el consumo fue mayor en grupo HFD con
respecto a SD siendo 17% mayor (p = 0.001), este consumo se mantuvo hasta el
noveno mes , donde el grupo con HFD consumié un 34% mas Kcal en comparaciéon
con los animales con SD (p = <0.001).

De igual manera se registr6 el consumo de agua para asi poder evaluar
alteraciones en el metabolismo (polidipsia). Los valores se graficaron en la Figura
Suplementaria 1c, y se observa un mayor consumo de agua en el grupo SD. Durante
el primer mes un 46% mayor consumo (p = 0.003), en el segundo mes el grupo SD
consumio 26% mas de agua (p = 0.008) y en el tercer mes hubo una disminucién
diferencial porcentual, en donde el grupo SD consumié 17% mas que los animales
alimentados con HFD (p = 0.008). Por su parte a partir del cuarto mes no se aprecian
diferencias estadisticas significativas. Estos resultados nos indican que el consumo de
alimento expresado en Kcal es mayor en el grupo HFD en todos los meses en
comparacioén con el grupo de dieta estandar, a diferencia con el consumo de agua en

donde los primeros tres meses es mayor en el grupo SD pero esta diferencia se pierde
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Figura Suplementaria 1:Consumo de alimento y agua. Consumo de alimento expresado en g (a) o Kcal (b), y consumo de agua (c), representado
como media y desviacién estandar evaluados en ratas alimentadas con dieta estandar (SD) y dieta alta en grasas (HFD). Las curvas de crecimiento
se establecieron mediante un ajuste exponencial (RZ). Las diferencias estadisticas significativas entre grupos con respecto al grupo HFD se marcaron
con * El valor de probabilidad exacto se indica en el grafico (Las comparaciones se establecieron mediante el uso de ANOVA 'y una prueba post hoc

de Holm-Sidak n = 24, DFH n = 60, *p <0,05)

7.1.4.- Determinacidon de parametros bioquimicos en ambos tipos de dietas.

Se evaluaron las enzimas transaminasas como marcadores de dafno hepatico,
en particular la aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y
gama-glutamil transpeptidasa (GGT). Asi como otros marcados hematoldgicos para
determinar alteraciones en el metabolismo como triglicéridos, creatinina y glucosa, a
los 3 meses y 9 meses. Los valores se presentan en la tabla 1. Algunos parametros
como HDL disminuyeron a los meses 3 y 9 meses, mientras que ALT disminuyo solo a
los 9 meses, otros parametros como trigliceridos aumentaron a los 9 meses en el
grupo HFD, pero ninguno de esos parametros estaba fuera de los rangos reportados
por Giknis, 2008, siendo rangos propios de la cepa utilizada en diversos rangos de

edad.
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SD3M
AST (UIL) 30.20 + 8.58
ALT (U/L) 11.8+2.49
GGT (U/L) 122+1.78
Colesterol 602+119
HDL mg/dL 18.05

Triglicéridos mg/dL 51+6.63

Creatinina mg/dL 0.28 + 0.04

Glucosa mg/dL 107.8 +8.31

HFD 3 M

36.6 +5.03

11.0+£1.73
11.0+£1.73
50.6+ 1.51
102+ 083 A
352+ 155
0.38+0.16
104.8 £ 13.29

SD9M

418+ 3.49

20.4+3.71
14.0 +4.06
73.8+822
23.8+4.49
46.8 £8.25
0.28+0.10
94.4+10.33

HFD9 M

50.6.0+9.76

136+45A

11+ 1.41

58.8 + 12.52
134+421B

922+17.94A
0.28+0.13

102 £ 10.44

A=0.007 B=0.001

A=<0.001

Tabla 1. muestra la media y la desviacion estandar de GOT, GPT, GGT, colesterol, HDL, triglicéridos, creatinina y glucosa
determinada en ratas alimentadas con dieta estandar (SD) y dieta alta en grasas (HFD). Las diferencias estadisticas
significativas entre los grupos con respecto a la HFD se marcan con *. Se indica el valor exacto de probabilidad. Las
comparaciones se establecieron utilizando ANOVA y un post hoc de Holm-Sidak n = 10, *p < 0.05.

7.2.- Tratamientos horméticos para revertir la obesidad osteosarcopénica.

El consumo de HFD durante 9 meses efectivamente genera un modelo de

obesidad-ostesarcopenica, representado por el aumento de la grasa corporal, la

disminucién en el porcentaje de musculo y hueso desde los 7 meses, aunque la

disminucién de fuerza solo se encontr6 a partir de los 9 meses.

Alos 9 meses, el grupo de ratas con HFD fue dividié aleatoriamente en 6 grupos

nuevos, los cuales fueron sometidos a los distintos tratamientos, como se menciond

anteriormente en la seccion de material y método. Se excluyeron a las ratas que

pesaban menos de 300 g. Los tratamientos se efectuaron desde los diez hasta los

quince meses de edad, momento en el que se eutanasiaron los animales; los tejidos

fueron diseccionados y almacenados a -80°C hasta su procesamiento. De igual forma

se evaluaron las variables previamente mencionadas en todos los grupos incluyendo

SD y HFD.
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7.2.1. Parametros morfométricos de grupos HFD con diversas intervenciones.

En la figura 5(a) se grafica el peso corporal registrado en cada uno de los 6
grupos de HFD posterior a las distintas intervenciones a los 14 meses de edad. Los
resultados mostraron una disminucién del peso corporal en todos los tratamientos,
aunque solo el grupo HFD + EX + MTF + tBHQ (triple tratamiento) presenté diferencia
estadistica significativa comparandolo con el grupo HFD — SED, 24% de disminucion
en el peso corporal (p = 0.046). No se encontraron diferencias en el tamafio de los

ejemplares (longitud naso rectal) bajo ninguna intervencién, Figura 5(b).
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Figura 5: Peso corporal y longitud nasorrectal de los grupos HFD y sus tratamientos. Peso (a) y longitud (b)
graficados como media y desviacion estandar. Los datos fueron evaluados en ratas (HFD) y los respectivos
tratamientos a los 14 meses de edad como se describe anteriormente. Las diferencias estadisticas significativas entre los
grupos con respecto a la HFD-SED se marcan con *. El valor exacto de probabilidad se indica en el grafico. Las
comparaciones se establecieron utilizando ANOVA y un post hoc Holm-Sidak post hoc. Peso corporal: HFD-SED n = 8,
HFD-SED + MTF n = 5, HFD-SED + tBHQ n = 4, HFD-SED + MTF + tBHQ n = 11, HFD + EX n = 11, HFD + EX + MTF +
tBHQ n =8, longitud n =5, *p < 0.05.

En la figura 6(a) se presenta el IMC, el cual disminuyé después de todas las
intervenciones, comenzando por el grupo HFD — SED + MTF que tuvo una disminucioén
del 24% en su IMC (p = 0.034), seguido del grupo HFD — SED + tBHQ el cual

disminuyé el IMC en un 28% (p = 0.026), mientras que el grupo de HFD — SED + MTF
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+ tBHQ, disminuy6é un 21% el IMC (p = 0.034) con el respecto al grupo HFD sin
tratamiento. Por otro lado, el grupo con tratamiento de ejercicio HFD + EX disminuyé
76% (p = <0.001) y por ultimo, el grupo HFD + EX + MTF + tBHQ (triple tratamiento)
redujo el IMC en un 41% (p = 0.004).

Asi mismo, todos los tratamientos lograron disminuir el indice de Lee, Figura
6(b). ElI grupo HFD — SED + MTF tuvo una disminucion del 6% (p = 0.038), el HFD —
SED + tBHQ disminuy6é 8% (p = 0.031), el grupo de HFD — SED + MTF + tBHQ,
disminuy6 7% (p = 0.038), el grupo con tratamiento de ejercicio HFD + EX disminuy6
20% (p = <0.001) vy, el grupo HFD + EX + MTF + tBHQ (triple tratamiento) redujo el
indice de Lee en un 16% (p = 0.002).

El indice de Lee permite determinar si un animal es obeso cuando los valores
son mayores a 0.30, y, a pesar que todos los tratamientos logran disminuir el indice de
Lee, los valores aun siguieron siendo muy elevados por lo consiguiente se siguen

considerando como animales obesos.
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Figura 6: IMC e indice de Lee de los grupos HFD y sus tratamientos. El IMC (a) y el indice de Lee (b) graficados como
media y desviacion estandar evaluadas en ratas con HFD y los tratamientos respectivos a los 14 meses de edad. Las
diferencias estadisticas significativas entre los grupos con respecto a la HFD estan marcadas con *. El valor exacto de
probabilidad se indica en el grafico. Las comparaciones se establecieron utilizando ANOVA y un post hoc de Holm-Sidak n
=5, xp <0.05.

7.2.2. Composicién corporal y Fuerza de agarre de las extremidades anteriores en
los grupos de HFD bajo las distintas intervenciones.

Se determind la composicion corporal de los 6 grupos HFD bajo las distintas
intervenciones a los 14 meses. Al evaluar el porcentaje de grasa corporal, en la figura
7 se observa una disminucion estadisticamente significativa en los grupos que
incluyeron entrenamiento tipo Fartlek, reduciendo el porcentaje de grasa corporal. El
grupo HFD + EX presenté un 42.2% de grasa corporal, lo que significa una
disminucion del 12% en comparacion con el grupo HFD — SED (p = 0.015). Por otro
lado, el grupo HFD + EX + MTF + tBHQ (triple tratamiento) tuvo 43.8% de grasa
corporal, lo que representa una disminucion del 11% (p = 0.015). A pesar de que se
logré reducir el porcentaje de grasa corporal, los tratamientos que incluian ejercicio no
lograron disminuir el porcentaje de grasa menor al 30%, el cual es el punto de cohorte
para ser considerados como animales obesos establecido por Rios en 2019 y Collins
en 2016; por lo tanto, los animales de todos los tratamientos continuaron siendo
animales obesos. En la figura 7(b) se grafica la densidad mineral 6sea, observandose
un ligero aumento de porcentaje de hueso en todos los tratamientos, sin embargo, este
no fue estadisticamente significativo, por lo que ninguno de los tratamientos logré

revertir el estado osteoporatico.
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Figura 7: Grasa corporal y densidad mineral 6sea de los grupos HFD y sus tratamientos. La grasa corporal (a) y la
densidad mineral dsea (b) se determinaron en ratas con HFD y los tratamientos respectivos a los 14 meses de edad. La
linea punteada representa el punto de cohorte, grasa: establecido en 30%, hueso: establecido con los valores medios de
rata adulta joven a los 9 meses menos dos desviaciones estandar y media. Las diferencias significativas entre los grupos
con respecto a la HFD estan marcadas con *. El valor exacto de probabilidad se indica en el grafico. Las comparaciones
se establecieron utilizando ANOVA y un post hoc de Holm-Sidak n =5 * p < 0.05.

Al evaluar el porcentaje de masa magra sin hueso, se observé que solo los
tratamientos que incluyeron a la rutina de ejercicio lograron aumentar el porcentaje de
masa magra comparados con el grupo HFD sin intervencion. En la Figura 8(a) se
observa que el grupo HFD + EX present6 un porcentaje de masa magra de un 54.2%,
lo cual es 12% mas que el grupo HFD sin intervencion (p = 0.014). Por otro lado, el
grupo HFD + EX + MTF + tBHQ (triple tratamiento) present6 52.9% de masa magra sin
hueso, siendo 10% mayor en comparacion con el grupo HFD — SED (p = 0.014). Un
dato importante por desatacar es que al comparar los porcentajes de masa magra del
grupo de HFD a los 9 meses (55.6%), con los tratamientos que incluyeron ejercicio, se
lograron mantener los niveles de masa magra 6 meses mas en comparacion con el

resto de los grupos.
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A la par se evaluo la fuerza de agarre para diagnosticar si los tratamientos con el
régimen de ejercicio lograban revertir la sarcopenia. En la figura 8(b) se grafica la
fuerza de agarre evaluada, se observa que el grupo HFD - SED + MTF aumentd 7% la
fuerza a los 14 meses con respecto al grupo sedentario sin intervencién (p = 0.015).
También hubo un incremento de la fuerza de agarre en los grupos que incluian
ejercicio tipo Fartlek, HFD + EX, siendo de 9% (p = 0.032) y en el caso de HFD + EX +
MTF + tBHQ la fuerza aumento 13% (p = <0.001) con respecto al grupo HFD sin
intervencion.

En este caso también se usaron los puntos de cohorte previamente
determinados (24.7N) utilizando la metodologia de Mena, 2021, en todos los casos, a
excepcion del grupo HFD sin intervencion, los tratamientos logran mantener la fuerza
hasta superar el punto de cohorte, lo que sugiere que todos los tratamientos

mantuvieron la fuerza otros 6 meses.
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Figura 8: Masa magra sin hueso y fuerza de agarre de los grupos HFD y sus tratamientos. Se determinaron la masa
magra (a) y fuerza de agarre (b) en ratas con HFD vy los tratamientos respectivos a los 14 meses de edad. La linea
punteada representa el punto de cohorte (Mena,2021) Masa magra y fuerza: establecida con los valores medios de rata
adulta joven a los 9 meses menos dos desviaciones estandar. Las diferencias significativas entre los grupos con respecto
a la HFD estdan marcadas con . El valor exacto de probabilidad se indica en el grafico. Las comparaciones se
establecieron utilizando ANOVA y un post hoc de Holm-Sidak n = 5. *p < 0.05.

7.2.3.- Histologia muscular y hepatica de los grupos tratados con HFD.

En la figura 9 se muestran micrografias representativas de cortes histolégicos de
gastrocnemio de ratas sometidas a HFD y distintos tratamientos a los 15 meses de
edad. Los cortes histolégicos fueron tefiidos con la técnica de H&E. La micrografia 9(a)
muestra el gastrocnemio del grupo HFD sin intervencion, en el cual se aprecia pérdida
de la continuidad de los fasciculos, la separacion de las fibras musculares, un aumento
en la cantidad de endomisio y tejido adiposo intramuscular. El tamafno de los adipocitos
varia, siendo la mayoria de tamano mediano, de aproximadamente 25 um. También se
logran apreciar infiltrados inflamatorios entre las fibras musculares, lo que sugiere
procesos inflamatorios dentro del musculo. Para los grupos HFD + SED + MTF
(figura9(b)), HFD + SED + tBHQ (figura9(c)), HFD + SED + MTF + tBHQ (figura9(d)),
las fibras musculares presentan una mejor distribucion, los fasciculos se encuentran
mas definidos, y los espacios entre fibras musculares se redujeron, por otro lado aun
se logran apreciar infiltrados inflamatorios. Finalmente, en los tejidos de los grupos que
realizaron la rutina de ejercicio HFD + EX (figura9(e)) y HFD + EX + MTF + tBHQ
(figura9(f)), se logran apreciar uniones estrechas entre las fibras musculares, ademas,
resulta dificil distinguir los espacios entre fasciculos, a pesar de la mejoria en la
disposiciéon aun se observa la presencia de infiltrados inflamatorios. Seria importante

sefnalar en la figura los adipocitos y los infiltrados.
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Figura 9: Histologia del gastrocnemio de los grupos HFD y sus tratamientos. Se muestra los cortes transversales de
gastrocnemio tefiido con H&E diferenciando la estructura y disposicién de las fibras musculares obtenidas en las ratas
HFD después de las diferentes intervenciones a los 15 meses de edad. Las micrografias tienen un aumento de 40x. n = 3.

Ademas de las regiones centrales, también se evaluaron regiones perimetrales
como el epimisio, donde se logran apreciar diferentes tipos celulares y diferentes tipos
de tejido conectivo. En la figura 10 se presentan diferentes micrografias de la porcién
de epimisio del gastrocnemio, en el grupo HFD sin intervenciones, figura 10 (a), se
observaron adipocitos grandes en abundancia de aproximadamente 50 pm, en su
mayoria con forma poliédrica, en la periferia de los fasciculos también se observa
tejido conectivo denso. En los cortes del grupo HFD - EX + MTF (figura10(b)), se
redujo el diametro y numero de células adipociticas, pero también se observa tejido
conectivo denso. Esta misma cito arquitectura se conservoé en HFD - SED + MTF +
tBHQ (figura10(d)) y el grupo HFD - SED + tBHQ (figura10(c)), donde hubo una

reduccién del diametro de los adipocitos (aproximadamente 30 pm), asi como una
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mayor distribucion de tejido conectivo denso en comparacion con el grupo de HFD sin
intervenciones. Por ultimo, los cortes de los grupos de HFD — EX (figura10(e)) y HFD +
EX + MTF + tBHQ (figura10(f)), presentaron una menor cantidad de adipocitos, aunque
el grupo de HFD — EX (figura10(e)) presentd una mayor proporcion de tejido conectivo
denso, asi como infiltrados entre los fasciculos musculares. Otra diferencia con el
triple tratamiento fue que este tratamiento presentd regiones con tejido conectivo laxo,

lo cual indica una mejora en la estructura del musculo.

HFD SED + MTF +tBHQ (d) HFD + EX

Figura 10: Histologia del epimisio del gastrocnemio de los de los grupos HFD y sus tratamientos. Imagenes
representativas que muestran secciones transversales del epimisio del gastrocnemio tefiido con H&E para diferenciar el
tipo de célula y la disposicion tisular. El gastrocnemio se obtuvo en las ratas con HFD después de las diferentes
intervenciones a los 15 meses de edad. Las micrografias tienen un aumento de 40x. n = 3.

El higado es uno de los érganos mas importantes para el metabolismo de los
lipidos, y era de esperarse, que fuera uno de los 6rganos mas afectados por la dieta
alta en grasa. De manera que en el grupo HFD sin intervenciones (figura11(a)), se

observan gotas lipidicas de tamanos importantes, entre 10 a 30 ym, las cuales se
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encontraban en al menos 70% de la laminilla. Los adipocitos perdieron su arquitectura
columnar, y en toda la laminilla no fue posible distinguir los centros vena lobulillar,
ademas que se observan monocitos y linfocitos, todas estas caracteristicas sugieren
una condicion de esteatosis hepatica no alcohdlica. En los grupos HFD — SED + MTF
(figura11(b)), HFD - SED + tBHQ (figura11(c)), HFD - SED + MTF + tBHQ
(figura11(d)), HFD + EX (figura11(e)), se aprecia una disminucion considerable en el
numero y tamafo de las gotas lipidicas, ya que en general solo 20 a 30% de la
superficie de la laminilla mantiene los infiltrados inflamatorios. Por ultimo, el grupo HFD
+ EX + MTF + tBHQ (figura11(f)), fue el grupo que presenté mayor cambio, con una
disminucién mayor en el numero de adipocitos, donde solo se apreciaron de dos a tres
gotas lipidicas por laminilla, pero aun se logra distinguir infiltrados en todos las

laminillas
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Figura 11: Histologia hepatica de los de los grupos HFD y sus tratamientos. Se muestra los cortes transversales de
higados tefiidos con H&E y se diferencian la estructura y los infiltrados. El gastrocnemio se obtuvo en las ratas con HFD
después de las diferentes intervenciones a los 15 meses de edad. Las micrografias tienen un aumento de 40x. n = 3.

7.2.4.- Consumo de alimento y agua de grupos tratados con HFD y sus
respectivas intervenciones.

El registro del consumo de alimento y agua se muestra en la Figura
Suplementaria 2, en donde se registré el consumo de alimento a los 14 meses. Se
observa que los tratamientos HFD -SED + MTF + tBHQ, HFD + EX, HFD + EX + MTF
+ tBHQ presentaron una diferencia estadistica significativa con respecto al grupo HFD
sin intervenciéon siendo del 58%(p = 0.002), 68%(p = <0.001) y 65%(p = <0.001)
menores, respectivamente. No se logro realizar el analisis estadistico para los grupos
tratados con MTF y tBHQ ya que no se contaba con el numero suficiente de animales
para el analisis. Al expresar el consumo de alimento en Kcal, se observd el mismo
comportamiento encontrado antes, en donde los grupos HFD -SED + MTF + tBHQ
presentaron una diferencia del 50%(p = 0.038), el grupo HFD + EX presentd una
diferencia del 59%(p = 0.027) y finalmente el triple tratamiento HFD + EX + MTF +
tBHQ del 47%(p = 0.038). En la evaluacion del consumo de agua a los 14 meses no

se encontré ninguna diferencia estadisticamente significativa.
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Figura Suplementaria 2. Consumo de alimentos y agua. El consumo de alimentos expresado en g (a) o Kcal (b), y el consumo de agua (c), se
determinaron en ratas HFD vy los respectivos tratamientos metformina (MTF), tBHQ y ejercicio (EX). y sus combinaciones. Las diferencias
estadisticas significativas entre grupos con respecto al DFH se marcaron con *. El valor de probabilidad exacto se indica en el gréafico (Las
comparaciones se establecieron utilizando ANOVA y un HFD post hoc de Holm-Sidak n= 8, HFD + MTF n=5, HFD + tBHQ n=4, HFD + MTF + tBHQ
n=11, HFD + EX n=11, HFD + EX + MTF + tBHQ n=8 * p < 0,05).

7.2.5.- Parametros bioquimicos, de grupos tratados con HFD y sus respectivas
intervenciones.

Se evaluaron los parametros bioquimicos a los 14 meses bajo los distintos
tratamientos, los resultados fueron registrados en la tabla 2, donde se muestra que
ninguno de los parametros evaluados presentd diferencias estadisticas significativas
con respecto al grupo HFD- SED o distinto a los rangos establecidos por el laboratorio
de parametros clinicos de ratas wistar, Giknis, 2008. Estos resultados demuestran que

los animales alimentados con dieta HFD no presentaron alteraciones metabdlicas, ya

gue ningun tratamiento supero los parametros previamente reportados.

Tratamientos (14 meses
HFD + EX + Met

HFD HFD + Met HFD +tBHQ HFD + Met +tBHQ HFD + EX +tBHQ

AST (URL) 494+890 5880+1883 66.60+32.12 63.40+ 2263 546+ 18.58 58.6+24.24

ALT (UIL) 15204526 13804449 13.80%502 11.80 4 3.03 106+1.34 14.6+7.40
GGT (ULL) 2960+ 16.47 17.80+ 1203 33.20 £ 36.26 13.00+3.11 10.4 +0.89 24212384
Colesterol 602£2221 7400£930 7820892 63.4+11.33 630£574 62.4112.68

HDL mg/dL 14.0£6.51 15.00£469 1420£526 14.20 £2.86 142+1.28 13.6+£4.93

WL LB EENNETES 4545+ 21,62 48.40+28.89 69.80 + 12.26 66 + 30.46 49.6 + 27.58 42641656
b BN 07:031  032:018  0.32£021 0.48 0.51 0.26 + 0.08 036+ 0.15

it CCO 10184782 9520£221 8520£18.16  1066+646  932%1372 106.2 + 6.68

La tabla muestra la media y la desviacion estandar de ALT, AST, GGT, colesterol, HDL, triglicéridos, creatinina y glucosa
que se determinaron en ratas con HFD y los respectivos tratamientos a los 14 meses de edad. Las diferencias estadisticas
significativas entre los grupos con respecto a la HFD estan marcadas con *. El valor exacto de probabilidad se indica en el
grafico. Las comparaciones se establecieron utilizando ANOVA y un post hoc de Holm-Sidak n = 5. xp < 0.05

7.2.6. Supervivencia animal (Curvas de Kaplan-Meier).
Se registr6 y grafico el porcentaje de supervivencia de cada uno de los
tratamientos, expresandolos en una curva de Kaplan-Meier. En ella se observa que el

tratamiento de HFD + SED obtuvo una tasa de supervivencia del 25% a los 15 meses,
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lo que quiere decir que por cada 10 animales solo sobrevivieron 2. Mientras que grupo
con ejercicio tipo Fartlek, HFD + EX, incrementé la supervivencia hasta 58.3%, lo que
representa un incremento de 33.3%. Los grupos HFD - SED + MTF, HFD - SED +
tBHQ y HFD - SED + MTF + tBHQ presentaron un porcentaje de supervivencia de
66.66%, siendo esto un 41.6% mayor al grupo de HFD sin intervenciones. Finalmente,
el grupo HFD + EX + MTF + tBHQ, obtuvo un porcentaje de supervivencia de 77.7%,
siendo 52.7% mayor que el grupo de HFD sedentario.

Los resultados indican que todos los tratamientos lograron incrementar el
porcentaje de supervivencia de las ratas sometidas a la dieta alta en grasa, sin
embargo, el grupo que tuvo la mayor supervivencia, triplicé la supervivencia
comparada con el grupo HFD-SED. Algunas de las causas de muerte que se
registraron fueron la muerte por complicaciones con la anestesia (6%);el 8% de los
animales tuvieron que ser sacrificados por desnutricion, el 43% fue sacrificado por
presentar tumores de glandulas mamarias y el 43% restante, se desconoce la causa
de muerte, ya que fueron halladas sin vida en las cajas. Dentro de los ejemplares que
presentaron tumores, el 62.5% pertenencia a grupo HFD sin intervenciones, y 37.5%

pertenencia a los grupos con tratamientos.
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Figura 12: Curva de Kaplan Meier de los grupos HFD y sus tratamientos. Porcentaje de supervivencia de las ratas
HFD vy los tratamientos respectivos. Numero inicial de animales = 81

7.2.7 Determinacion del estado redox de los grupos HFD con diferentes
intervenciones.

Se evalud el estado redox en el musculo gastrocnemio y en la sangre de los
animales a los 15 meses de edad, bajo los distintos regimenes de tratamiento. En la
figura 13(a) se expresa el cociente GSH/GSSG del musculo, normalizado entre mg de
proteina. Los grupos HFD — SED + MTF y HFD - SED + tBHQ y el HFD - SED + MTF +
tBHQ, no modificaron el estado redox, por otro lado los grupos que incluian un régimen
de ejercicio, mejoraron su estado redox, hasta cinco veces, mientras que el grupo
HFD + EX lo hizo seis veces para el grupo HFD + EX + MTF + tBHQ ambos grupos
con (p = <0.001). Por otro lado, al evaluar el estado redox en sangre periférica, figura
13(b), solo se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el grupo HFD
+ EX, teniendo un aumento de 4 veces con respecto al grupo HFD SED (p = 0.004), lo
cual confirma que el régimen de ejercicio puede modular el estado redox mejorandolo,

tanto en musculo como en sangre total.
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Figura 13: Cociente GSH/GSSG de los grupos HFD y sus tratamientos. La proporcién de glutation reducido (GSH) y
glutation oxidado (GSSG) se determind mediante HPLC utilizando el musculo gastrocnemio (a) y la sangre total (b)
obtenida de ratas con HFD y los tratamientos respectivos a los 15 meses de edad. Las diferencias estadisticas
significativas entre los grupos con respecto a la HFD estan marcadas con *. El valor exacto de probabilidad se indica en el
grafico. Las comparaciones se establecieron utilizando ANOVA y un post hoc Holm-Sidak HFD n = 3, HFD + MTF n = 4,
HFD + tBHQ n =4, HFD + MTF +tBHQ n=8, HFD + EXn =7, HFD + EX + MTF + tBHQ n = 7. *p < 0:05.

7.2.8 Niveles de adiponectina sérica en grupos tratados con HFD y sus
respectivas intervenciones.

La figura 14 muestra la evaluacién de los niveles de adiponectina en el suero de
ratas sometidas a HFD y a diversos tratamientos a los 15 meses. El grupo HFD- SED
presentd niveles de adiponectina de 22.7 ng/mL, mientras que los grupos tratados con
MTF, HFD - SED + MTF aumentaron los niveles de adiponectina a 42.23 ng/mL, lo que
significa 1.85 veces mayores niveles de adiponectina en comparacion con el grupo
HFD sin intervenciones. En el grupo HFD - SED + tBHQ, no se encontraron
diferencias estadisticas significativas y el grupo HFD — SED, en el caso de HFD - SED
+ MTF + tBHQ aumentd los niveles de adiponectina hasta 45.47 ng/mL, lo que significa
que los niveles de adiponectina se duplicaron (p = 0.005). Finalmente, los grupos que

incluian un régimen de ejercicio tipo Fartlek, duplicaron sus niveles de adiponectina, en
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el caso de HFD + EX se elevaron hasta 47.62 ng/mL, lo cual es 2.09 veces los niveles
del grupo HFD-SED (p = 0.004) y para el caso de HFD + EX + MTF + tBHQ los
niveles aumentaron hasta 46.27 ng/mL, lo cual es 2.08 veces mayor que los niveles de

HFD sin tratamiento (p = 0.005)
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Figura 14: Niveles de adiponectina de los grupos HFD y sus tratamientos. Los niveles séricos de adiponectina en
ratas con HFD vy los tratamientos respectivos a los 15 meses de edad se determinaron como se describe en materiales y
métodos. Las diferencias estadisticas significativas entre los grupos con respecto a la HFD estan marcadas con *. El valor
exacto de probabilidad se indica en el grafico. Las comparaciones se establecieron utilizando ANOVA y un post hoc Holm-
Sidak HFD n = 3, HFD + MTF n =4, HFD + tBHQ n = 4, HFD + MTF + tBHQ n =8, HFD + EXn =7, HFD + EX + MTF +
tBHQ n=7. xp < 0.05.

8.-Discusion.
La obesidad osteosarcopénica (OSO) es un fendmeno reconocido como una

patologia combinada (Szleif et al., 2017) y es por ello que su estudio ha cobrado gran
importancia. Se sabe que la OSO afecta alrededor del 32% (Ramirez et al., 2017) de la
poblacién de personas adultas mayores; por lo tanto, la OSO es mas grave que cada
una de las patologias que lo componen por si solas (Szleif et al., 2017 Ramirezet al.,

2017). En 2017, se reporté que el 19% de las mujeres mexicanas de edad avanzada
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padecian OSO (Ramirez et al., 2017). Mientras que a nivel mundial, la prevalencia de
OSO en mujeres es del 11% (Kolbasi, 2020).

En la actualidad, se han utilizado multiples modelos animales para estudiar OSO,
con diferentes dietas, estilo de vida sedentario (Jung et al., 2017, Nam et al., 2013) e
incluso restriccion hormonal (Ezzat et al., 2017). Sin embargo, casi todos estos
modelos fueron realizados en animales jovenes, y muy pocos emplearon terapias de
intervencién para revertir o retrasar la OSO.

En este trabajo se establecié un modelo OSO utilizando ratas hembra de la cepa
Wistar alimentadas con una dieta HFD. La HFD promovié el aumento de grasa vy la
pérdida de masa muscular a partir de los 3 meses, la pérdida 6sea a partir de los 7
meses y la pérdida de fuerza a partir de los 9 meses, lo que confirma el fenotipo OSO.

Cabe mencionar que existen pocos estudios sobre obesidad en animales de
edad avanzada, en particular utilizando HFD por un periodo largo de suplementacion.
En nuestro estudio se administr6 HFD a partir del destete y hasta el final del
experimento a los 15 meses de edad, cuando las ratas se consideraron de mediana
edad.

Las diferentes intervenciones realizadas comenzaron a los 10 meses de edad,
ya que se establecié la OSO en 9 meses. Los tratamientos incluyeron un cambio en
los habitos fisicos (ejercicio Fartlek) y la administracién de tBHQ y/o MTF durante 5
meses, lo que permitié a los animales ser evaluados longitudinalmente durante y
después de los tratamientos. Cabe destacar que las intervenciones farmacoldgicas se
administraron unicamente 7 dias/mes de 10 a 15 meses de edad para obtener un

efecto hormético.
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El peso reportado para los animales HFD a los 4 meses (300 g) concuerda con
los resultados reportados por otros autores (Suarez et ., 2015; Cardenas et al., 2018),
lo que indica que nuestros animales se mantuvieron en excelentes condiciones para
generar el modelo de obesidad. El caso de los animales con SD, que pesaban 250 g,
también coincidié con los descrito por los informes técnicos de Harlan para animales
de laboratorio (Klein et al., 2012), lo que demuestra que la dieta SD no altera el peso
segun los reportes para ratas de laboratorio con dieta estandar. Entre las
intervenciones utilizadas para prevenir o revertir la OSO, destaca el cambio de dieta y
el ejercicio regular (Garcia et al., 2018). Sin embargo, se sabe que modificar la dieta es
un desafio en el caso de los pacientes humanos, porque en muchos casos no genera
adherencia en el paciente, y tienden a volver a su dieta anterior (Gibson et al., 2017).
Por lo tanto, la rutina de ejercicio se ha convertido en una intervencién mas aceptable.
Se ha estudiado este tipo de entrenamiento para prevenir la OSO, si se utiliza la
combinacion de ejercicios aerobicos, y ejercicios de fuerza, ejercicios aerdbicos de alta
intensidad y ejercicios aerdbicos con cambios de ritmo (HIIT y Fartlek). Los dos ultimos
han mostrado mejores resultados ya que combinan el ritmo con los cambios que
promueven un estado continuo de estrés, que impacta en la frecuencia cardiaca que
se mantiene varios minutos después de haber bajado la velocidad (Frietzen et al.,
2020, Sun et al., 2018; Gomez et al., 2019).

Aunque existen informes de que MTF y tBHQ individualmente pueden disminuir
el peso del organismo (Nam et al., 2013, Jung et al., 2017), esto no sucedid en nuestro
estudio. Quizas este efecto no se observe en los organismos de edad mas avanzada,

a diferencia de los organismos jévenes. Soélo los animales sometidos al triple
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tratamiento perdieron peso. Curiosamente, las ratas sometidas a las intervenciones
que incluyeron ejercicio disminuyeron su porcentaje de grasa a los 14 meses de edad,
aunque se sabe que los tratamientos inducen la pérdida de grasa (Fritzen et al., 2020;
Nam et al., 2013, Jung et al., 2017) principalmente por activacion de AMPK, que
depende de la relacion AMP/ATP. Por otro lado, se sabe que MTF inhibe el complejo |
de la cadena de transporte de electrones mitocondriales, de manera dependiente de la
dosis (Barzilai et al., 2016) disminuyendo asi la produccién de ATP y activando AMPK.
Li y colaboradores (2019) informaron que tBHQ activa directamente a AMPK, aunque
el mecanismo exacto aun no esta claro, se sabe que el ejercicio puede aumentar la
actividad de AMPK promoviendo el catabolismo molecular de la glucosa y de los
acidos grasos (Fritzen et al., 2020). Todos los tratamientos directamente involucrados
con el catabolismo de los lipidos mediante la activaciéon de la enzimas beta-oxidacion,
como es el caso del tBHQ, implican la activacion de ACOX1 (Fritzen et al., 2020, Nam
et al., 2013; Gomez et al., 2019). Ademas, el ejercicio es el mecanismo mas estudiado
relacionado con la degradacién de lipidos ya que favorece el catabolismo lipidico
debido a la activacion de varias enzimas como mLPL, una lipasa conocida por
aumentar su actividad 80% cuando las personas realizan un régimen de ejercicio
moderado (Lundsgaard et al., 2019). Por otro lado, el ejercicio también favorece el
transporte de lipidos dentro de la célula; las concentraciones de CD36 aumentan, y
varias proteinas asociadas con este proceso, como las proteinas transportadoras de
acidos grasos (FABP), que internalizan a los acidos grasos también aumentan. Una
vez dentro de la célula, los acidos se activan mediante la sintesis de Acil-CoA (ACS), lo

que permite su uso en el metabolismo o su almacenamiento. Ademas, el ejercicio
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también se ha relacionado con el aumento de la sintesis de carnitina (CPT1),
permitiendo que los acidos grasos entren en las mitocondrias, donde se lleva a cabo la
beta-oxidacion (Fritzen et al., 2020). En el caso de la masa muscular y la fuerza de
agarre, los tratamientos que incluyeron ejercicio lograron recuperar la masa muscular
en al menos un 10%, incluso si los animales no alcanzaron un porcentaje de masa
muscular aceptable, no debe considerarse un estadio pre-sarcopénico ya que depende
también de la pérdida de fuerza.

A pesar de que se ha informado que la MTF activa la proliferacion de las células
musculares y la diferenciacion (Jung et al., 2017, Senesi et al., 2016; Fritzen et al.,
2020), el tratamiento hormético con MTF no logré inducir una diferencia estadistica en
la ganancia de masa muscular. Al analizar la fuerza de agarre se puede observar que
los tratamientos de ejercicio mejoraron significativamente la fuerza de los animales,
hasta el punto de que ya no se les consideraba dinapénicos. Estos resultados
coinciden con un estudio anterior (Hernandez et al., 2019), donde los animales viejos
recuperaron fuerza, pero no masa muscular después del tratamiento con MTF y
ejercicio. Curiosamente, se realizaron tratamientos con MTF de corta duracién (6
frente a 12 meses) encontrando mayores beneficios en los tratamientos cortos.

Un hallazgo significativo fue la supervivencia de los animales en cada uno de los
seis grupos de intervenciéon durante la HFD. Sorprendentemente, el grupo con mayor
tasa de supervivencia fue el triple tratamiento. Este efecto podria estar asociado con la
pérdida de la grasa corporal y la disminucion de la inflamacion, que ya estos factores
se han propuesto como factores determinantes en la longevidad del organismo. Se ha

sugerido que la pérdida de grasa corporal conlleva un aumento en la esperanza de
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vida en adultos con obesidad (Schafer et al., 2019). Curiosamente, una gran cantidad
de los animales sometidos a la dieta HFD sin ninguna intervencion, desarrollaron
tumores en las glandulas mamarias, por lo que hubo que sacrificarlos. El desarrollo de
tumores fue 1.66 veces mayor en los animales sedentarios alimentados con HFD en
comparacioén con los animales HFD que hicieron ejercicio o fueron sometido a uno de
los tratamientos. Esto es consistente con algunos informes en los que se ha
determinado que la obesidad es un importante factor de riesgo para varios tipos de
cancer, incluido el cancer de mama, resultando en un mayor riesgo, asi como en
morbilidad y mortalidad. Mayores niveles de citocinas inflamatorias durante la obesidad
activan las vias proliferativas, como la infiltracion de los macréfagos, la angiogénesis y
la activacion de vias anti apoptéticas (Bevinakoppamath et al., 2021; Drygalski et al.,
2011). El tejido adiposo genera una inflamacién crénica de bajo grado, que también
contribuye al aumento del estrés oxidante (Kulkarni et al., 2020; Hernandez et al.,
2019). Se sabe que tanto el ejercicio como la MTF, reducen el tejido adiposo y en
consecuencia disminuyen el estado inflamatorio y el estrés oxidante, y estos ultimos
tienen un vinculo con un aumento en la esperanza de vida (Fritzen et al., 2020,
Monteroet al., 2013; Miller et al., 2020). Acerca de los efectos benéficos generados
por el tratamiento con MTF, se determind que ratones sometidos a HFD y MTF,
disminuyeron el peso en comparaciéon con ratones sin tratamiento; también ocurrié una
disminucién de los niveles sanguineos de glucosa e insulina, transaminasas (ALT y
AST), asi como la infiltracién del tejido adiposo a 6rganos como el higado y el
pancreas. Sin embargo, en ese estudio, la MTF no logré modificar el colesterol total y

los niveles de triglicéridos.

63



Algunos estudios realizados en pacientes de edad avanzada reportaron que la
MTF regulaba los niveles de colesterol y LDL, asi como también la pérdida de peso, ya
sea que los pacientes presentaran diabetes o no, por ello se recomendé el uso de MTF
para pacientes con sobrepeso y personas en riesgo de diabetes (Valencia et al., 2017).
Por otro lado, tBHQ ha demostrado ser una molécula que previene el dafo a los
tejidos y células frente a agentes toxicos en el cerebro (Silva et al., 2017), en el higado
(Li et al., 2014) e incluso en el células precursoras de musculo (Posadas et al.,2020) al
promover la activacion de la defensa antioxidante a través del factor de transcripciéon
Nrf2 (Silva et al., 2017). En este trabajo no se evaluo a Nrf2, pero si se observé un
cambio en el estado redox, especificamente en los niveles de GSH y GSSG, lo que
podria sugerir que este factor de transcripcion, Nrf2, podria estar participando en el
resultado benéfico.

La adiponectina es una adipocitoquina responsable de promover beta oxidacion
de acidos grasos y metabolismo de la glucosa. Esta molécula es secretada por los
adipocitos y algunos otros tipos de células, como son los miocitos cardiacos y
musculares (Achari, 2017). La adiponectina también ha sido relacionada como un
modulador de la respuesta antiinflamatoria ya que disminuye los niveles de TNF-a, IL-6
y NF-kB, ademas de promover la sintesis de citocinas antiinflamatorias como la IL-10
(Choi et al., 2020). Nuestros resultados mostraron que todos los tratamientos, excepto
tBHQ, aumentan los niveles de adiponectina. Esto es muy interesante porque los
niveles altos de adiponectina estan relacionados con la oxidacion de acidos grasos y la
disminucion del estado inflamatorio. Siendo la pérdida de grasa corporal una variable

constante en todos los tratamientos que incluian un régimen de ejercicio. Esto
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concuerda con otros estudios donde la suplementacion con adiponectina redujo el
perfil proinflamatorio y también el peso corporal, por mejorar el metabolismo de la
glucosa y la beta oxidacion (Achari et al., 2017).

El entrenamiento fisico constante juega un papel vital en el mantenimiento de la
buena salud y la condicion fisica. Bajo un régimen de ejercicio se sabe que el
metabolismo de los musculos aumenta debido a la alta utilizacion de glucosa (Fritzen
et al., 2020). El ejercicio tipo Fartlek generalmente se estudia en jovenes y deportistas
con entrenamiento previo; sin embargo, este régimen de ejercicio resultdé ser una
alternativa adecuada para prevenir la OSO en Ratas Wistar hembras de mediana
edad. Este tipo de ejercicio combina ejercicio de resistencia con un periodo de mayor
demanda energética, generando mayor cantidad de gasto energético sin convertirse
en un entrenamiento de alta intensidad y permitiendo que las ratas viejas completen la
rutina. Por lo tanto, también podria ser una rutina adecuada para personas mayores.
Otro efecto conocido del ejercicio es mejorar la sensibilidad a la insulina, reduciendo la
grasa corporal y aumentando la masa muscular. Este ultimo trae consigo un aumento
de los transportadores de membrana de glucosa (Glut 4), mejorando captaciéon de
glucosa en el musculo y disminuyendo los niveles de glucosa libre en sangre (Fritzen
et al., 2020). Nuestros resultados mostraron que el ejercicio es esencial para la
preservacion muscular y la pérdida de grasa cuando se genera obesidad por HFD.
Esta intervencion evitd la perdida masa muscular comparado con los animales HFD-
SED a los 9 meses de edad donde presentaban 47.8% de musculo. Después de 5
meses de ser sometidos al triple tratamiento (14 meses de edad), aumentaron su

masa muscular al 52.9%. Las ratas que solo realizaron ejercicio (HFD-EX) aumentaron
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su masa muscular a 54.2% pero con un porcentaje de supervivencia 10% menor que
el grupo de tratamiento triple. Aunque no tuvieron tanto éxito, los tratamientos donde
s6lo se utilizaron MTF y tBHQ también demostraron ser adecuados como
intervenciones para mejorar los efectos adversos del sedentarismo y la dieta
hipercaldérica. Como se menciond anteriormente, la pérdida de grasa corporal podria
estar relacionada con la activacion de las vias catabdlicas de los acidos grasos y
activacion de AMPK. La AMPK no fue evaluada aqui, sin embargo, se ha reportado
que todos los tratamientos activan AMPK, promoviendo el catabolismo de lipidos y
glucosa. En consecuencia, se aumenta la pérdida de grasa y esta podria estar
relacionada con un aumento en la esperanza de vida. Siendo el triple tratamiento el
que disminuye la mayor cantidad de grasa corporal y aumenta en mayor medida la
esperanza de vida. La reducciéon del consumo de alimentos también puede estar
implicada en la pérdida de grasa corporal, y como se mencion6 anteriormente, la rutina
de ejercicio y el tratamiento MTF y tBHQ redujeron el consumo de alimentos,
generando un proceso similar a la restriccion calorica, donde las células consumen la
energia almacenada en los triglicéridos o glucdgeno. Este proceso también podria ser

sinérgico contribuyendo a la pérdida de grasa corporal.

9.- Conclusiones
Las ratas sometidas a HFD durante 9 meses presentaron obesidad

ostesarcopenica, proponiendo y demostrando que puede ser utilizado para estudiar la
OSO en ratas hembra de mediana edad. En cuanto a los resultados del tratamiento

con MTF, se conservo la fuerza y mantuvo la tasa de supervivencia en las ratas en el
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modelo OSO. Por otro lado, el ejercicio tipo Fartlek ya sea solo, o combinado con MTF
y tBHQ, conservo la masa muscular y la fuerza, regulé el estado redox, aumentd el
porcentaje de supervivencia, de igual forma disminuyé el IMC, el indice de Lee, la
grasa corporal y regul6 positivamente el perfil proinflamatorio.

Con estos resultados sugerimos que la rutina Fartlek y el triple tratamiento
pueden ser intervenciones exitosas para prevenir la aparicion de la OSO a mediana
edad, debido a todo los efectos antiinflamatorios, reguladores metabdlicos y agentes
antioxidantes. Haciendo énfasis en la rutina de ejercicio tipo Fartlek, es uno de los
factores que mas sobresalen en el triple tratamiento, ya que con estos resultados
resultd ser efectiva por si sola, asi como en conjunto con la suplementacion de MTF y
tBHQ. Es interesante pensar en intervenciones mas prolongadas y en distinta
temporalidad, ya que los mecanismos de los organismos envejecidos no responden de
igual manera, incluso utilizar ese factor de edad para lograr decidir que tratamiento es
mas efectivo a edades avanzadas donde la respuesta a estimulos disminuye. Ademas,
seria viable realizar este tipo de intervenciones en humanos, debido a que la rutina tipo
Fartlek puede ser programada y ajustada a la condicion fisica de los individuos,
siempre y cuando se respete que debe de empezar como caminata ligera y después
aumente a ejercicio moderado, ademas de que se podria suplementar a los pacientes
con OSO ya que la metformina se usa como coadyuvante de algunas patologias vy el

tBHQ se utiliza comunmente en la industria alimenticia desde hace mucho tiempo.
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