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Resumen

La obesidad osteosarcopénica (OSO) ha sido asociada con la falta de movilidad,
caidas, fracturas y otras discapacidades que incrementan el riesgo de mortalidad. Sin
embargo, la etiologia de esta enfermedad sigue siendo una incégnita. Estudios
recientes revelan que el sedentarismo, el aumento de grasa corporal y la regulacion
epigenética son criticos para que la OSO sea desarrollada, siendo el ejercicio el Unico
tratamiento capaz de prevenir la aparicion de esta enfermedad. Por ello, establecimos
un modelo de OSO con un grupo ratas en condiciones de sedentarismo, otro grupo fue
sometido a una rutina de ejercicio de baja intensidad (LRER). Determinamos el grado
de sarcopenia, obesidad y osteopenia a distintas edades y analizamos el perfil de
expresion de miRNAs a lo largo de la vida de los animales mediante microarreglos de
expresion en el musculo gastrocnemio. De forma interesante, encontramos que el
ejercicio modula la expresiéon de miRNAs. El andlisis de enriquecimiento mostré que
estos miIRNAs estan fuertemente asociados a la regulacion del sistema inmune por lo
gue analisis posteriores al perfil inflamatorio usando los cocientes de IL-6/IL10 y el de
TNF-0/IL-10 mostraron que las ratas LRER mostraban un perfil pro-inflamatorio mas
bajo que el de las ratas sedentarias. Por otro lado, el ejercicio previene la pérdida de
fuerza y mantiene la funcionalidad del musculo a lo largo de la vida de los animales.
La expresion diferencial de los miRNAs sugiere que participan en este proceso
regulando la respuesta inflamatoria asociada con el envejecimiento, previniendo asi el

desarrollo de la OSO.

viii



Abstract

Osteosarcopenic obesity (OSO) has been associated with immobility, falls, fractures,
and other dysfunctions, which could increase mortality risk. However, its etiology
remains unknown. Recent studies revealed that sedentarism, fat gain, and epigenetic
regulators are critical in its development. One effective intervention to prevent and treat
OSO is exercise. Therefore, in the present study, by keeping rats in conditions of
sedentarism and others under a low-intensity exercise routine, we established an
experimental model of OSO. We determined the degree of sarcopenia, obesity, and
osteopenia at different ages and analyzed the miRNA expression during the lifespan
using miRNA microarrays from gastrocnemius muscle. Interestingly microarrays results
showed that there is a set of miRNAs that changed their expression with exercise. The
pathway enrichment analysis showed that these miRNAs are strongly associated with
immune regulation. Further inflammatory profiles with IL-6/IL-10 and TNF-a/IL-10 ratios
showed that exercised rats presented a lower pro-inflammatory profile than sedentary
rats. Exercise prevented strength loss and maintained skeletal muscle functionality
over time. Differential expression of miRNAs suggests that they might participate in this
process by regulating the inflammatory response associated with aging, thus

preventing the development of OSO.
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1. Introduccion

1.1 Envejecimiento

Envejecer es un concepto fuertemente ligado a nosotros, la idea de un adulto mayor
normalmente resulta en un cliché en nuestra mente: cabello blanco, arrugas y
capacidades fisicas mermadas por el tiempo. Esta percepcion del envejecimiento
puede ser resultado del contexto social en el que nos desarrollamos, producto de una
circulacién de ideas y simbolos a través de la prensa, cine, television y redes sociales

(Vivaldo, 2022).

Sin embargo, y de acuerdo con Vivaldo, la experiencia de envejecer no es homogénea,
son distintas las maneras en las que envejecen los varones y las mujeres, incluso es
distinto experimentar esta etapa de la vida en la ciudad o el campo, o desde distintos
estratos sociales (Vivaldo, 2020), es por ello que el deterioro de una persona a otra
puede darse en mayor 0o menor proporcion, es decir, el estilo de vida impacta

profundamente en la forma en la que envejecemos.

En el contexto biolégico, el envejecimiento es un fendmeno caracterizado por el
deterioro gradual, progresivo e irreversible de un organismo a lo largo del tiempo
(Rajawat, Hilioti and Bossis, 2009; Lopez-Otin et al., 2013). Sin embargo, como se
menciona antes, este proceso puede ser fuertemente influenciado por factores
ambientales, socioecondmicos que pueden impactar de forma negativa sobre cada

individuo.



En nuestro pais el Consejo Nacional de Poblacion (CONAPO) estima que en el afio
2050 el 22.5 % de la poblacion en México serd mayor a 60 afios, contrastando con el
6.2% que se contabilizé en 2010, y el 12% del 2022 (Figura 1) por ello el estudio del
envejecimiento se ha convertido en un tema de suma importancia, ya que durante el
envejecimiento incrementa el riesgo de los individuos a padecer enfermedades como
el cancer, diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares, enfermedades
neurodegenerativas, entre otras dificultades motoras y cognitivas que se presentan
con regularidad relacionadas con el proceso de sarcopenia, obesidad y osteoporosis

(L6pez-Otin et al., 2013; Kennedy et al., 2014).
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Figura 1. Distribucién poblacional por edades en 2022 y proyeccion poblacional en 2050. CONAPO, 2022.



1.2 Sarcopenia, obesidad y envejecimiento

La sarcopenia es una de las enfermedades que predomina en el envejecimiento, esta
se caracteriza por la pérdida de masa muscular esquelética, misma que se asocia con
la disminucion de la fuerza muscular. El término sarcopenia (del griego “sarkos” o carne
y “penia” o pérdida) fue acufiado por Rosenberg en 1989 para referirse a este
fendbmeno. A partir de ese momento, esta definicibn ha sido objeto de constantes
cambios, por lo que recientemente se defini6 como un sindrome que se caracteriza
por una pérdida gradual y generalizada de la masa y fuerza muscular, con riesgo de
presentar resultados adversos como la discapacidad fisica, calidad de vida deficiente

y mortalidad (Rosenberg, 1997; Cruz-Jentoft et al., 2019).

La sarcopenia puede ser un evento asociado directamente al envejecimiento, por ello
la prevalencia en la poblacién geriatrica es elevada. En Estados Unidos el 30% de los
adultos mayores a 60 afos (incrementandose a 50% en mayores de 80 afios)
desarrollan este sindrome (Doherty, 2003; Cruz-Jentoft et al., 2019). En México no se
tiene un estudio demografico que muestre la prevalencia de la sarcopenia a nivel
nacional, sin embargo, estudios regionales han reportado que el 33.6% de adultos
mayores en la Ciudad de México lo padecen (Arango-Lopera et al., 2013). Aleman y
colaboradores en 2011, en un estudio con 302 adultos mayores aparentemente sanos
reportaron una prevalencia de sarcopenia del 23% en el Noreste de México (Aleman
et al.,, 2011). Estudios y estimaciones mas recientes colocan el porcentaje de
prevalencia de esta enfermedad entre el 10 y 11% (Perez-Zepeda et al., 2016; Rosas-

Carrasco, Ruiz-Valenzuela and Lopez-Teros, 2021).



El desarrollo de sarcopenia puede ser debido a que durante el envejecimiento se
produce un retraso en la reparacion del tejido muscular; se ha reportado una pérdida
hasta del 40% del tejido muscular en ratas viejas en comparacion a lo que se observa
en ratas jovenes (Marsh et al., 1997). Una desregulacion en la proliferacion y
diferenciacion de las células satélite musculares, precursoras de los miocitos, puede
ser la causa de la deficiencia en los mecanismos de reparaciéon en el musculo
envejecido (Carlson et al., 2009; Shefer et al., 2010). Otra posible causa puede ser la
expresion alterada de factores reguladores mitogénicos y la miostatina, mismas que
juegan un papel importante en la inhibicion de la proliferacion y diferenciacion en la
regeneracion del masculo envejecido, se ha visto que la expresiéon de genes como
MyoD, myf5, miogenina y la cadena pesada de la miosina (MHC) estan disminuidas
en el musculo envejecido, afectando a su vez el recambio de proteinas como la miosina
(Degens, 2007). Aunado a esto, la presencia de radicales libres en el musculo viejo
puede oxidar proteinas asociadas al musculo (como la miosina) debilitando la

formacién de fibras musculares.

Los cambios asociados a la edad en la masa, composicién y funcion muscular estan
controlados por los cambios a nivel celular. Las células satélite del masculo son células
progenitoras responsables de la miogénesis, en parte, por renovacion, regeneracion y
adaptacion del musculo esquelético (Hawke and Garry, 2001). Se ha reportado que la
poblacién de células satélite del masculo declina con la edad en ratones (Shefer et al.,
2006) y el contenido de células satélites es reducido en las fibras musculares tipo Il en

el envejecimiento (Verdijk et al., 2007).



1.2.1 Obesidad Osteosarcopénica

El envejecimiento no sélo se acomparia de una disminucion de la masa muscular, sino
también de una disminucion de la densidad 6sea y un aumento de la masa grasa.
Estos cambios pueden alterar la arquitectura del tejido muscular esquelético,
dificultando la movilidad, lo cual puede provocar una baja actividad fisica. La
distribucion de la grasa cambia con la edad, no sbélo aumenta la grasa visceral
abdominal y disminuye la grasa abdominal subcutanea, sino también ocurre infiltracion
de grasa en el musculo esquelético (Figura 2), el higado, el corazon y el pancreas;
estos cambios ocurren incluso sin cambios significativos en el IMC y tienen
consecuencias importantes sobre el perfil de factores de riesgo metabdlico y

cardiovascular (Zamboni et al., 2008; Kob et al., 2015).

La obesidad se considera una enfermedad cronica multisistémica que afecta las
funciones fisioldgicas de los individuos que la padecen. Esta enfermedad es
influenciada por factores genéticos y ambientales, donde el sedentarismo y la dieta
juegan papeles fundamentales en la ganancia de grasa corporal que caracteriza a esta
enfermedad (Sarma, Sockalingam and Dash, 2021). Acorde a una interpretacion mas
amplia de la teoria de la lipotoxicidad, se ha sugerido que la acumulacion intracelular
de grasa y/o sus derivados podria ser la causa de condiciones patolégicas como la
resistencia a la insulina, sino también para la disminucion de la masa muscular en la
obesidad. En el corazon, el higado y el pancreas se han descrito mecanismos de

apoptosis debido al exceso intracelular de acidos grasos. La morfologia, el tamafio y



la funcidn del musculo, son alterados por una alta absorcion y almacenamiento de los

acidos grasos (llich, Kelly, Inglis, et al., 2014; Espinel-Bermudez et al., 2018).

La obesidad se asocia con un pobre estado funcional, morbilidad y mortalidad en todas
las edades. Es catalogada como una enfermedad que impacta fuertemente en el
estado de salud y calidad de vida de los adultos mayores (Rosas-Carrasco et al.,
2012). Se sabe que la masa de la grasa corporal aumenta de 20% a 40% entre los 20
y 80 afos, y el depdsito de lipidos se modifica, incrementando la infiltracién grasa en

el higado y el musculo esquelético.

La obesidad osteosarcopénica (OSO) es la combinacién del exceso de peso corporal
(masa grasa), la reduccion de masa y/o fuerza muscular y densidad 6sea (llich, 2017).
Se tiene evidencia de que la obesidad sarcopénica conduce a un mayor deterioro
funcional que so6lo la sarcopenia o la obesidad por separado (Rolland et al., 2009).
Baumgartner y colaboradores reportaron que los hombres y mujeres mayores de 60
afos con obesidad sarcopénica tienen respectivamente un 8% y 11% mayor riesgo de
tener 3 0 mas discapacidades (Baumgartner et al., 2004; Zamboni et al., 2008). Kim y
colaboradores en 2014, en un andlisis sobre la poblacion coreana con obesidad
sarcopénica, encontraron tras un seguimiento de 27 meses que la masa de tejido
blando magro apendicular disminuye significativamente, mientras que la masa grasa
total y del tronco aumenta en los hombres y las mujeres, sin cambios en el peso ni en
el IMC (J. K. Kim et al., 2014). Es decir, en apariencia las personas con obesidad

sarcopénica pueden no mostrar indicios de incremento de peso, sin embargo, la masa



muscular perdida es sustituida por grasa (T. N. Kim et al., 2014; Distefano and

Goodpaster, 2018).

Para el estudio de la obesidad osteosarcopénica se han desarrollado diferentes
modelos en ratas, entre los mas destacados se encuentra el modelo de obesidad
sarcopénica en ratas con una dieta alta en grasas en la que se observo que el IMC no
se incrementaba con respecto a las que tenian una dieta normal, en un analisis a lo
largo de la vida de las ratas. No obstante, los animales con una dieta alta en grasas
presentaban una disminucion de en la masa muscular de los cuadriceps y una
acumulacion de grasa intramuscular (Kob et al., 2015; Distefano and Goodpaster,
2018). En otro modelo similar de obesidad sarcopénica Tardif y colaboradores
encontraron que la dieta alta en grasas solo presenta un incremento del IMC en
organismos jovenes, mientras que esta dieta no incrementa el IMC en organismos
envejecidos. Sin embargo, al igual que Kob y colaboradores observaron una
disminucién de la masa muscular y un incremento en la grasa abdominal y
periepididimal, asi como la acumulacion de grasa intramuscular (Tardif et al., 2014).
Resultados de nuestro laboratorio, muestran que ratas sedentarias con una dieta
normal entre los 24-28 meses de edad presentan una acumulacion de grasa abdominal
e infiltracién de grasa en los musculos sin una variacion en el IMC. Los datos anteriores
sugieren que la obesidad sarcopénica no es un fendmeno que pueda distinguirse con

sé6lo evaluar el indice de masa corporal.
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Figura 2. Infiltracion de tejido graso en el misculo durante el envejecimiento. Ademas de las limitaciones
regenerativas que se observan en el envejecimiento, el sedentarismo, la nutricion y otros factores pueden ser
determinantes en el deterioro o0 mantenimiento del tejido muscular, fuerza y desempefio fisico del adulto mayor
(Modificado de DiStefano, 2018).

1.3 Factores detonantes de la OSO

Durante el envejecimiento, existen diversos cambios hormonales, metabdlicos,
fisiol6gicos, genéticos y epigenéticos en diversos tejidos, incluyendo un incremento de
la grasa corporal, pérdida de masa muscular, fuerza y una disminucién de la densidad

Osea (Ponti et al., 2020).

En afos recientes se ha propuesto que los individuos que cumplen con estos cambios
en estos tres tejidos (muscular, 6seo y graso) de manera exacerbada, son

diagnosticados con obesidad osteosarcopénica (llich, Kelly, Inglis, et al., 2014).
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Figura 3. OSO como una enfermedad multifactorial.

La etiologia de esta enfermedad no ha sido completamente descrita. A pesar de su
origen desconocido, diversas condiciones podrian estar influyendo en su desarrollo.
Entre ellas, las mejor descritas son el sedentarismo, obesidad, asi como factores
genéticos, epigenéticos y la inflamacién (Cruz-Jentoft et al., 2019). El sedentarismo en
adultos mayores es sin duda uno de los factores mas fuertes, a tal grado que puede
ser considerado caracteristico de este grupo de edad, sin embargo, esta baja actividad
fisica solo consigue que el deterioro del organismo se acelere, particularmente en el
musculo esquelético, conduciendo también a la obesidad y pérdida de masa Osea

(Koliaki et al., 2019). Igualmente, la desregulacién de adipocinas procedentes de tejido



adiposo visceral, como el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6),
la proteina C reactiva (CRP), leptina, y adiponectina las cuales estan estrechamente
asociados con la sarcopenia y promueven un estado inflamatorio de bajo grado, esto
sugiere que el componente inflamatorio juega un papel fundamental en el desarrollo
de la OSO (Roubenoff, 2004; Rosen and Bouxsein, 2006; Beyer, Mets and Bautmans,
2012). Factores de fondo genético y epigenético pueden contribuir de manera conjunta
al desarrollo y perpetuacion de esta enfermedad, volviendo sumamente complicado el

abordaje eficaz de alguna intervencion clinica.

1.4 Expresion de miRNAs y su relacion con el musculo esquelético en el

envejecimiento

Los microRNAs (miRNA) son &cidos ribonucleicos pequefios no codificantes de
naturaleza endogena. Persisten en varios grupos de eucariontes y realizan funciones
criticas durante el desarrollo y la homeostasis celular. Estan conformados de 19 a 25
nucledtidos de longitud y regulan la traduccion del RNA mensajero (mMRNA). Los
microRNAs pueden inhibir la traduccion, estabilizando o induciendo la degradacioén del
MRNA. Ellos regulan la expresion genética y estan involucrados en el control de
diversas funciones celulares como la diferenciacion, la proliferacién, la apoptosis y el

metabolismo (Sayed and Abdellatif, 2011).

Los miRNAs son sintetizados en el nucleo por la RNA polimerasa tipo Il o 1ll, pueden
tener como origen un gen o intrén, y este primer transcrito es conocido como pri-
mMiRNA. Posteriormente, es escindido por Drosha dando origen al pre-miRNA,

transportado al citosol por la Exportina-5. Una vez en el citoplasma, el pre-miRNA es
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nuevamente escindido por la enzima Dicer, originando al miRNA de cadena doble,
mismo que sera acoplado a Ago2 en complejo con Dicer y TRBP para constituir el
complejo de silenciamiento de RNAs interferentes o RISC (Figura 4). El complejo RISC
se une al mMRNA blanco mediante la secuencia semilla del miRNA maduro (cadena
sencilla) y dependiendo de la afinidad de la secuencia del miRNA por el mensajero
puede conducir a la escisiéon del blanco, desadenilacion o represion traduccional

(Sannicandro, Soriano-Arroquia and Goljanek-Whysall, 2019).

Debido a la gran variedad de blancos que cada miRNA poseé, estan implicados en la
regulacion de casi todos los procesos celulares, como la respuesta al estrés oxidante,
la angiogénesis, la oncogénesis, la adipogenésis y en la miogenésis. Esa es la razon
por la cual sus expresiones anormales se asocian a muchas condiciones fisiolégicas y
patolégicas (Paul et al., 2018; Saliminejad et al., 2019). La expresion de miRNAs se
altera en muchos procesos bioldgicos tales como el desarrollo, la divisién celular, la
diferenciacion, y la senescencia, asi como en condiciones patoldgicas, como el cancer,
patologia cardiovascular, la esclerosis lateral amiotrofica (ALS), y la distrofia muscular.
Recientemente también se ha identificado la alteracion de diversos miRNAs en la
funcién de la masa muscular esquelética o con sarcopenia en adultos mayores

(Sannicandro, Soriano-Arroquia and Goljanek-Whysall, 2019; Dowling et al., 2022).

Los microRNAs son un atractivo terapéutico porque se ha observado que solo uno de
ellos puede regular varios genes y que podria influir en toda la ruta de sefalizacion
(Sannicandro, Soriano-Arroquia and Goljanek-Whysall, 2019). Ademas, asi mismo

podrian inhibir in vivo sin efectos adversos relacionados con los agentes terapéuticos
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habituales. Puesto que pueden ser detectados en muestras de suero, plasma, orina y
saliva en una forma estable, reproducible y consistente entre individuos de la misma
especie, se espera que sean utiles como biomarcadores para el diagnéstico clinico y

el control de enfermedades.

La identificacion de miRNAs especificos de masculos llamados myomiR (miR-1, miR-
133 a/b, miR-206, miR-208b, miR-499 y miR-486) ha ampliado nuestro conocimiento

de la red molecular en el musculo esquelético (Sempere et al., 2004; McCarthy, 2008).

El musculo esquelético esta caracterizado por la expresion alta de miR-1, miR-206 y
miR-133, los cuales han sido definidos como myomiRs y han sido detectados tanto en
el masculo esquelético de ratones como en humanos (Sempere et al., 2004). Por lo
tanto, la regulacion de estos miRNAs especificos de musculo, asi como su relacion
con las funciones musculares como la miogénesis, la hipertrofia, y el metabolismo de
la energia, ha sido de particular interés en los ultimos afios(Soriano-Arroquia et al.,

2016).
1.5 El ejercicio y el envejecimiento

El riesgo de desarrollar enfermedades en la Ultima etapa de la vida (envejecimiento)
como las cardiovasculares, la diabetes tipo 2, osteoporosis, fragilidad, la obesidad, la
sarcopenia o ambas puede disminuirse mediante el ejercicio fisico habitual (Pillard et

al., 2011; D’Alessandro et al., 2018).
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Figura 4. Mecanismo de accion de los miRNAs. Modificado de Vector Biolabs, 2022.

El sedentarismo es sin duda el factor mas influyente dentro del desarrollo de
enfermedades como la OSO. Por definicion, el sedentarismo es la falta de ejercicio
propiamente ejecutado (Fox, 2012), en términos fisiologicos, se refiere a una persona

gue gasta menos de 150 kcal por dia en una actividad de intensidad moderada o alta
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como el ejercicio o cualquier otra actividad cotidiana (Gonzalez-Gross and Meléndez,
2013). En ese sentido, el tipo de ejercicio mas estudiado consiste en entrenamiento de
resistencia y/o aer6bico como el ejercicio de resistencia 0 una combinacién de
diferentes tipos de ejercicio con diferentes influencias sobre el envejecimiento y la
obesidad sarcopénica. El entrenamiento de resistencia reduce el peso corporal y
aumenta la fuerza muscular y la masa de manera efectiva en las personas de edad
avanzada. Una sesidn de ejercicio aerdbico restaura la respuesta anabdlica de
proteinas del musculo a la insulina mediante la mejora de la funcién endotelial y la
sefalizacion Akt / mTOR en sujetos de edad avanzada (Fujita et al., 2007). Ademas,
se ha denotado que el ejercicio de resistencia, atenta los cambios en el nimero de
células satélite y su capacidad miogénica durante el envejecimiento (Shefer et al.,
2010). Igualmente, el ejercicio aerdbico tiene un potencial anti-inflamatorio mediante
la reduccion de citocinas asociadas a la obesidad en adultos mayores como la IL-6, IL-

18, TNF-a y CRP (Kohut et al., 2006).

En el contexto del envejecimiento, los mecanismos moleculares durante el
entrenamiento de resistencia se centran en el aumento de la capacidad antioxidante
debido a la sobreexpresion de las enzimas catalasa y SOD2 (Johnson et al., 2015;

Lépez-Cervantes et al., 2022).

La inactividad fisica que frecuentemente se asocia al envejecimiento es uno de los
factores fundamentales que contribuye a la aparicion de sarcopenia, un aspecto central

de la fragilidad.
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Hombre - 24 afios Hombre - 66 afios Hombre - 66 afios

Peso - 76 kg Peso - 81 kg Peso - 79 kg
Grasa corporal - 10 kg Grasa corporal - 57 kg Grasa corporal - 34 kg
Masa libre de grasa - 57 kg Masa libre de grasa - 13 kg Masa libre de grasa - 36 kg
Promedio pasos diarios = 3141 Promedio pasos diarios = 12445
PA>3MET/dia = 22 min PA>3MET/dia = 130 min

Figura 5. El sedentarismo como factor determinante en el desarrollo de OSO.

Se ha comprobado en un modelo de obesidad sarcopénica que el ejercicio de
resistencia, regula la produccion de proteinas musculares a través de la disminucién
en la expresion de DEPTOR, una molécula inhibidora de la via mTOR (Nilsson et al.,
2013). El entrenamiento de resistencia atenta la pérdida de masa muscular en los
adultos mayores fragiles obesos en el tratamiento para bajar de peso (Frimel, Sinacore
and Villareal, 2008). Particularmente, el ejercicio de resistencia también disminuye la
progresion patoldgica en los ancianos obesos fragiles mediante la reduccion de las
moléculas inflamatorias IL-6, TNF-a, TLR4 (Toll-like receptor 4) y PCR (proteina C

reactiva) (Lambert et al., 2008; Donges, Duffield and Drinkwater, 2010).
2. Antecedentes

El ejercicio es reconocido como la Unica terapia preventiva en el desarrollo de

sarcopenia y obesidad osteosarcopénica. Sin embargo, la movilidad de los pacientes
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gue padecen estas enfermedades puede encontrarse comprometida y limitar su
capacidad para realizar ejercicios aerdbicos o de resistencia. En el laboratorio se ha
demostrado que una rutina de ejercicio de baja intensidad puede ayudar a prevenir la
aparicion de la sarcopenia (Mena-Montes et al., 2021), y que en combinacion con
metformina puede evitar la pérdida de masa muscular esquelética y fuerza en ratas
viejas (Hernandez-Alvarez et al., 2019). Por lo que la rutina de ejercicio de baja

intensidad puede ser una alternativa cuando la movilidad es limitada.

Por otro lado, diversos estudios muestran que los miRNAs pueden regular la cantidad
de musculo esquelético en el organismo (Soriano-Arroquia et al., 2016; Sannicandro,
Soriano-Arroquia and Goljanek-Whysall, 2019), proponiendo que los miRNAs pueden

servir como un blanco terapéutico en este tipo de enfermedades.

3. Justificacién

La OSO es una enfermedad que afecta gravemente la calidad de vida de los adultos
mayores que la padecen y aunque la prevalencia aun no alcanza limites alarmantes,
la poblacion de adultos mayores con respecto a las proyecciones en piramides
poblacionales va en aumento, por lo que esta enfermedad, al igual que otros

padecimientos asociados a la edad, esta cobrando mucha relevancia.

A la fecha existen pocos estudios que incluyan el papel del ejercicio sobre la expresion
de los miRNAs en el desarrollo y progresion de la OSO, por lo cual, el establecimiento

de este modelo de OSO y el seguimiento de los miRNAs a lo largo de la vida de ratas
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sedentarias y ratas sometidas a un régimen de ejercicio puede ser clave en el

entendimiento de la enfermedad.

4. Pregunta de investigacion

¢, Como se vera afectada la expresion de miRNAs a lo largo de la vida con la rutina de
ejercicio de baja intensidad? ¢Cudl sera el impacto de esta sobre el desarrollo y

establecimiento de la OSO?

5. Hipotesis

La intervencidn de la rutina de ejercicio baja intensidad podria retardar la aparicion de
la OSO, mediante mecanismos asociados a la expresion de miRNAs en distintas

etapas de la vida de las ratas.

6. Objetivos

6.1 Objetivo General

Determinar los mecanismos de regulacion asociados a la expresion de miRNAs en el

modelo de obesidad sarcopénica bajo un régimen de ejercicio de baja intensidad.

6.2 Objetivos particulares

Determinar los cambios en la composicion corporal generados por la rutina de ejercicio

de baja intensidad a lo largo de la vida de las ratas.

Obtener y comparar los perfiles de expresiéon de miRNAs a lo largo de la vida.

Analizar los cambios fisiologicos y su relacion con los perfiles de expresion de miRNAs.
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7. Material y métodos
7.1 Animales

Para este estudio fueron utilizadas 115 ratas Wistar (Rattus norvegicus) de 4 meses,
obtenidas del bioterio de la UAM Iztapalapa. Todos los animales se mantuvieron en un
cuarto con ciclo de luz invertido (12 horas de oscuridad/ 12 horas de luz), en cajas de
acrilico transparente de 6 mm de espesor y con las siguientes dimensiones: 53 cm de
largo, 43 cm de largo y 20 cm de alto, con acceso libre a agua y comida (Abene BDL-
7100). Las ratas fueron divididas en dos grupos experimentales; el primero
corresponde al de ratas sedentarias y el segundo a las ratas que fueron sometidas al

régimen de ejercicio.

Cada grupo experimental fue subdividido en grupos de edad a los cuales serian
sacrificados los animales (8, 12, 18 y 24 meses), con por lo menos 5 individuos por
grupo. El promedio de vida de las ratas Wistar es de aproximadamente 28 meses y
datos de nuestro laboratorio nos indican que a esta edad llegan el 40% de los animales.
Como medida preventiva y para garantizar que tuviéramos los 5 animales envejecidos,

se utilizaron 15 animales para los grupos de edad mas avanzados.

Todas las ratas fueron sacrificadas con un periodo de ayuno de ocho horas y dos dias
después de la ultima rutina de ejercicio (a las distintas edades mencionadas arriba).
Se diseccioné el musculo gastrocnemio de ambas extremidades anteriores, los
musculos fueron etiquetados y almacenados a -80° C para su posterior procesamiento.

Todos los protocolos experimentales con los animales siguieron lo establecido en la
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“Guia para el cuidado de los animales de laboratorio” (NOM-062-ZO0-1999) y para el

manejo de residuos biologicos (NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002).

7.2 Grupo sedentario (SED)

Para el grupo sedentario se utilizaron 60 ratas, las cuales fueron divididas (5 animales
por caja). Las condiciones estandar de mantenimiento de estos animales se
mantuvieron a lo largo de su vida, con comida y agua ad libitum, sin actividad fisica
que favoreciera su movilidad, mas alla del comportamiento normal de estos animales
en las cajas, fueron los factores que nos llevaron a determinar que eran condiciones
de sedentarismo, confirmadas en varios reportes al momento (Hernandez-Alvarez et

al., 2019; Mena-Montes et al., 2021).

7.3 Grupo con rutina de ejercicio (LRER: Long-life running exercise routine)

A partir de los 4 meses de edad, las ratas pertenecientes al grupo de ejercicio fueron
sometidas a un periodo de reconocimiento y adaptacion a la caminadora (Treadmill
Control LE8710 Panlab Harvard Apparatus) de 5 carriles. El proceso de adaptacion se
llevé a cabo durante 3 semanas, 5 dias a la semana. La primera semana las ratas
corrieron a una velocidad de 10 cm/s durante 10 min, la segunda semana a 15 cm/s

por 15 min y la tercera 20 cm/s durante 20 min.

Posterior al periodo de entrenamiento las ratas fueron ejercitadas en las primeras
horas de su ciclo de oscuridad durante 30 min/dia en la caminadora, caminando a 25

cm/s, 5 veces/semana, desde los 4 meses de edad hasta los 8, 12, 18 y 24 meses.
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Cabe destacar que esta rutina de ejercicio no generd ningun dolor o molestia en los

animales que requiriese una intervencion farmacolégica.
7.4 Perfil bioguimico

El perfil bioquimico de los animales se obtuvo del suero de las ratas de ambos grupos
experimentales. Dicho suero fue obtenido mediante la centrifugacion de la sangre a
3500 rpm por 10 min. Una vez obtenido se realizaron las determinaciones de glucosa,
creatinina, colesterol, HDL vy triacilglicéridos usando el analizador bioquimico

SPOTCHEM® EZ SP-4430 (Jant, CA, USA).
7.5 Absorciometria de rayos X de energia dual (DXA)

La composicién corporal fue determinada usando el scanner DXA (Serie Discovery
QDR, Hologic® Discovery) del Instituto Nacional de Geriatria. Las determinaciones se
realizaron en distintas edades (8, 12, 18 y 24 meses) para ambos grupos
experimentales. Dado que el equipo esta optimizado para uso humano, fue calibrado
con el Hologic Rat Step Phantom P/N 010-0758 previo a las determinaciones en las
ratas. Los dias de las determinaciones, las ratas fueron sedadas con coctel compuesto
de 2.5 ml de ketamina (100 mg/ml), 0.8 ml de xilacina (20 mg/ml) y 2.5 ml de solucién
salina. De dicha mezcla, se administraron 100 ul por cada 100 g de peso del animal.
El equipo hace dos emisiones de rayos X de baja intensidad, una de ellas permite
detectar la grasa corporal, la segunda la masa 0sea, el software del equipo (QDRo)

toma esas dos caracteristicas en conjunto y hace un diferencial con respecto al
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espectro total para conseguir una determinacion de la masa libre de grasa y hueso, lo

que puede referenciarse como musculo en muchas regiones del cuerpo.

Para calcular el indice de musculo esquelético (SMI por sus siglas en inglés Skeletal
Muscle Index) se tomé la masa libre de grasa y hueso de las cuatro extremidades y se
dividio por la longitud naso-rectal del animal al cuadrado. Para realizar el calculo
anterior se seleccionaron las extremidades en dos regiones, superior e inferior,
dibujando un rectangulo con el software del equipo en la regién del Acromion derecho-
Acromion izquierdo: fascia axilar derecha-fascia axilar izquierda para la region superior

y la region de la vértebra sacra 1 (S1)-raiz de la cola para la region inferior.

Los resultados de la composicién corporal (grasa, hueso y masa libre de grasa y
hueso) estan reportados como porcentaje. En el caso del porcentaje de grasa, si este
excedia el 30% en su composicion corporal se consideraba que el animal padecia
obesidad. El punto de corte para determinar la osteopenia fue determinado usando 2.5
veces el valor de la desviacion estandar de los valores de BMD mostrados por las ratas
jovenes, si el valor era menor a ese punto de corte entonces se consideré como
osteopenia. En el caso de sarcopenia y dinapenia, se utilizé como referencia 2 veces
el valor de la desviacion estandar de los valores de ratas jovenes como limite inferior

para su determinacion.

7.6 Fuerza de agarre

La fuerza de agarre fue determinada usando un dinamoémetro digital Rhino BAC-20

(PKCh) con un rango de medicién entre 0.1 N (Newton) y 200 N. El dinamoémetro fue
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colocado de forma vertical junto con una rejilla de acero inoxidable, lo que facilit6 el
agarre de las ratas durante la determinacion. De tal forma, se considerd el valor
maximo de fuerza registrado en el dinamometro al momento de soltar la rejilla. Los

resultados fueron reportados en N/kg (Hernandez-Alvarez et al., 2019).
7.7 Extraccion de RNA total

La extraccién del acido ribonucleico total (RNA total) se realiz6 a partir de los
gastrocnemios diseccionados mediante la técnica del reactivo de Trizol® (Invitrogen).
Para la homogenizacién del tejido se utiliz6 nitrégeno liquido, el cual fue vertido
cuidadosamente sobre la muestra en un mortero (previamente enfriado en hielo seco
o dejado en el ultracongelador por 15 min aproximadamente) y pulverizado con ayuda
del pistilo, presionando ligeramente al principio hasta que se fragmentara el trozo de

musculo para evitar que la muestra saltara fuera del mortero.

Una vez pulverizado el tejido, fue transferido con ayuda de una espatula a un tubo de
1.5 ml para posteriormente agregar el Trizol® y comenzar el protocolo de extraccion de
RNA total segun el protocolo descrito por el fabricante (Invitrogen, Life Technologies).
Al finalizar la extraccion el RNA total fue resuspendido en 20 ul de agua libre de

nucleasas (sin DEPC ni inhibidores enzimaticos).

7.8 Microarreglos de expresion de miRNAs

Para este estudio se utilizaron microarreglos GeneChip® miRNA 4.0 (Affymetrix,

Thermo). Posterior a la extraccidbn de RNA total, se prepararon las muestras para el
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uso de los microarreglos. EI RNA fue cuantificado en el espectrofotémetro NanoDrop®
(NanoDrop2000, Thermo Scientific, USA) y se reservaron 100 ng/ul de RNA en un
volumen de 30 ul de agua libre de nucleasas para ser enviados a la Unidad de
Microarreglos del Instituto Nacional de Medicina Gendémica en la Ciudad de México
donde se realiz6 el marcaje, hibridacion y lectura del chip segun el protocolo descrito

por el fabricante.
7.9 Analisis de expresion, enriquecimiento de blancos y vias de sefializacion

El analisis de los datos crudos de los microarreglos fue realizado con el software
Transcriptome Analysis Console (v 4.1) desarrollado por el fabricante de los
microarreglos (Affymetrix, Thermo, USA). Con ayuda del software se realiz6 el control
de calidad, normalizacion de los datos y el analisis de expresion diferencial. Para dicho
analisis se utilizaron los siguientes parametros RMA rat only, logz-fold change (FC) de

<-2.0 0 >2.0 y una tasa de descubrimiento de falsos positivos (FDR) de 0.05.

Una vez obtenidas las listas de miRNAs con expresion diferencial se realizé el analisis
de enriquecimiento que consistié en dos etapas. La primera fue el enriqguecimiento de
los blancos de los miRNAs con expresion diferencial de cada grupo experimental. Para
obtener los blancos usamos todos los mMIRNAs con expresion diferencial
(sobreexpresados y reprimidos) y usamos las bases de datos miRNet (Chang et al.,
2020) y miRWalk (Sticht et al., 2018). Una vez obtenidos los blancos, la segunda etapa
del enriquecimiento se realizé usando las listas de genes, las cuales fueron sometidas
a la base de datos Comparative Toxicogenomics Database (CTD) (Davis et al., 2019)

para obtener la lista de vias de sefializacién afectadas. Para ambos pasos, se
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consideré un valor de la p ajustada <0.01 asignado por la metodologia de cada
plataforma. El valor de enriquecimiento o enrichment score se calculé como -

log10(valor de p ajustado).

7.10 Perfil inflamatorio

El perfil inflamatorio fue determinado usando el suero de los animales mediante el uso
del kit Bio-Plex Multiplex immunoassay system® (BioRad, USA). El ensayo fue
preparado utilizando el protocolo del fabricante, para la coleccion de los datos se usé
el lector Luminex Instrument y la concentracién de los analitos fue determinada con las
recomendaciones del fabricante. Las concentraciones de las citocinas fueron
representadas en pg/ml. Posteriormente se realiz6 la relacion de IL-6/IL-10 y TNF-a/IL-

10.

7.11 Analisis estadistico

Todos los datos son representados como medias + SD de por lo menos 5 individuos o
3 experimentos independientes. Los niveles de significancia (p<0.05, p<0.01, p<0.001)
fueron evaluados mediante t-Student y andlisis de varianza (ANOVA), seguidos de una

prueba de comparaciones multiples (Tukey) en GraphPad Prism y/o NCSS.

7.12 Disponibilidad de datos

Los datos de microarreglos discutidos en el presente trabajo fueron depositados en la
base de datos Gene Expression Omnibus del NCBI, y pueden ser consultados a través
del niUmero de acceso a la serie del GEO (GEO Series accession number) GSE175390

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE175390).
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8. Resultados

8.1 Perfil biogquimico

Dentro de los pardametros bioquimicos que fueron determinados (Tabla 1-4)
encontramos diferencias significativas en algunos de ellos entre los grupos
experimentales, sin embargo, ninguno de esos parametros se encontraba fuera de los
rangos normales reportados (Giknis and Clifford, 2008). Esto sugiere que ambos
grupos experimentales se encontraron en condiciones saludables a lo largo de todo el
experimento. Esto sugiere que la rutina de ejercicio es apropiada incluso en los

individuos envejecidos, debido a que no causa alteraciones en estos parametros

bioquimicos.

Tabla 1. Perfil Bioquimico de ratas SED y LRER de 8 meses
Variable SED LRER p-value
Glucosa (mg/dL) 114.2+2.68 131+14.089 0.054
Colesterol (mg/dL) 74.4+14.43 75.2+7.94 0.916
Triglicéridos (mg/dL) 179.6+46.71 99.6+26.05 0.014 *
HDL-c (mg/dL) 21.2+3.96 26.4+2.50 0.043 *
Creatinina (mg/dL) 0.66+0.054 0.66%0.054 1.000

Tabla 2. Perfil Bioquimico de ratas SED y LRER de 12 meses
Variable SED LRER p-value
Glucosa (mg/dL) 139+9.16 109.549.53 0.010 *
Colesterol (mg/dL) 90.66+34.53 100.25+8.42 0.681

26



Triglicéridos (mg/dL) 88.66+15.30 126.75+57.34 0.281 *

HDL-c (mg/dL) 27+14 29+5.47 0.832

Creatinina (mg/dL) 0.66+0.054 0.75+0.055 0.024 *

Tabla 3. Perfil Biogquimico de ratas SED y LRER de 18 meses

Variable SED LRER p-value
Glucosa (mg/dL) 113.5+¢9.71 107£13.39 0.464
Colesterol (mg/dL) 86.25+19.24 84.5+51.08 0.952
Triglicéridos (mg/dL) 84.25+26.31 90£21.19 0.393
HDL-c (mg/dL) 27.25+6.23 23.5+12.47 0.616
Creatinina (mg/dL) 0.74+0.089 0.80+0.081 0.329

Tabla 4. Perfil Bioquimico de ratas SED y LRER de 24 meses

Variable SED LRER p-value
Glucosa (mg/dL) 100.33+£32.56 91.5+27.77 0.724

Colesterol (mg/dL) 73+£20.66 116.75+£19.72 0.043 *
Triglicéridos (mg/dL) 88.66+30.89 120.5+22.66 0.215

HDL-c (mg/dL) 22.33+5.85 35+6.97 0.049 *
Creatinina (mg/dL) 0.20+0.015 0.65+0.055 0.0005 **
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8.2 Composicion corporal.

Para evaluar si la LRER fue capaz de modificar la composicion corporal de las ratas,
se utilizé el escaner DXA del Instituto Nacional de Geriatria para determinar la
proporcion de grasa, de hueso y la proporcion de la masa libre de grasa y hueso
(musculo) de ambos grupos experimentales. Los resultados muestran que las ratas
SED tienen una mayor proporcion de grasa corporal a diferencia de las ratas LRER. El
grupo SED superd el umbral de obesidad desde los 12 meses (31.31% de grasa
corporal), y se mantuvo por encima a los 18 (32.86%) y 24 meses (33.26%), mientras
gue el grupo LRER Unicamente muestra un porcentaje superior al 30% a los 18 meses
(37.4% de grasa corporal), sin embargo, se mantuvo por debajo en los otros grupos

de edad (Figura 7a).

La masa libre de grasa y hueso (FFBFM), considerada masa magra o musculo, mostré
una disminucién gradual a lo largo del tiempo en el grupo SED, mientras que en el
grupo LRER dicha proporcién se mantuvo sin cambios significativos. Los resultados
muestran que el grupo LRER tiene una mayor proporcién de FFBFM que el grupo SED;
las diferencias estadisticas son observadas a los 8 meses (75.41% vs 71.53%,
p<0.05), 12 meses (72.86% vs 64.78%) y a los 24 meses (69.03% vs 64.78%).
Determinamos la presencia de sarcopenia cuando el valor de FFBFM disminuia 2
veces la desviacion estandar de las ratas SED de 8 meses, estableciendo el punto de
corte para valores por debajo de 67.97% de FFBFM. Basados en lo anterior, las ratas
pertenecientes al grupo SED desarrollan sarcopenia a partir de los 12 meses,

demostrando que la rutina LRER retarda la pérdida de masa muscular (Figura 7c).
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Las ratas del grupo SED de 18 y 24 meses cumplen el criterio para la determinacion
de osteopenia (el valor de BMC disminuye 2.5 veces la desviacion estandar con
respecto a la media de las ratas SED de 8 meses). En contraste, las ratas LRER solo

presentan osteoporosis a los 18 meses (Figura 7b)
8.3 Fuerza de agarre

Bajo el mismo criterio que la osteopenia se determind la presencia de dinapenia con
la fuerza de agarre. Las ratas del grupo SED muestran dinapenia a los 18 y 24 meses
de edad (Figura 7e). Por otro lado, las ratas del grupo SED muestran estadisticamente
una menor fuerza de agarre con respecto a las ratas LRER desde los 12 hasta los 18

meses.

8.4 indice de Masa Muscular Esquelética (SMI) e indice de Funcionalidad

Muscular (SMFI).

La obesidad y la inflamacién impactan directamente sobre la funcionalidad del musculo
esquelético. Durante la reparacién del musculo, las células satelitales bajo condiciones
pro-inflamatorias y abundancia de acidos grasos pueden diferenciarse en adipocitos

(van Herpen and Schrauwen-Hinderling, 2008).

En el musculo, este destino celular incrementa la inflamacién y altera la funcionalidad
del tejido ya que interfiere con su arquitectura habitual (van Herpen and Schrauwen-
Hinderling, 2008; Koliaki et al., 2019). Es por ello que calculamos el indice de masa

muscular esquelética (SMI).
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Calculamos el indice de funcionalidad del muasculo esquelético (Sekeletal Muscle
Functionality Index o SMFI), indice que nos permite establecer una relacion entre el
SMl y la fuerza de agarre de los animales. Calculamos el SMFI para todos los grupos
experimentales y de edad y revel6 que la LRER es fundamental para el mantenimiento
de la funcionalidad del tejido a lo largo del tiempo (Figura 7f). De forma mas especifica,
la funcionalidad muscular entre las ratas del grupo SED y LRER muestra diferencias
significativas a los 12, 18 y 24 meses. A los 12 meses el SMFI de las ratas LRER es
70.26% mayor con respecto a las SED, 52.74% mayor a los 18 meses 'y 70% a los 24
meses. Analisis posteriores mostraron también que la funcionalidad de las ratas LRER

de 24 meses era estadisticamente igual a la de las ratas SED de 12 meses.

8.5 Andlisis del perfil de expresién de miRNAs.

Se ha reportado previamente en el musculo esquelético de ratones que la expresion
de miRNAs entre ratones viejos y jovenes es distinta (Soriano-Arroquia et al., 2016),
es por ello que nos dimos a la tarea de evaluar si la rutina de ejercicio de baja

intensidad podria ser capaz de modificar los perfiles de expresion de miRNAs.

El analisis de expresion de miRNAs mostrado en la Figura 8 y 9 en forma de analisis
de componentes principales (PCA) y un mapa de calor muestran que, en el caso del
PCA, las muestras pertenecientes al mismo grupo se posicionan muy cerca entre ellas,
lo cual es un indicador del parecido de su perfil de expresion. En el caso del mapa de
calor, también nos muestra que los perfiles de expresion son similares en algunos
casos, sin embargo, algunas muestras tienen un perfil de expresion mas parecido al

de otros grupos o muestras. La variabilidad en la expresion nos muestra que el ejercicio
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tiene un efecto sobre la regulacion de la expresion global de miRNAs y que cada ente

bioldgico es distinto independientemente del tratamiento o edad.
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Figura 8. Analisis de componentes principales basado en los perfiles de expresion de los microarreglos. Este
analisis indica el parecido de las muestras entre ellas, basado en los niveles de expresion de miRNAs.

Para determinar las transiciones de los perfiles de expresion de miRNAs establecimos
las siguientes ventanas de tiempo para las ratas SED (1) y LRER (2). En el caso de
las ratas SED el esquema fue el siguiente Al para la transicion de 8-12 meses; B1 de
12-18; C1 de 18-24 meses. Para el caso del grupo LRER el esquema es el mismo Al

para la transicion de 8-12 meses; B2 de 12-18; C2 de 18-24 meses. Posterior al
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establecimiento de las ventanas de tiempo se realizd el analisis de expresion

diferencial de cada grupo experimental.
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Figura 9. Mapa de calor y analisis de agrupamiento con dendogramas. Los dendogramas de las filas y columnas
muestran la distancia o similitud entre cada una de ellas.
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Los resultados muestran que la expresion de miRNAs cambia a lo largo del tiempo y
gue dicha progresion es distinta para cada grupo experimental. Los volcano plots de
las ratas SED muestran 15 miRNAs con expresion diferencial en Al, 28 en B1 y 55 en
C1. Para las ratas LRER 80 miRNAs con expresion diferencial en A2, 56 en B2 y 27
en C2. Comparando los volcano plots entre SED y LRER de la primera ventana de
tiempo (Al vs A2) podemos ver que la mayoria de miRNAs en Al se encuentran
sobreexpresados mientras que en A2 la mayoria de los miRNAs estan reprimidos.
Comparando Bl vs B2, todos los miRNAs de B2 estan reprimidos y para la
comparacion de C1 vs C2, la mayoria de los miRNAs en C1 estan reprimidos mientras

gue en C2 estan sobreexpresados (Figura 10).

Los 10 de miRNAs con expresion diferencial mas alta son mostrados en la figura 11a
por grupo de edad y grupo experimental. Hicimos diagramas de Venn para determinar
si eran los mismos miRNAs entre SED y LRER. Para la comparacion Al vs A2,
encontramos 9 miRNAs especificos para Al, 74 para A2 y 6 que se comparten entre
ambos grupos. Para B1 vs B2 encontramos 18 especificos para B1, 46 para B2 y 10
compartidos. En el caso de C1 vs C2 encontramos 55 miRNAs especificos para C1,

22 para C2 y 5 miRNAs compartidos (Figura 11b).

Adicionalmente, se realiz6é un analisis comparativo de todos los miRNAs con expresion
diferencial de los distintos grupos de edad por cada grupo experimental. Se encontro
que las ratas SED unicamente mantienen un miRNA con expresion diferencial en las
distintas edades, mientras que las ratas LRER no comparten ningin miRNA con

expresion diferencial entre las distintas edades.
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Figura 11. Tablas mostrando los 10 de miRNAs con expresion diferencial mas alta para cada transicion (a) y
diagramas de Venn mostrando el nimero de miRNAs especificos para cada grupo experimental en cada transicion,
asi como los que se comparten entre si (b).

8.6 Andlisis de enriquecimiento de blancos y vias de sefalizacion.

Una vez obtenidos los miRNAs con expresion diferencial realizamos el andlisis de
expresion diferencial. Para ello se requiri6 de dos analisis de enriquecimiento; el
enriquecimiento de blancos de los miRNAs y el enriquecimiento de vias de
sefalizacion usando esos blancos. Para el enriquecimiento de blancos se utilizaron las
bases de datos mIRNET (Chang et al.,, 2020) y miRWalk (Sticht et al., 2018)
especializadas en la prediccion de blancos de miRNAs y generacién de redes de
interaccion. Posteriormente, los blancos se sometieron a la base CTD (Davis et al.,

2019) para el analisis de enriquecimiento de vias de sefalizacion.

El enriquecimiento de vias de sefalizacion de los miRNAs con expresion diferencial
en SED muestra alteraciones en vias metabdlicas, de proliferacion y vias de
sefalizacion asociadas a la regulacion inmune de los animales (Figura 12), esta
tendencia en alteraciones se mantiene en las distintas edades de Al, B1y C1. En las
ratas LRER de la edad A2, los miRNAs con expresién diferencial fueron asociados con
vias relacionadas con metabolismo, hormonas e inflamacion y regulacion del sistema
inmune. En las edades B2 y C2, las vias mas alteradas fueron relacionadas con
inflamacion y regulacion del sistema inmune, ademas de vias de metabolismo y

mecanismos de sobrevivencia.
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Figura 12. Andlisis de enriquecimiento de vias de sefializacion de los miRNAs con expresion diferencial en SED
(A1,Bly Cl)yen LRER (A2, B2 y C2) en la transicién de 8-12 (Al y A2), 12-18 (B1 y B2) y 18-24 meses (Cly
C2). El enrichment score fue calculado como -log10(valor de p ajustado).

De forma interesante vemos que las vias de sefializacibn en ambos grupos
experimentales y en todos los grupos de edad apuntan a procesos inflamatorios o

asociados a la regulacion del sistema inmune.

8.7 miRNAs con expresién diferencial compartidos entre grupos experimentales

para cada grupo de edad.

Es importante destacar que a pesar de que los analisis de enriquecimiento mostraron
cambios en mecanismos Yy funciones similares, los miRNAs para cada comparacion
eran distintos. Debido a esto, se hizo un analisis de estos para poder determinar cémo
podrian estar actuando, ya que la evidencia del estado fisiolégico del tejido era

claramente superior en las ratas LRER.

Para ello realizamos un nuevo analisis comparativo, ya que, si bien no se compartian
mMiRNAs entre grupos de edad dentro del mismo grupo experimental, existian miRNAs
gue se compartian por grupo de edad entre grupos experimentales, es decir las
comparaciones Al vs A2, B1 vs B2 y C1 vs C2.En la primera comparacion Al vs A2
(correspondiente a la transicién 8-12 meses) donde se comparten 6 miRNAs (rno-mir-
134-5p, rno-mir-678, rno-mir-23a-5p, rno-mir-125a-5p, rno-mir-6332 and rno-mir-134-
5p), sin embargo, analizando los valores de expresion encontramos que todos estaban
sobreexpresados en las ratas SED y reprimidos en las LRER. Para la comparacién B1

vs B2 (correspondiente a la transicion 12-18 meses) 5 de los 10 miRNAs que se
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comparten (rno-mir-30e-5p, rno-mir-1839-5p, rno-mir-194-5p, rno-mir-10b-5p and rno-
mir-497-5p) estaban sobreexpresados en SED y reprimidos en LRER. Los 5 miRNAs
restantes (rno-mir-494-3p, rno-mir-127-3p, rno-mir-672-5p, rno-mir-32-3p, and rno-mir-
122-5p) estaban reprimidos en ambos grupos, sin embargo, los correspondientes al
grupo LRER mostraban un valor de FC al menos 4 veces mas bajo que las SED. En
la comparacion C1 vs C2 (correspondiente a la transicion 18-24 meses) cinco miRNAs
(rno-mir-152-3p, rno-mir-146a-5p, rno-mir-1839-5p, rno-mir-296-3p and rno-mir-20a-

5p) estaban reprimidos en las ratas SED y sobreexpresados en las LRER (Tabla 5).

Basandonos en el andlisis de enriquecimiento de las vias de sefializacidon, donde las
vias enriquecidas apuntaban a una relacién con la inflamacién y la regulaciéon del
sistema inmune, buscamos en la literatura si existia evidencia directa que asociara a
cada uno de estos miRNAs con alguno de estos procesos. El resultado de la
investigacion documental muestra que en la primera comparacion (Al vs A2) 2 de los
6 miRNAs compartidos (33%) estan asociados con procesos inflamatorios. En la
siguiente comparacion (B1 vs B2) 7 de los 10 miRNAs compartidos (70%) se asociaron
también con inflamacion, ocurriendo también en la ultima comparacién (C1 vs C2)

donde 4 de los 5 miRNAs compartidos (80%) mostraban dicha asociacion.

8.8 Perfil inflamatorio de ratas SED y LRER a lo largo del tiempo.

Dado que los datos sugieren la implicacion de procesos inflamatorios, nos dimos a la
tarea de verificar a nivel fisioldgico si los miRNAs y la modificacion de su expresion por
la rutina de ejercicio estaban teniendo un efecto sobre los niveles de citocinas en

circulacion. Para ello se utilizé el kit BioPlex Multiplex en los sueros de los animales.
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Tabla 5. miRNAs compartidos y su asociacion con la inflamacion.

Ortélogos Asociado con Referencia

SED LRER (Hsa) inflamacion (PMID)
8-12 FC p-value FC p-value
rno-mir-134-5p 2.27 2.60E-03 -3.16 6.04E-06 MIR134 v 18942116
rno-mir-678 2.28 6.50E-03 -2.8 0.0008 - x -
rno-mir-23a-5p 2.63 1.10E-03 -3.45 2.93E-05 MIR23A v 27320175
rno-mir-125a-3p 2.89 1.07E-05 -2.96 3.22E-06 MIR125A x -
rno-mir-6332 2.89 2.90E-03 -2.3 0.0028 - x -
rno-mir-3075 2.92 4.00E-04 -2.4 9.16E-05 - x -
SED LRER
Ortdlogos Asociado con Referencia
12-18 FC p-value FC p-value (Hsa) inflamacion (PMID)
rno-mir-30e-5p -3.97 9.80E-03  -13.97  3.33E-06 MIR30E v 33180227
rno-mir-1839-5p  -2.54 5.70E-03 -7.44 2.89E-06 SCARNA15 x -
rno-mir-194-5p -2.49 1.10E-03 -6.53 2.35E-05 - x -
rno-mir-10b-5p -2.36 7.90E-03 -3.47 1.85E-05 MIR10B v 29850779
rno-mir-497-5p -2.34 3.40E-03 -4.18 5.06E-05 MIR497 v 29883261
rno-mir-494-3p 2.68 3.50E-03 -2.03 3.00E-03 MIR494 v 18258830
rno-mir-127-3p 2.69 7.28E-06 -2.09 8.00E-04 MIR127 v 18942116
rno-mir-672-5p 2.94 2.00E-04 -2.64 2.00E-04 - v 27378744
rno-mir-32-3p 4.33 6.20E-06 -2.73 2.00E-04 MIR32 x -
rno-mir-122-5p 6.74 8.08E-06 -3.12 2.50E-03 MIR122 v 31759057

SED LRER
Ortdlogos Asociado con Referencia
18-24 FC p-value FC p-value (Hsa) inflamacion (PMID)

rno-mir-152-3p -4.47 1.00E-04 5.81 1.00E-04 MIR152 v 32583487
rno-mir-146a-5p -3.29 8.00E-04 11.43 1.01E-07 MIR146A v 33161770
rno-mir-1839-5p -2.86 4.80E-03 6.48 6.81E-06  SCARNA15 x -

rno-mir-296-3p -2.49 5.00E-04 2.6 9.00E-04 MIR296 v 24263102
rno-mir-20a-5p 2.76 1.20E-03 3.42 1.83E-05 MIR20A v 32117757

Nuestros resultados muestran que los perfiles inflamatorios de las ratas SED y las del
grupo LRER son distintos (Figura 13). Las diferencias en la mayoria de las citocinas
comienzan a aparecer a los 18 meses de edad, tanto para el grupo SED como para el
LRER, sin embargo, no son las mismas citocinas las que muestran dichas diferencias,
lo cual coincide con lo encontrado en los perfiles de expresion de miRNAs y el analisis

de enriquecimiento. No es el caso de citocinas candnicamente pro-inflamatorias, como
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Figura 13. Perfil inflamatorio de suero de las ratas SED y LRER. Las graficas muestran los niveles de las citocinas
IL-1a (a), IL-1B (b), IL-2 (c), IL-4 (d), IL-6 (e), IL-10 (f), IL-12 (g), TNF-a (h), and VEGEF (i) de las ratas SED y LRER
a las distintas edades. Los resultados estan expresados en pg/ml. Significancia: ANOVA seguida de Tukey. p<0.05.
a: diferente de 8 meses; b: diferente de 12 meses; c: diferente de 18 meses.
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Para comparar el estado inflamatorio de los animales, recurrimos al cociente de IL-
6/1L-10 y el de TNF-a/IL-10 para tener una idea entre la proporcidn entre citocinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias. Como resultado del calculo de estos indices se
encontré que las ratas SED tienen un incremento en el perfil pro-inflamatorio a lo largo
del tiempo en ambos cocientes, con diferencias significativas a los 18 y 24 meses
comparados con los bajos cocientes pro-inflamatorios de las ratas LRER (Figura 14).
Por lo que nuestros resultados sugieren que la LRER mantiene un perfil pro-
inflamatorio bajo a lo largo del tiempo, mismo que podria estar siendo regulado por la

expresion de miRNAs bajo la rutina de ejercicio.

IL-6/IL-10 TNF-@/IL-10
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SED LRER SED LRER

Figura 14. Heatmap de los perfiles inflamatorios de las ratas SED y LRER. Los valores fueron tomados de los
cocientes de IL-6/IL-10 y TNF-a/IL-10 de las ratas de ambos grupos. A mayor valor corresponde un mayor nivel de
inflamacion.
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9. Discusion

Una vida sedentaria es sin duda de los factores de riesgo mas grandes que contribuyen
al desarrollo de OSO (McLeod et al., 2016; Cruz-Jentoft et al., 2019). Sin embargo, el
ejercicio o una actividad fisica constante, mejora diversos aspectos deletéreos del
envejecimiento, incluyendo la pérdida de la fuerza y masa muscular esquelética
asociada a la sarcopenia (Vlietstra, Hendrickx and Waters, 2018; Beckwée et al., 2019;
De Mello et al., 2019). En el presente estudio demostramos que una rutina de ejercicio
de baja intensidad es suficiente para retardar la apariciéon de la OSO, proceso que
estaria asociado a la reduccion de la grasa corporal y la inflamacién. Algunos reportes
dicen que, durante el desarrollo de la OSO, es muy importante la comunicacion que
existe entre los tejidos que forman parte de esta enfermedad, ya que los tres tejidos
(6seo, graso y muscular) son considerados tejidos endocrinos (llich, Kelly, Inglis, et al.,
2014). Algunas de las moléculas que son secretadas por estos tejidos puede influir en
distintas etapas de diferenciacion de las distintas células madre mesenquimales
(mesenchymal stem cells o MSC por sus siglas en inglés) propias de cada tejido, es
decir, el microambiente generado alrededor de estos tejidos puede alterar el destino
celular de las MSC. Los factores principales que pueden alterar el desarrollo y
funciones de estos tejidos es la inflamacion, estrés, obesidad, el envejecimiento mismo
y factores nutricionales (llich, Kelly, Kim, et al., 2014; Kelly et al.,, 2019). Se ha
reportado también que el incremento de grasa corporal y visceral correlaciona de forma
positiva con los altos niveles de citocinas pro-inflamatorias como TNF-q, IL-1, IL-6 y la

proteina C reactiva (CRP), mismas que a su vez pueden contribuir a perpetuar la
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obesidad, osteoporosis y sarcopenia (Schaap et al., 2009; llich, Kelly, Kim, et al., 2014;

Mavros et al., 2014).

En este estudio, vias de sefalizacion asociadas a procesos inflamatorios estan
alterados de todas las ventanas de tiempo que fueron evaluadas, y que posteriormente
en el analisis de los perfiles inflamatorios (cocientes de IL-6/IL-10 y TNF-a/IL-10
mostrados en la Figura 14) revel6 diferencias entre edades y grupos experimentales.
Estos resultados concuerdan con otros reportes donde el ejercicio disminuye la
inflamacion sistémica. El ejercicio de resistencia ha probado ser un atenuante en la
pérdida de masa muscular en adultos mayores con obesidad y fragilidad durante un
tratamiento para pérdida de peso (Frimel, Sinacore and Villareal, 2008). También se
ha demostrado que el entrenamiento de resistencia disminuye la progresion patoldgica
de pacientes de edad avanzada mediante la reduccion de proteinas inflamatorias como
IL-6, TNF-a y CRP (Lambert et al., 2008; Donges, Duffield and Drinkwater, 2010). De
la misma forma, un metaanalisis reciente muestra que una mayor concentracién de
citocinas inflamatorias en circulacion estdn asociadas con una menor masa y fuerza
muscular esquelética (Tuttle, Thang and Maier, 2020). También es discutido que, Si
bien la IL-6 esta fuertemente asociada con el deterioro muscular (Belizario et al., 2016)
también se han observado sus efectos benéficos cuando es secretada por el musculo
durante el ejercicio, mejorando la tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina al
final de la actividad fisica (Pedersen and Febbraio, 2006). A pesar de que la IL-6 se ha
asociado siempre con el envejecimiento y la inflamacion (Franceschi et al., 2000;

Tuttle, Thang and Maier, 2020), por si sola no es capaz de desencadenar la pérdida
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de masa muscular (Tuttle, Thang and Maier, 2020). Sin embargo, un metaanalisis
revelé que la IL-6 en conjunto con TNF-a si podrian estar generando el ambiente
fisioldgico requerido para desencadenar la pérdida de la masa muscular (Belizario et
al., 2016; Tuttle, Thang and Maier, 2020), lo que podria explicar la pérdida de musculo
en las ratas SED de nuestro modelo, ya que al carecer del componente anti-
inflamatorio provisto por la IL-10, las ratas SED sucumben ante el efecto combinado

de IL-6 y TNF-a.

Una de las alteraciones que observamos fue un incremento de casi todas las citocinas
a lo largo del tiempo, lo que concuerda con datos previamente reportados. Esto podria
estar asociado directamente con el fendbmeno llamado inflammaging (Franceschi et al.,
2000; Barajas-Gomez et al., 2017) que parece estar bloqueado por efecto del ejercicio

de baja intensidad en nuestro modelo.

Otro factor que parece estar influenciando el estado inflamatorio de las ratas SED es
la obesidad. Se ha demostrado que la obesidad favorece la pérdida de la arquitectura
del tejido muscular y contribuye a la inflamaciéon de bajo grado caracteristica de
enfermedades croénicas y el envejecimiento (van Herpen and Schrauwen-Hinderling,
2008; Tardif et al., 2014; Koliaki et al., 2019). En nuestros resultados, la cantidad de
grasa corporal de las ratas SED se encontraba por encima del 30% desde los 12
meses de edad, lo cual es considerado obesidad, contrario a lo mostrado en las ratas
LRER, las cuales excedieron este umbral hasta los 18 meses de edad, pero disminuyo

nuevamente a los 24 meses.
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La rutina de ejercicio LRER disminuyo la concentracion de distintas citocinas pro-
inflamatorias como IL-1a, IL-1B, IL-6, y TNF-a e incrementd la concentracién de
citocinas anti-inflamatorias como IL-4 e IL-10 comparado con los grupos SED. Esto
sugiere que para preservar la composicion y funcionalidad del tejido 6seo y muscular
es necesario reducir la grasa corporal y la inflamacion en este modelo de ratas Wistar

con OSO.

Como se menciond antes, la regulacion que ejercen los miRNAs sobre el musculo
esquelético estd cobrando cada vez mas importancia. Estas moléculas son capaces
de regular cambios en la masa y funcion muscular asociados con la edad. Se ha
demostrado que, en ratones, el envejecimiento altera la expresion de miRNAs
(Soriano-Arroquia et al., 2016) y su asociacion con el musculo en condiciones
sedentarias. Ademas, cambios en la expresion de miRNAs asociados con rutinas de
ejercicio también han sido observados en humanos (Makarova et al., 2014; Hou et al.,

2019; Silva et al., 2020).

Es importante notar que mientras que la mayoria de los estudios se concentran en
comparar individuos jovenes vs viejos, y la mayoria de las rutinas de ejercicio se llevan
a cabo en periodos de tiempo cortos, nuestro estudio hace énfasis en aplicar una rutina
de ejercicio de baja intensidad a lo largo de la vida de las ratas. De esta manera somos
capaces de observar los cambios en la expresion de los miRNAs ademas de su
progresion en distintas ventanas de tiempo para asociarlos posteriormente con

parametros fisioldgicos comparados con ratas SED.
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Nuestro estudio revela que los miRNAs que aparecen durante el proceso de
envejecimiento bajo condiciones sedentarias difieren significativamente de los perfiles
de expresion de las ratas LRER (Figura 10). Por motivos estadisticos no podemos
referirnos al set de miRNAs como una firma molecular de la OSO, consideramos
esencial resaltar su importancia en esta enfermedad para estudios posteriores. Existen
diferencias considerables entre ambos grupos experimentales a lo largo del tiempo.
Observamos por ejemplo que el numero de miRNAs con expresion diferencial que
solamente estan en el grupo SED incrementa a lo largo del tiempo, mientras que en
los que corresponden a las ratas LRER este numero disminuye (Figura 11). Ademas,
los miRNAs con expresién diferencial no fueron los mismos, es decir, en cada ventana
de tiempo los miRNAs con expresion diferencial eran completamente distintos a los de
la ventana de tiempo anterior dentro del mismo grupo experimental. Esto sugiere que
la expresion de miRNAs esta fuertemente asociada con cada etapa de la vida de los
organismos y que es por ende susceptible a ser modificada por el envejecimiento. De
forma interesante, a pesar de que dentro de cada grupo experimental no se compartian
mMiRNAs en las distintas ventanas temporales y de que basados en los volcano plots,
los perfiles de expresion parecian opuestos (es decir, mientras que en las SED
mostraron la mayor parte de sus miRNAs sobreexpresados los LRER mostraban un
perfil de expresion con miRNAs en su mayoria reprimidos) se encontraron miRNAs
compartidos entre grupos experimentales en los mismos grupos de edad pero con
niveles de expresion opuestos (Tabla 5). Esto puede indicar que los miRNAs son
importantes en el proceso de envejecimiento y el desarrollo de la OSO influenciando

fuertemente procesos inflamatorios sistémicos.

48



Con respecto a los dos de los miRNAs con expresion diferencial asociados con
inflamacion compartidos entre SED y LRER en la primera ventana de tiempo (miR-
134-5p y miR-23a-5p) corresponden al 33% de los miRNAs compartidos. Algunos
reportes muestran que el miR-134 promueve la inflamacidén y apoptosis en células
epiteliales y trofoblastos en patologias asociadas al metabolismo como la diabetes
(Wang et al., 2016; Ke et al., 2022), mientras que el miR-23a-5p parece regular la
inflamacion el estrés oxidante (Yang et al., 2018). El grupo de Chen y colaboradores
demostré que ratones C57BL/6 tratados con LPS incrementa los niveles de expresion
de miR-23a-5p, asi también las concentraciones de citocinas pro-inflamatorias como
IL-6 y TNF-a y reduce los de IL-10 (Chen et al., 2021). Esto coincide con nuestros
datos que muestran una reduccion en la expresion de ambos miRNAs acompafiados
de un perfil inflamatorio mas bajo en las ratas LRER comparadas con las del grupo

SED.

La regulacion de la expresion de miRNAs en la transicion de 12-18 meses parece un
poco mas compleja debido a que, durante esta etapa, las hembras atraviesan una
etapa de cambios hormonales y metabdlicos importantes. En esta etapa, las ratas
hembra entran a un periodo similar a la menopausia en humanos conocido como
senescencia reproductiva, en la que incrementa la grasa corporal y disminuye la
cantidad de musculo, ademas de también estar asociada con procesos inflamatorios
(Koebele and Bimonte-Nelson, 2016) En esta etapa, encontramos 10 miRNAs
compartidos entre las ratas de los grupos LRER y SED, de los cuales 7 (70%) de ellos

estan asociados con inflamacion. En el grupo SED, se observa que 4 miRNAs (miR-
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10b-5p, miR-494-3p, miR-127-3p, y miR-122-5p) estan sobreexpresados comparados
con el grupo LRER. Estos 4 miRNAs estan asociados con mecanismos pro-
inflamatorios, por ejemplo, el miR-10b-5p se ha reportado en nifios con sobrepeso u
obesidad, quienes también presentan una inflamacién de bajo grado (Lauria et al.,
2022). El miR-494-3p induce la polarizacion pro-inflamatoria M1 en macrofagos,
incrementando los niveles de la citocina CCR2. También, este miRNA induce la
respuesta pro-inflamatoria desencadenada por mecanismos de hipoxia-reperfusion en
células HK2 y suero de pacientes con dafio renal agudo después de una cirugia
cardiaca (Gong et al., 2021; van Ingen et al., 2021). En el caso del miR-127-3p, se
encuentra sobreexpresado en tejido adiposo visceral de mujeres pre-diabéticas y
diabéticas, donde existe una asociacion con este miRNA y la secrecion de citocinas
pro-inflamatorias (Strycharz et al., 2021). Wang et al. Demostraron que el miR-122-5p
incrementa la produccion de citocinas pro-inflamatorias como IL-1B, IL-6, MCP-1, y
TNF-a en células THP-1, HUVEC, LO2 en respuesta a un estimulo con LPS (Wang et
al., 2022). En general, los resultados sugieren que estos miRNAs estan involucrados
con la respuesta pro-inflamatoria de enfermedades metabdlicas asociadas con la

acumulacion de tejido adiposo en respuesta a un estado inflamatorio o dafio al tejido.

Es importante sefialar que en las ratas SED de 12-18 meses existe una respuesta anti-
inflamatoria compensatoria regulada por al menos 3 de los miRNAs compartidos con
el grupo LRER. Un reporte menciona que el miR-30a-5p inhibe la traduccién de NLP3,
gue impide la formaciéon del inflamasoma, reduciendo la secrecién de citocinas pro-

inflamatorias (La Rosa et al., 2021). El caracter anti-inflamatorio del miR-30a-5p fue
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corroborado en un estudio donde su sobreexpresion disminuye los niveles de citocinas
pro-inflamatorias en un modelo de ratones expuestos a particulas de materia finas
(PMzs) y en un modelo de dafio hepatico causado por CdCl2 (Li et al., 2020; Jiang et
al., 2022). El miR-497-5p regula la inflamacion inducida por LPS en cardiomiocitos
H9c2 y en la linea celular AC16, donde disminuye las citocinas IL-13, IL-6, y TNF-a (Li
et al., 2022). Un estudio reciente muestra que la sobreexpresion del miR-672-5p en
microglia con polaridad M2 promueve la recuperacion funcional de la médula espinal
después de una lesion, favoreciendo la respuesta anti-inflamatoria (Zhou et al., 2022).
También, uno de los mecanismos mas interesantes mostrados por el miR-497-5p es
gue disminuye la secrecion de IL-6, citocina pro-inflamatoria, inducida por atrofia de

células musculares (Freire et al., 2021).

El analisis de la regulacién de los miRNAs en la dltima ventana de tiempo (18-24
meses), que corresponde a la transicion de adultos a viejos, muestra que 4 (80%) de
los miRNAs que se comparten entre las ratas de ambos grupos experimentales, estan
sobreexpresados en LRER y estan asociados con la respuesta inflamatoria. De forma
interesante, estos 4 miRNAs estan reportados por su asociacion con la respuesta anti-
inflamatoria. Por ejemplo, se ha reportado que el mir-146a-5p tiene un efecto anti-
inflamatorio porque su sobreexpresion disminuye los niveles de IRAK1, que a su vez
inhibe la translocacion al nucleo de NF-kB, y debido a ello, los niveles de IL-6 y TNF-
a disminuyen también en MSC que fueron tratadas con Tongxinluo, un compuesto
usado en la medicina tradicional China para tratar infarto al miocardio (Xiong et al.,

2022). Uno de los miRNAs mas interesantes fue el miR-152-3p porgue se ha asociado
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con el inflammaging. Personas con sindrome de Down (DS) suelen envejecer de forma
prematura, por lo que suelen padecer enfermedades asociadas al envejecimiento y un
perfil inflamatorio mas alto que personas de la misma edad que no presentan este
sindrome. Este estudio fue llevado a cabo por Morsianin et al. demostrando que el
miR-152-3p disminuye con la edad en personas con DS y que ese mismo miRNA
presenta niveles mas altos en personas sin DS (Rostami et al., 2012; lulita et al., 2016;
Morsiani et al., 2022). Esto ultimo sugiere que el miR-152-3p estaria incrementando
en las ratas LRER de nuestro estudio como un mecanismo de respuesta anti-
inflamatoria. También, el miR-296-3p se ha reportado por tener blancos asociados con
la respuesta anti-inflamatoria en humanos y ratones (Li et al., 2018). Se demostré
también que la expresion del miR-296-3p en macrofagos alveolares porcinos
disminuyen su expresion de TNF-a en un mecanismo que involucra IRF-1 (Zhang et
al., 2021). Finalmente, se ha reportado que el miR-20a-5p reduce de forma significativa
los niveles de IL-1B3, IL-6 y TNF-a en ratas Sprague-Dawley con dietas altas en grasas,
en un mecanismo que involucra la inhibicion de la via INK/NF-kB (Liu et al., 2021). La
participacion del miR-20a-5p en la regulacion del estado inflamatorio ha sido
confirmado en la linea celular HT22, la cual, fue sometida a un tratamiento con MPP+
y se observé que la sobreexpresion de este miRNA ayuda a disminuir los niveles de
IL-1B8, IL-6 y TNF-a, asi como la expresion de p65 (Wang et al., 2021). Esto concuerda
con nuestros descubrimientos porque en las ratas LRER de 24 meses presentan un
porcentaje mas alto de grasa y un perfil inflamatorio mas bajo, comparado con las ratas

SED.
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Algunos estudios han examinado la expresion de los niveles de miRNAs en el contexto
del ejercicio y en el envejecimiento, mostrando discrepancias entre ellos y sin llegar a
un consenso de un solo miRNA o grupo de miRNAs que defina una firma genética de
esta enfermedad. Estas discrepancias pueden ser producto de las distintas
metodologias en términos de duracion, tipo de ejercicio, edades y otros factores que

pueden influir al momento de realizar estos estudios.

Esto ultimo puede ser usado como un indicador de que existe una asociacion entre la
edad cronoldégica y la expresion de miRNAs, en donde el ejercicio funciona como un
modulador de la edad bioldgica de los animales de este estudio. Esto puede ser
confirmado en nuestros resultados, donde observamos que las ratas LRER de 24
meses de edad muestran la misma funcionalidad que las ratas SED de 12 meses
(Figura 7f). Este resultado es una muestra del poder que una intervencion tan sencilla
como caminar 30 min al dia puede tener sobre el tejido muscular esquelético. Sin duda
seria interesante explorar en futuras investigaciones la relacion entre la edad
cronoldgica y la edad biolégica basada en la expresion de miRNAs en nuestro modelo

murino, similar al realizado en humanos (Huan et al., 2018).

10. Conclusiones

En el presente trabajo, nuestros resultados muestran que los miRNAs, pueden ser
modulados por el ejercicio durante el envejecimiento, atenuando el desgaste muscular
e impactando profundamente en la regulacion del componente inflamatorio asociado
a la edad y la OSO. Este mecanismo regulatorio puede ser determinante en la

infiltracion de adipocitos en el tejido muscular, ya que disminuye el perfil pro-
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inflamatorio. Por si mismos, los miRNAs juegan un papel fundamental en el
envejecimiento y el desarrollo de OSO, la gran mayoria de estudios muestran que, en
efecto, existe un cambio en la expresion de miRNAs, sin embargo, estos cambios solo
son observados entre individuos jovenes y viejos. En ese sentido, nosotros
consideramos que son los eventos intermedios los que pueden ser determinantes en
el desarrollo de esta enfermedad. Debido a ello pudimos observar que los miRNAs que
participan en cada etapa de la vida son completamente distintos en cada una de ellas
y que, a pesar de ello, parecen estar gobernando los mismos procesos (en este caso
procesos inflamatorios). Esto habla del alto nivel de regulacién que estas moléculas
tan pequefas pueden ejercer sobre un organismo durante el envejecimiento, bajo una
rutina de ejercicio, o en el desarrollo de OSO y lo mucho que adn nos queda por

aprender de los miRNAs.

11. Perspectivas

Seria interesante evaluar la participacion de reguladores de procesos inflamatorios
como NF-kB, su asociacion con la expresion de los distintos sets de miRNAs

reportados en este trabajo.

Posteriormente, evaluar estos sets de miRNAs en pacientes sedentarios o pacientes
que se ejercitan de forma regular, junto con otros pardmetros para determinar el

diagnoéstico de OSO y el componente inflamatorio.
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