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1. RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica cronica caracterizada por niveles
elevados de glucosa en sangre resultante del mal funcionamiento de las células (3 del
pancreas y la disminucién de la sensibilidad de la insulina. En estado hiperglucémico,
existe un incremento del estrés oxidante, el cual juega un papel importante en el
desarrollo de complicaciones diabéticas en el tejido cardiaco. La apocinina es un
compuesto aislado de la planta Picrorhiza kurroa que ha sido utilizado en estudios
experimentales como un agente antioxidante debido a que sus acciones incluyen inhibir la
generacion de las especies reactivas de oxigeno (ERO) por la NADPH oxidasa. Por otro
lado, la actividad fisica ha demostrado beneficios en la disminucién del estrés oxidante en
la diabetes mellitus debido a que esta mejora la capacidad de los sistemas de defensa
antioxidantes para disminuir los niveles de ERO lo que mejora el estado metabdlico y la
sensibilidad a la insulina. En este trabajo se analiz6 la influencia de la apocinina y el
ejercicio de moderada intensidad sobre el estrés oxidante en el misculo cardiaco de ratas
diabéticas. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar a las cuales se les midi6 la
glucosa basal, la resistencia a la insulina y el peso corporal. Ademas, se utilizé un
homogenado de musculo cardiaco para el andlisis de los marcadores de estrés oxidante y
evaluaciéon de la expresién génica. Los resultados obtenidos mostraron una disminucién
significativa en los niveles glucémicos de los grupos diabéticos tratados con apocinina y
ejercicio asi como en los niveles de ERO y peroxidacién de lipidos, mejorando asi, la
resistencia a la insulina. Ademas, se pudo demostrar una mejora en la defensa
antioxidante en dichos grupos, al haber un aumento en los niveles de glutatién reductasa
y catalasa. De igual manera, la apocinina y el ejercicio incrementaron los niveles de
ARNmM de Nrf2 y GLUT4 y disminuyeron los niveles de ARNm de NOX2, NOX4 y NFkp.
En conclusion, se puede determinar que la apocinina y el ejercicio de moderada
intensidad tiene efectos significativos en los niveles de glucemia y resistencia a la insulina;
ademas, mejora la actividad de la defensa antioxidante, reduciendo los niveles de ERO
presentes en el musculo cardiaco de ratas diabéticas. Asimismo, se pudo observar que
hubo una disminucion de los niveles de NOX2, NOX4 y NFkB mostrando asi, su efecto a

través de la inhibicion del estrés oxidante.

Palabras clave: diabetes, apocinina, corazon, estrés oxidante, ejercicio.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic metabolic disease characterized by elevated blood glucose
levels resulting from the malfunction of the B-cells of the pancreas and decreased insulin
sensitivity. In a hyperglycemic state, there is an increase in oxidative stress, which plays
an essential role in the development of diabetic complications in cardiac tissue. Apocynin
is an compound isolated from the plant Picrorhiza kurroa it has been used in experimental
studies as an antioxidant agent because its actions include inhibiting the generation of
reactive oxygen species (ROS) by NADPH oxidase. On the other hand, physical activity
has shown benefits in decreasing oxidative stress in diabetes mellitus because it improves
the ability of antioxidant defense systems to decrease ROS levels, which improves
metabolic status and insulin sensitivity. In this study we analyzed the influence of apocynin
and moderate-intensity exercise on oxidative stress in the cardiac muscle of diabetic rats.
Male Wistar rats were used, and basal glucose, insulin resistance, and body weight were
measured. A cardiac muscle homogenate was used for the analysis of oxidative stress
markers and evaluation of gene expression. The results obtained showed a significant
decrease in the glycemic levels of the diabetic groups treated with apocynin and exercise
as well as in the levels of ROS and lipid peroxidation, thus improving insulin resistance. In
addition, an improvement in antioxidant defense could be demonstrated in these groups,
as there was an increase in glutathione reductase and catalase levels. Similarly, apocynin
and exercise increased Nrf2 and GLUT4 mRNA levels and decreased NOX2, NOX4, and
NF-kB mRNA levels. In conclusion, it can be determined that apocynin and moderate-
intensity exercise have significant effects on glycemia levels and insulin resistance; in
addition, it improves the activity of the antioxidant defense, reducing the levels of ROS
present in the cardiac muscle of diabetic rats. Likewise, it could be observed that there
was a decrease in NOX2, NOX4 and NF-kB levels, thus showing its effect through the

inhibition of oxidative stress.
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2. ANTECEDENTES
2.1. Diabetes

La diabetes mellitus (DM) se define como un grupo de alteraciones metabdlicas que
se caracteriza por hiperglucemia crénica debido a un defecto en la secrecion de la
insulina, a un defecto en la accion de la misma, o ambas (Rojas et al. 2012). La
hiperglucemia inducida por diabetes esta relacionada con dafio en varios 6rganos y
asociada con enfermedades vasculares y cardiacas como la hipertension arterial, la
enfermedad de las arterias coronarias y la insuficiencia cardiaca, que son responsables
de una mayor morbilidad y mortalidad (ADA, 2017).

La incidencia de DM estda aumentando sustancialmente en todo el mundo
(Gimenes et al. 2018). La diabetes es unos de los desafios sanitarios de mayor
crecimiento del siglo XXI: el nimero de adultos que vive con diabetes se ha triplicado
durante los ultimos 20 afios. En 2021, aproximadamente 537 millones de adultos (20-79
anos) viven con diabetes y causando 6.7 millones de muertes (IDF, 2021). La IDF calcula
que el numero total de personas que viven con diabetes aumente a 643 millones para
2030 y 783 millones para 2045 (IDF, 2021).

El envejecimiento, la urbanizacion y un estilo de vida poco saludable, como una
dieta inadecuada y el sedentarismo, son los principales responsables de su mayor

incidencia y prevalencia (Gimenes et al. 2018).

2.1.1. Clasificacion

Los principales eventos subyacentes a la DM son la deficiencia de insulina, ya sea por
la falla en el funcionamiento o por la disminucién de las células 3-pancreaticas, junto con
un incremento en la resistencia a la insulina, la cual es definida como la incapacidad de la
insulina para estimular de manera 6ptima el transporte de glucosa al interior de las células
del cuerpo (Roberts et al. 2013), manifestada por una mayor produccion hepatica de
glucosa y por la menor captacion de glucosa en tejidos insulino-sensibles, particularmente

el musculo esquelético y el tejido adiposo (DeFronzo, 2009).

Se han clasificado diversos tipos de diabetes, de las cuales, cuatro son de mayor
prevalencia, principalmente a partir de sintomas clinicos: Diabetes tipo | o DM1 (diabetes

mellitus insulino-dependiente), Diabetes tipo Il o DM2 (diabetes no insulino-dependiente)
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(Stevens y Lowe, 2001), Diabetes gestacional y Diabetes tipo MODY (del inglés: maturity
onset diabetes of the young) (IDF, 2019; Sdnchez-Malo et al. 2019).

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): su caracteristica distintiva es la destruccion
autoinmune de las células B pancreéticas, lo que ocasiona deficiencia absoluta de
insulina, y tendencia a la cetoacidosis (Rojas et al. 2012). En la clasificacién actual, la
DM1 se subdivide en dos subtipos: la DM 1A o autoinmune y DM 1B o idiopatica (Conget,
2002).

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): esta forma de DM corresponde a lo que
anteriormente se denominaba DM no insulino-dependiente o del adulto (por encima de los
40 afos). El caracter no insulino-dependiente de la enfermedad, Unicamente hacia
referencia al tratamiento requerido a lo largo de la historia natural de la enfermedad
(Conget, 2002). Es la forma mas comln y con frecuencia se asocia a obesidad o
incremento en la grasa visceral. El defecto va desde una resistencia predominante a la
insulina, acompafada con una deficiencia relativa de la hormona, hasta un progresivo

defecto en su secrecion (Rojas et al. 2012).

Diabetes mellitus gestacional (DMG): Agrupa especificamente la intolerancia a la
glucosa detectada por primera vez durante el embarazo. La hiperglucemia previa a las
veinticuatro semanas del embarazo, se considera diabetes preexistente no diagnosticada.
(IADPSGCP, 2010).

Diabetes tipo MODY: La diabetes tipo MODY, acronimo que corresponde a
Maturity Onset Diabetes of the Young, es una forma de diabetes monogénica
caracterizada por una transmision autosémica dominante, por presentar un inicio
temprano y por asociarse a defectos de las células 8 que limitan la secrecion de insulina.
Hoy en dia se han descrito 5 tipos (Unicamente tres incluidos en la clasificacion ADA,
1997) de diabetes tipo MODY, asociadas a mutaciones en diferentes localizaciones
cromosOmicas: factor nuclear hepatico 4a (MODY 1), en el gen que codifica para la
enzima glucocinasa (MODY 2), factor nuclear hepatico 1a (MODY 3), en el factor
promotor de la insulina 1 (MODY 4) y factor nuclear hepatico 18 (MODY 5) (Conget,
2002).

Este aumento de glucosa en sangre, ya sea por la resistencia o insuficiencia
parcial o total de insulina, provoca diversas complicaciones en el organismo, afectando

multiples areas del cuerpo, como los rifiones, 0jos, sistema nervioso, pies y el corazon.
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2.2. Fisiologia del corazén

El corazén es un 6rgano muscular impar y hueco, el que alberga cuatro cavidades en
su interior.

Tiene una forma piramidal, con

la base proyectada posterior y

Glandula
. L, . el , Tiroides
superiormente, y el vértice, llamado {5

apex, en direccién anterior e inferior. el

Se localiza en el mediastino antero-

\ Arteria
Pulmonar

inferior, relacionandose arriba con

los grandes vasos y la carina de la ~ fumn

Derecho CORAZON

traquea; por detras también con los
Pulmén
Izquierdo

Esternén

grandes vasos y el esoéfago; por

debajo esta en contacto con el

Diafragma

diafragma; por delante se encuentra

la pared toracica; y a los lados se  FIGURA 1. Localizacion del corazén en la
relaciona con los pulmones (Figura cavidad toracica humana (Tomada de Calvetti,
1) (Ramirez-Ramirez, 2009). s.t.).

El corazén de un varén adulto pesa de 280 a 340 g y el de una mujer de 230 a 280 g. Sus
cavidades se disponen en dos superiores, conocidas como auriculas o atrios, izquierdo y
derecho, comunicandose con dos cavidades inferiores llamadas ventriculos a través de
dos orificios que cuentan con un sistema valvular especializado. Estas cavidades estan
separadas entre si, externamente por el surco interauricular e interventricular que se unen
en la cruz del corazén, e internamente por el septum o tabique interauricular e
interventricular que constan de una parte muscular y otra fibrosa (De los Nietos, 2007). La
capa mas interna, que recubre las cavidades, es llamada endocardio; inmediatamente
después se encuentra el miocardio, formado por la mayoria de musculo cardiaco
especializado en la funcion contractil; la siguiente capa es el epicardio, que es una capa
epitelial unicelular que recubre el miocardio; el pericardio, la capa mas externa encierra y
rodea el corazén con sus dos hojas, la capa parietal y la capa visceral (Figura 2)

(Ramirez-Ramirez, 2009).
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2.2.1. Muasculo cardiaco

El musculo es el sistema de mayor tamafio del organismo. Consta de tres tipos
diferentes de musculos; con base en factores como caracteristicas morfolégicas, vias de
emisién de sefiales celulares, maneras de alterar la fuerza de la contraccion, patron de
contraccién (ciclico en contraposicion con gradado), y la funcién del sistema nervioso en
la funcibn muscular. Los tres tipos de musculo son el esquelético, cardiaco y liso. El
musculo cardiaco es el principal componente del corazén, y se contrae de una manera
ciclica durante toda la vida del individuo (Raff y Levitzky, 2011).

Y

superior

FIGURA 2. Fisiologia del corazén
(Tomada de The Texas Heatrt Institute
modificada, 2021).

Venas
pulmonares

Capa
visceral

/ Endocardio Capa
parietal
Miocardio
Capa
fibrosa

T Cavidad pericardica /

Vena cava
inferior

Aunque el corazon esta formado por musculo cardiaco, se pueden encontrar tres
clases musculares diferentes:

+ El masculo auricular.
#+ El masculo ventricular.
+ Las fibras musculares excitadoras y conductoras especializadas.

El masculo cardiaco se contrae casi de la misma forma en que lo hace el musculo
esquelético, la diferencia estriba en que la contraccion del musculo cardiaco tiene una
mayor duracion. Las fibras excitadoras y conductoras especializadas se contraen
débilmente, ya que no contienen demasiadas fibras contractiles, su funcion es, por lo

tanto, estimular y controlar el latido cardiaco. Las fibras musculares cardiacas se disponen
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como un enrejado, se dividen y se vuelven a unir varias veces, poseen caracter estriado y
contienen miofibrillas tipicas que contienen filamentos de actina y de miosina casi
idénticos a los del musculo esquelético. Las células musculares cardiacas se encuentran
atravesadas por areas oscuras, denominadas discos intercalares, membranas que
separan a las células entre si, cuya cualidad es la de ejercer 400 veces menos resistencia
gue el resto de la membrana muscular cardiaca, y al conjuntarse unas con otras forman
uniones permeables y comunicantes conocidas como GAP junctions (del inglés: Uniones
GAP), que permiten una difusion casi totalmente libre de los iones, hace que los
potenciales de accion viajen de una célula miocéardica a la siguiente a través de los discos
intercalares con escasos obstaculos. Por lo anterior, el musculo cardiaco forma un sincitio
celular, al estar interconectadas de tal forma que cuando se excita una de estas células, el
potencial de accidon se extiende a todas ellas saltando de una célula a otra a través de las

interconexiones del enrejado (Ramirez-Ramirez, 2009).

El corazén se compone de dos sincitios, el auricular y el ventricular, compuesto por
las paredes de las auriculas y los ventriculos respectivamente, conectadas por las
valvulas auriculoventriculares, el tejido que rodea estas valvulas es en realidad tejido
fibroso que no permite la conduccién directa de los potenciales del sincitio auricular al
ventricular, asi los potenciales solo pueden viajar de las auriculas a los ventriculos a
través de un sistema de células especializadas, conocido como haz auriculoventricular;
esta separacion permite que las auriculas se contraigan un poco antes que los
ventriculos, lo que representa una caracteristica de gran importancia para el

funcionamiento del coraz6n como bomba (Ramirez-Ramirez, 2009).

A nivel celular, el corazén esta formado por diferentes tipos que contribuyen a sus
propiedades estructurales, bioguimicas, mecanicas y eléctricas. De entre ellos destacan
los cardiomiocitos, que ocupan la mayor parte del volumen tisular; y, sin embargo,
contribuyen soélo al 30% del numero total de células. Los cardiomiocitos se pueden
clasificar en dos grupos: los auriculares y ventriculares, responsables de la contraccion
muscular, y los de conduccién y excitacion, fibras de Purkinje y células nodales que
forman el haz de His y los nédulos sinoauricular y auriculoventricular, respectivamente,
especializados en conducir el potencial de accion y excitar a los cardiomiocitos anteriores.
El 70% de células restantes corresponde a fibroblastos cardiacos, la inmensa mayoria,
asi como a células endoteliales que forman el endocardio, las valvulas cardiacas y los
conductos sanguineos, y células del musculo liso que contribuyen al sistema vascular de

entrada y salida del corazon, y a las arterias coronarias (Figura 3) (Blasco, 2017).
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La principal funcién del corazon es la de proveer sangre a todos los tejidos. El ciclo

gue sigue la sangre es el siguiente: la auricula derecha es la primera cAmara cardiaca a
donde llega la sangre, aqui desembocan las venas cavas superior e inferior y el seno
coronario que trae el drenaje venoso del corazén, el atrio derecho se comunica con el
ventriculo derecho, a través de un orificio que enmarca la valvula tricispide, y de aqui la
sangre sale por la arteria pulmonar para que sea oxigenada en los pulmones (circulacién
menor). La sangre una vez oxigenada regresa al atrio izquierdo por cuatro venas
pulmonares y de aqui pasa hacia el ventriculo izquierdo atravesando la valvula mitral o
bicuspide, el ventriculo izquierdo es el encargado de enviar la sangre hacia la circulacion

sistémica (circulacion mayor).

Células del musculo liso

——g—
—o

Células endoteliales

L [

Células
nodales

A~

Ventiou) e Células del epicardio

2

Fibroblastos cardiacos

¥
A;L’?"Z

Cardiomiocitos

=

T \\.y/ Células de
Purkinje

FIGURA 3. Corte transversal de un corazon. Se muestran las
estructuras y los tipos de células que lo forman (Tomado de The
Texas Heart Institute modificada, 2021).

Funcionalmente el corazén esta formado por dos bombas, la que corresponde al
corazon derecho encargada del flujo sanguineo en la circulacién menor y el corazén
izquierdo que impulsa la sangre llevando a cabo la circulacién mayor. Ambas bombas
funcionan pulsatiimente, conformadas por una auricula y un ventriculo, la funciébn como
bomba de las auriculas es mucho menor a la de los ventriculos, incluso se menciona que

cumplen una funcién como “bombas cebadoras” ya que solo ayudan a mover la sangre al
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interior del ventriculo. Es este quien proporciona la principal fuerza para movilizar el flujo

sanguineo ya sea pulmonar o sistémico (Ramirez-Ramirez, 2009).

La clave de esta circulacion de la sangre a través de las cAmaras cardiacas es la
existencia de movimientos ritmicos y automaticos de contraccion y relajacién, llamados
sistole y diastole. Durante la sistole, los ventriculos se contraen, reduciendo su tamafio y
volumen por lo que la sangre contenida en ellos saldra hacia sus respectivas arterias; la
diastole, por lo contrario, consiste en una relajacion del musculo cardiaco o miocardio,
que provoca un aumento de volumen acompafado de una caida de la presion. Esto hace
gue la sangre que hay en las auriculas tienda a pasar libremente hacia los ventriculos
para igualar la presion entre ambas cémaras, llenando otra vez los ventriculos y

reiniciando de nuevo el ciclo (Figura 4) (Blasco, 2017).

Nodulo
sinoauricular

Nodulo auriculoventricular

(a) Diastole cardiaca: todas las camaras (b) Sistole auricular, diastole (c) Diastole auricular, sistole
se encuentran relajadas y la sangre ventricular: la auricula se contrae ventricular: después de que la
fluye hacia el corazon. empujando la sangre hacia los ventriculos. auricula se relaja, los ventriculos

se contraen empujando la sangre
fuera del corazon.

FIGURA 4. Circulacion sanguinea. Se muestran los movimientos de
sistole y diastole del corazén (Tomado de Blasco, 2017).

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la causa mas frecuente de
morbimortalidad en pacientes diabéticos. Los cambios asociados a la diabetes en la
estructura y funciéon del miocardio, que no estan relacionados con la enfermedad de las
arterias coronarias, la hipertension arterial, la cardiopatia valvular o la cardiopatia
congénita, se denominan Miocardiopatia Diabética. Varios mecanismos estan implicados
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en la miocardiopatia diabética, incluidos cambios metabdlicos, hipertrofia de miocitos,

fibrosis intersticial miocéardica, apoptosis, enfermedad microvascular, disfuncién

autonémica, deterioro de la produccién de energia, alteraciones de la homeostasis del

calcio intracelular y deterioro de las proteinas contractiles del miocardio (Rojas et al.
2012).

2.3. Estrés oxidante en la diabetes mellitus

El estrés oxidante (EO) es un desequilibrio entre la produccion de ERO y la capacidad

de los sistemas antioxidantes para contrarrestarlos (Sies, 2015).

En condiciones fisiologicas, existe un balance redox resultante de la interaccion
entre las ERO tales como el anion superoéxido (O2), el radical hidroxilo (OH"), el peréxido
de hidrégeno (H:02) (Pisoschi y Pop, 2015; Toro y Rodrigo, 2009) y de agentes
antioxidantes enzimaticos como la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la
glutation peroxidasa (GPx), y antioxidantes no enzimaticos tales como el glutatién
reducido o la vitamina C. No obstante, cuando se pierde el equilibrio del balance redox por
una mayor generacién de agentes oxidantes por sobre los agentes antioxidantes, se
produce EO (Toro y Rodrigo, 2009). El EO de caracter crénico es dafiino para la célula, ya
que provoca oxidaciéon de macromoléculas y genera cambios en las vias de sefalizacion
celular por modificaciones en el balance redox, alterando la funcion celular, ademas de

poder inducir su muerte.

Hay dos mecanismos principales a través de los cuales el EO contribuye al
desarrollo de diversas enfermedades. El primero involucra la produccién de especies
reactivas durante el EO, particularmente OH", ONOO" y HCIO", que oxidan directamente
macromoléculas, incluidos lipidos de membrana, proteinas estructurales, enzimas y
acidos nucleicos, lo que conduce a una funcién celular aberrante y muerte. El segundo
mecanismo del EO es la sefializacion redox aberrante. Los oxidantes, particularmente el
H.O, generado por las células tras la estimulacion fisiolégica, pueden actuar como
segundos mensajeros. En el EO, la produccién no fisiolégica de H,O, puede hacer que la
sefializacion redox falle. Ambos tipos de mecanismo de EO pueden ocurrir en una sola
enfermedad, como en la diabetes, donde se acumulan productos de glicaciéon avanzada y
la activacion aberrante de las vias de sefializacién del estrés conduce a complicaciones

diabéticas. Ademas, el aumento en la produccion de H.O; y la liberacion de hierro de las
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proteinas en el EO por O, y ONOO" provoca una marcada elevacion en la produccion de

productos de peroxidacion lipidica que también puede causar sefializaciébn aberrante
(Forman et al. 2021).

Se cree que el EO juega un papel importante en el desarrollo de complicaciones
vasculares en la diabetes, particularmente en la diabetes tipo 2 (Pham-Huy, 2008). En
pacientes con DM2 existe una produccion aumentada de ERO y una menor actividad
antioxidante. La disfuncion mitocondrial y la disminucion de la actividad de enzimas
antioxidantes parecen ser los principales factores involucrados en la generacion crénica

de ERO induciendo un estado de EO crénico (Henriksen et al. 2011).

Sobrecarga Corazon — .
Injuria cardiaca

Isquemia

* Hipertension : . }
P . , Miocardiopatia
¢ Valvulopatia Energia . .
. o ‘ Miocarditis
*  Miocardiopatia

T

/ Activacion

Hemodindmica Trabajo

ESTRES neurohumoral
Citocinas OXIDANTE * Aldosterona
pro-inflamatorias Aumento de ERO = Angiotensina
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Disfuncién endotelial -, ..
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FIGURA 5. Consecuencias de aumento del estrés oxidante en el organismo. Existen
diversas alteraciones que pueden afectar al corazén causando estrés oxidante, con
aumento de ERO y disminucién de sistemas de defensa antioxidante como SOD.
(Tomada de Miranda et al. 2007).

Con relacion a las enzimas pro-oxidantes, se ha observado un aumento en la
actividad de NADPH oxidasa 2 (NOX2) en el masculo esquelético, y con ello, un aumento

en la produccion de ERO basal (Padron de Figueiredo et al. 2015). Diversas NOX que
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afectan el corazon, producen disminucién de la eficacia contractil y aumento del EO con
disminucion de sistemas antioxidantes. Hay activacion neurohumoral y aumento de
citocinas inflamatorias. Estos fendmenos contribuyen en la expresion clinica y progresion
de la falla cardiaca (Figura 5). Ambos procesos contribuyen en la generacion de
resistencia a la insulina (RI) debido a una alteracién en la funcién del sustrato del receptor
de insulina (SRI), el cual es sensible a cambios en el ambiente redox (Tangvarasittichai,
2015). De este modo, existe una alteracion en la translocacion de los transportadores de
glucosa GLUT4 desde el citoplasma hacia la membrana celular (Kaneto et al. 2010;
Olivares Reyes et al. 2008). Posteriormente se genera disfuncion de las células B
pancredticas por una mayor secrecién de insulina, con el fin de compensar la Rl de los

diferentes érganos afectados (Olivares Reyes et al. 2008; Le Lay et al. 2014).

La elevacién del nivel de ERO en la diabetes puede deberse a una disminucion en
los niveles de catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GSH-
Px). La variacion en los niveles de estas enzimas hace que los tejidos sean susceptibles

al EO, lo que lleva al desarrollo de complicaciones diabéticas (Lipinski, 2001).

2.4. Especies reactivas de oxigeno (ERO)

El aumento en la produccion de ERO causado por cambios metabdlicos inducidos por
la DM se considera un factor importante para desencadenar cambios
miocardicos (Gimenes et al. 2018). Una de las fuentes mas importantes de ERO a nivel
vascular es la NADPH oxidasa o NOX2. La NADPH oxidasa es una enzima generadora
de ERO que cataliza la reaccion de reduccion del O, a Oz" y/o H»O- utilizando como
donador de electrones el NADPH. Se identificé por primera vez en las células fagociticas
de la respuesta inmune innata y participa en la “explosion respiratoria”, generando

grandes cantidades de O;" para destruir a los patégenos invasores (Weswler et al. 2010).

2.4.1. Subunidades de la NADPH oxidasa

La subunidad gp91P" (conocida también como NOX2) es una glicoproteina de 91 kDa
responsable de unir NADPH, FAD y grupos hemo, importantes para la transferencia de
electrones hacia el oxigeno molecular y la produccion de anion (O2") (Vélez-Tobon et al.

2016). La proteina p22P" (22 kDa), posee una region rica en prolina (PRR) que interactiia
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con un dominio de homologia de las Src (SH3) que se encuentra en p47°"%; esta proteina

es la que permite que gp91P"™ se acople con las subunidades citosdlicas y se inicie la

produccion de ERO. La subunidad p47°"* (47 kDa) interactia con los demas

componentes citosolicos del sistema oxidasa a través de dos dominios SH3, un PRR y un

dominio PX, este ultimo importante para su interaccion con la membrana celular (Coyoy et
al. 2012).

. - Cytosol

GoRRAC)  \ADPH I NADP*
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PKC
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FIGURA 6. Estructura de la NADPH Oxidasa. Se muestran las subunidades
de conforman la NADPH Oxidasa (Tomada de Gonzalez-Perilli et al. 2019).

Otro de los componentes citosolicos, la proteina p67°"* (67 kDa), posee un
dominio de activacion esencial para la transferencia de electrones a través del centro
reductor del flavohemocitocromo bsss. Igualmente, p67°"™ posee dos dominios SH3
importantes para la interaccion con p47°"*, un dominio de repeticiones tetratricopetidicas
(TPR) que facilita la interaccién con la proteina Rac y un dominio PB1 (Px-phox y Bem1)

importante para la interaccion entre p67°" y p40P"x,

Finalmente, se encuentra la proteina p40P"™ (40 kDa), en la que se han
identificado tres dominios: PX, SH3 y PB1 (Figura 6). La funcién de esta proteina en
humanos es mantener acoplado el sistema oxidasa durante la activacion y la produccion

de anién superoxido (O2) (Coyoy et al. 2012).
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Como componentes reguladores de este complejo enzimatico se encuentran las
proteinas Racl y Rac2, las cuales, para estimular la produccion de ERO, pasan de una
forma inactiva unida a GDP a la forma activa unida a GTP (Vélez-Tobon et al. 2016).
Hasta el momento se han encontrado siete isoenzimas de la unidad catalitica NOX en
mamiferos (NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 Y DUOX2) (Figura 7). Un
homologo de la subunidad p47P"* (NOXO1) y uno de p67P"* (NOXA1) (Coyoy et al.
2012). De las siete isoformas de NOX de mamiferos, NOX2 y NOX4 se expresan en el
corazéon (Lassegue et al. 2012). Ambas isoformas existen como un flavocitocromo
heterodimérico con una subunidad p22P"*, pero difieren en su estructura, activacion,
localizacién subcelular, , asi como en las vias de sefializacién especificas que inducen
(Anilkumar et al. 2008).

20, 20, 20,

NADP + H*

NADPH NADPH

NADP + H* NADP + H*

20,

NADPH

NADP + H* NADP + H* NADP + H*

FIGURA 7. Isoformas de NOX. Se muestran las 7 isoformas de la
unidad NOX presentes en mamiferos (Tomada de Panday et al. 2015)

En condiciones fisiolégicas, las NOX regulan funciones vasculares clave como el
tono vascular, el crecimiento, la diferenciacion, la migracién y la proliferacion mediante la
activacion de vias de sefializacion sensibles al estado redox celular. Sin embargo, en
presencia de factores de riesgo cardiovascular aumenta su actividad y la produccion de
ERO, contribuyendo a crear una situaciéon de EO, que altera la funcion normal del

endotelio y disminuye la produccion del radical 6xido nitrico (NO°), el cual es un
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importante vasodilatador y protector vascular (Rodriguez, 2016). Ademas, el aumento del

EO, el aumento de la coagulacion, la disfuncion endotelial y la neuropatia autonémica a

menudo estan presentes en pacientes con DM y pueden contribuir directamente al
desarrollo de las ECV (Le6n y Maddox, 2015).

2.5. Genes que intervienen en la patogénesis de la diabetes mellitus

La DM1 y la DM2 son enfermedades complejas, determinadas por multiples factores
genéticos y ambientales, cuyo resultado final es la aparicion de hiperglucemia y, con ella,
el riesgo de desarrollar complicaciones crénicas microvasculares y macrovasculares que
condicionan el pronéstico de los pacientes. Tanto en la DM1 como en la DM2, son
multiples los genes que intervienen en la patogénesis de la enfermedad. El corazén
diabético se caracteriza metabdlicamente por la resistencia a la insulina, la reduccion de
la importacion y oxidacién de glucosa celular y el aumento de la importacién y oxidacion
de acidos grasos mitocondriales (Stanley et al. 1997). El aumento de la hipertrofia y la
fibrosis cardiacas son cambios estructurales observados en la miocardiopatia diabética
que se acompafian molecularmente de un aumento del EO, disfuncién mitocondrial y
apoptosis de los cardiomiocitos (Hathaway et al. 2018). La insuficiencia cardiaca diabética
es la culminacién de estas alteraciones patologicas que se caracteriza por una disfuncion

contractil grave del miocardio (Dhingra et al. 2012).

El tejido cardiaco contiene una actividad significativamente menor de SOD,
catalasa, GPx y glutation reductasa (GR) en comparacion con el higado (Chen et al.
1994), lo que hace que el corazdn sea vulnerable al EO y esto es mas evidente ante la
presencia de un padecimiento como la DM. El EO se ha asociado durante mucho tiempo
con las enfermedades cardiovasculares, tanto como causa y como consecuencia. Las
enfermedades cardiovasculares comunes, como la aterosclerosis, la isquemia, la
reperfusion y la insuficiencia cardiaca, se han estudiado ampliamente con respecto al
papel del EO. En condiciones de EO, las células remodelan el metabolismo y la expresion
génica para mantener la homeostasis redox mediante la activacion del factor 2
relacionado con NF-E2 (Nrf2) y otras vias de respuesta al estrés. Nrf2 es conocido como
un regulador maestro que regula la activacion transcripcional de genes involucrados en la
expresion de sistemas antioxidantes (Mitsuishi et al. 2012). Los ratones mutantes en Nrf2
han ofrecido un modelo conveniente para establecer las consecuencias de la ausencia de

este factor transcripcional, mientras que se ha probado el potencial farmacolégico de los
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inductores de Nrf2 de molécula pequefia en la proteccion contra diversas afecciones

cardiacas. La disminucion de la actividad de la via de sefalizacion de Nrf2 se ha

reportado en estados con un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular como el

envejecimiento, la diabetes, la hipertension y la inflamacion cronica (Chen y Maltagliati,
2018).

La hiperglucemia, la resistencia a la insulina, la inflamacion y el EO son las
caracteristicas comunes de la DM (Bohl et al. 2017), la cual conduce a una serie de
complicaciones peligrosas que incluyen enfermedades cardiovasculares, insuficiencia
renal, ceguera y neuropatias periféricas (Van den Oever et al. 2010). Los factores
inflamatorios sistémicos del plasma y algunos mediadores proinflamatorios en las vias de
transcripcién y sefializacion, como el factor nuclear potenciador de la cadena ligera kappa
de las células B activadas (NF-kB), desempefian un papel importante en la incidencia de
estas complicaciones (Goldberg et al. 2009). La diabetes tipo 2 se asocia con un aumento
de la actividad de NF-kB. Este es un factor de transcripcién que regula muchos genes de
los componentes del sistema inmunitario, incluidas las citocinas proinflamatorias, las
moléculas de adhesion de células endoteliales y enzimas como la ciclooxigenasa y la NO
sintasa. Ademas, promueve la supervivencia celular mediante la regulacién de algun

inhibidor celular de las proteinas de apoptosis.

Metabdlicamente, la disminucién en la importacién y oxidacion de glucosa en el
cardiomiocito diabético se asocia con una menor expresion del transportador de glucosa
tipo 4 estimulado por insulina 4 (GLUT4) y una menor actividad de piruvato
deshidrogenasa (PDH). EI GLUT4 es un transportador de glucosa regulado por insulina
que normalmente se encuentra en vesiculas intracelulares en células grasas y musculares
en condiciones de insulina baja. Sin embargo, los niveles altos de insulina pueden inducir
la translocacion de GLUT4 a la membrana plasmatica desde las vesiculas intracelulares
como un medio para aumentar la captacion de glucosa celular. Las alteraciones en la
translocacion de GLUT4 provocan trastornos en la captacion de glucosa, lo que resulta en

resistencia a la insulina (Guo et al. 2019).

2.6. Apocinina

La apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona, nombres triviales: apocinina,

acetovanillona) fue descrita por primera vez por Schmiedeberg en 1883 y fue aislada de
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las raices de Apocynum cannabinum (cafiamo canadiense) y sus extractos se utilizaron

como remedios oficiales para la hidropesia y problemas del corazén. En 1971, se

identific6 la apocinina durante el aislamiento guiado por actividad de constituyentes

inmunomoduladores de la raiz de Picrorhiza kurroa (Scrophulariaceae), una planta nativa

cultivada en las montafias de India, Nepal, Tibet y Pakistdn, muy conocida en la medicina

tradicional india (Ayurveda). La apocinina es una acetofenona con un peso molecular de

166.17 g/mol y forma agujas tras la cristalizacion en agua. Posee un ligero olor a vainilla y
tiene un punto de fusién de 115 °C (Luchtefeld et al. 2008; Hougee et al. 2006).

La apocinina se ha utilizado como un inhibidor eficaz de las NOX en muchos
modelos experimentales que involucran células fagociticas y no fagociticas (Lafeber et al.
1999; Zhang et al. 2005). EI mecanismo de inhibicion no se conoce totalmente, pero
implica la disminucion de la translocacion a la membrana de la subunidad p47°"°* (Barbieri
et al. 2004; Peters et al. 2001). Un hallazgo muy importante sobre este mecanismo fue el
descubrimiento de que la apocinina es un profarmaco que se convierte en un dimero por
oxidacién mediada por peroxidasa, que ha demostrado ser mas eficaz que la propia

apocinina (Johnson et al. 2002).

La apocinina requiere la activacién por la mieloperoxidasa (Simons et al. 1990)
para formar un radical apocinina, que luego oxida los tioles de la NOX que son criticos
para la funcién de p47P"*, (Johnson et al. 2002; Clark et al. 1990). De acuerdo con este
concepto, se observdé que la suplementacion de glutation o cisteina evita el efecto
inhibidor de la apocinina sobre la NAPDH oxidasa. Una explicacion alternativa para el
tiempo de retraso del efecto inhibitorio de la apocinina fue que a través del paso de un
radical de apocinina, se forma un dimero de apocinina (Ximenes et al. 2007). Se ha
sugerido que este dimero es el compuesto inhibidor activo que puede bloquear la
actividad de la NOX (van den Worm et al. 2001).

La administracion de apocinina ha logrado atenuar el EO asociado con la
hipertrofia cardiaca, la fibrosis cardiaca y la disfuncién diastolica en animales de
experimentacion. Recientemente, se evalué la influencia de la apocinina como
antioxidante en la remodelacion cardiaca en ratas espontdneamente hipertensas con

DMTI, donde redujo significativamente el EO (Gimenes et al. 2018).
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2.7. Laimportancia del ejercicio en personas diabéticas

La préctica regular de ejercicio fisico y el cumplimiento de unas pautas alimentarias
saludables aportan indiscutibles beneficios para la salud de las poblaciones, incluyendo el
efecto preventivo sobre diferentes patologias crénicas como el cancer, la enfermedad

cardiovascular y la diabetes (Fernandez et al. 2009).

Las intervenciones estructuradas de la practica de ejercicio, al menos durante 8
semanas, evidencia una disminucién promedio de 0.66% de los niveles de la hemoglobina
glicosilada 1c (HbA1c) en personas con DM2, aun sin cambios significativos del indice de
masa corporal (IMC). Los niveles més altos de intensidad del ejercicio fisico se asocian
con mejoras mayores en la reduccion de los niveles de HbAlc y en la adaptabilidad a este
(Hernandez-Rodriguez et al. 2010).

En la ultima década, diversos reportes han indicado que la realizacién de ejercicio
fisico promueve la produccién de ERO debido principalmente a una elevacién de la
actividad excito-contractil del musculo esquelético (Powers et al. 2016). Dicho fenémeno
genera un desbalance redox de caracter transitorio denominado “estrés oxidante inducido
por ejercicio” (Powers et al. 2008). La produccién de ERO durante la realizacién de
ejercicio es aguda y de corta duracion, pudiendo aumentar los niveles de biomarcadores
de dafio por EO como malondialdehido (MDA) y proteinas carboniladas (PC) en sangre
entre 24 a 48 h (Bogdanis et al. 2016). Las ERO generadas en el ejercicio inducen
adaptaciones siguiendo el principio de “hdormesis” que es un mecanismo de
autorregulacién en donde una baja dosis “toxica” de ERO desencadena una respuesta
antioxidante como desintoxicacion, permitiendo activar como resultado final distintas vias
de sefalizaciéon, las cuales a su vez confluyen en la activacion de factores
transcripcionales que promueven un incremento de la respuesta antioxidante del
organismo Yy la disminucién de biomarcadores de EO demostrando asi un mecanismo de

adaptacion inducido por el ejercicio (Gomez-Cabrera et al. 2009).

2.7.1. Tipos de protocolos de ejercicio fisico

Existen diferentes protocolos de ejercicio fisico, segun la metodologia empleada. El
ejercicio puede ser de baja, moderada y alta intensidad; es importante tomar en cuenta la
intensidad ya que también existe evidencia contradictoria respecto a la efectividad del

ejercicio fisico en la disminucion de marcadores de EO vy si puede tener efectividad en la

24



Efecto de la Apocinina y el Ejercicio sobre el Estrés Oxidante en el Musculo Cardiaco de Ratas

Diabéticas

prevencion y/o tratamiento de la patologia. El ejercicio de moderada intensidad puede ser
fundamental para la regulacién y control de la glicemia (Poblete-Aro et al. 2018).

Para el tratamiento de la DM, los principales protocolos de ejercicio fisico
recomendados son los ejercicios continuos de moderada intensidad (ECMI) (Gomez-
Cabrera, et al. 2008) ejercicios de sobrecarga (ES) (Gacitua et al. 2017), ejercicios en
intervalos de alta intensidad (EIAI) (Mitranun et al. 2014), y la combinacion de ECMI y ES
conocida como ejercicio concurrente (EC) (Vinetti et al. 2015).

Ejercicio continlio de moderada intensidad

El ejercicio continuo de moderada intensidad (ECMI) o “ejercicio aerdbico” es un
tipo de ejercicio caracterizado por la predominancia de la via metabdlica oxidativa y por la
ejecucién de modalidades ciclicas (caminata, trote, bicicleta, etc.) que involucran grandes
grupos musculares. Segun la metodologia empleada, la intensidad del ejercicio puede ser
baja 0 moderada, siendo esta Ultima fundamental en la regulacion y control de la glucemia
(Quilez et al. 2015).

Respecto a los efectos del ECMI sobre biomarcadores relacionados al EO en
pacientes con DM, en la mayoria de los ensayos se han observado mejoras en relacién al
balance REDOX, tanto por un aumento de los niveles de biomarcadores antioxidantes en
sangre (Azizbeigi et al. 2015; Kurban et al. 2011; Moghaddam et al. 2011; Krause et al.
2014), como por una disminucién de biomarcadores de oxidacion de proteinas en sangre
(Krause et al. 2014) y ADN en orina (Nojima et al. 2008). Asimismo, dichas respuestas
coinciden con efectos positivos sobre diversos parametros clinicos tales como incremento
de la funcién cardiovascular, control del perfil lipidico, mejora de la composicién corporal y

control glicémico (Kurban et al. 2011; Moghaddam et al. 2011; Krause et al. 2014).

Ejercicio de sobrecarga

El ejercicio de sobrecarga (ES), también conocido como “ejercicio de fuerza” o de
“contra resistencia”’, consiste en la ejecucion de movimientos monoarticulares o
poliarticulares en contra de una resistencia, la cual generalmente es propiciada por pesos
libres 0 maquinas de sobrecarga (Gacitua et al. 2017). Aunque la evidencia muestra que

la realizacion de ES promueve una mejora de la salud metabdlica en pacientes con DMT2
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(Gordon et al. 2009), no se han observado cambios significativos sobre parametros de EO
en este tipo de pacientes (Neves de Oliveira et al. 2012). Interesantemente, la respuesta
del ES sobre marcadores de EO parece depender del estado de salud de los pacientes,
observandose una disminucion en los niveles plasmaticos de MDA (Azizbeigi et al. 2015;
Cakir-Atabek et al. 2010) y un aumento en la actividad sanguinea de GPx en sujetos
sanos posterior a protocolos de 3 series a 65-70% de 1 RM (Repeticion Maxima:
resistencia especifica que permite realizar Gnicamente una repeticion en esa serie y en un
ejercicio concreto), 3 veces por semana durante 6-8 semanas (Azizbeigi et al. 2015).
Asimismo, posterior a protocolos de alta intensidad (3 x 3-6 repeticiones a 85-90% de 1
RM) se ha constatado un aumento de la actividad de SOD en sangre. Sin embargo, una
diferencia importante entre los trabajos con sujetos sanos (Azizbeigi et al. 2015; Cakir-
Atabek et al. 2010) y el ensayo con pacientes diabéticos (Neves de Oliveira et al. 2012) es
la diferencia de edades entre los participantes, siendo los primeros menores a 30 afios,

mientras que los segundos son mayores a 50 afos.

Ejercicio con intervalos de alta intensidad

El ejercicio en intervalos de alta intensidad (EIAI), también conocido como “ejercicio
intermitente”, se caracteriza por la realizacién reiterada de breves periodos de trabajo (de
10 s hasta 4 min) a una intensidad relativa superior al umbral anaerdbico, seguido de
periodos de recuperacion a baja intensidad o descanso absoluto (Buchheit et al. 2013).
Respecto a los efectos del EIAI sobre marcadores de EO en pacientes con DMT2, la
evidencia es escasa. Un ensayo clinico recluté a 43 pacientes, los cuales fueron
distribuidos aleatoriamente en tres grupos: |) EIAI, [I) ECMI y Ill) grupo control que
permanecié sin realizar ejercicio. La intervencién de entrenamiento consistid en trotar
sobre un tapiz rodante durante 12 semanas con tres sesiones por semana, con un
aumento en la duracién de la sesion desde 30 a 60 min. Si bien no se observaron
cambios estadisticamente significativos en las concentraciones de SOD en ninguno de los
grupos experimentales, sélo en el grupo de EIAI se observo una disminucién significativa
de MDA y un aumento de la actividad de la enzima GPx. Estos resultados coincidieron
con una disminucion de % HbAlc, glucemia en ayunas y la resistencia a la insulina,
ademas de la mejora de otros parametros clinicos relacionados con la funcion

cardiovascular, perfil lipidico y composicion corporal (Mitranun et al. 2014).
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Ejercicio concurrente

El protocolo de ejercicio concurrente (EC) generalmente combina el ECMI con ES
dentro de la misma sesion de entrenamiento. A nivel metabdlico se han demostrado sus
beneficios sobre el control glicémico en pacientes con DMT2 (Oliveira et al. 2012).
Respecto a la efectividad del EC sobre parametros de EO se ha observado que dichos
efectos parecen ser evidentes a largo plazo. No se han hallado cambios significativos en
la actividad antioxidante de GPx, SOD, CAT ni en los niveles de MDA en sangre posterior
a un protocolo de 12 semanas de duracion (Neves de Oliveira et al. 2012). Por otra parte,
un protocolo de ejercicios de 12 meses produjo una disminucion significativa en
marcadores de dafio de la membrana plasmatica inducidos por EO una disminucion de la
resistencia a la insulina y una mejora significativa de la compaosicién corporal, el perfil

lipidico y la funcion cardiovascular en pacientes con DMT2 (Vinetti et al. 2015).

3. JUSTIFICACION

Una de las enfermedades metabdlicas que ocasiona mayor morbilidad y mortalidad en
el mundo es la diabetes mellitus (DM). El estrés oxidante esta relacionado con diversas
complicaciones presentes en este trastorno, las cuales afectan a distintos 6rganos, entre
ellos, el corazén. La apocinina se considera un agente antioxidante gue inhibe la actividad
de las NOX y disminuye los niveles de ERO. Se ha demostrado que la administracion de
apocinina resulta benéfico para disminuir el estrés oxidante y restablecer la actividad de
los antioxidantes en el tejido cardiaco. Se ha observado que el ejercicio induce una
respuesta de adaptacion, caracterizada por la disminucién de marcadores de dafio por

estrés oxidante, asi como un incremento de la respuesta antioxidante del organismo.

Por lo anterior, el presente trabajo tiene como finalidad evaluar el efecto causado por
la apocinina en conjunto con el ejercicio de moderada intensidad sobre el estrés oxidante

ocasionado en el musculo cardiaco de ratas en condicién de diabetes.

4. HIPOTESIS

La apocinina y el ejercicio reducen el estrés oxidante causado en musculo cardiaco de

ratas diabéticas.

27



Efecto de la Apocinina y el Ejercicio sobre el Estrés Oxidante en el Musculo Cardiaco de Ratas
Diabéticas

5. OBJETIVOS

Objetivo general: Analizar el efecto de la apocinina y el ejercicio de moderada intensidad
sobre el estrés oxidante presente en musculo cardiaco de ratas diabéticas.

Objetivos especificos

+ Evaluar el efecto de la apocinina y el ejercicio sobre niveles de glicemia y la
sensibilidad a la insulina a nivel sistémico en ratas en condicion de diabetes.

+ Analizar el efecto de la apocinina y el ejercicio sobre la actividad enzimatica de
glutation y catalasa en ratas en condicion de diabetes.

+ Evaluar el efecto de la apocinina y el ejercicio sobre el estrés oxidante en ratas
durante la diabetes.

+ Cuantificar la expresion de los genes NOX2, NOX4, Nrf2, NF-xB, GLUT 4 y
Catalasa en las ratas con diabetes y ejercitadas con moderada intensidad.

6. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevd a cabo en ratas macho de la cepa Wistar de
aproximadamente 250 g. Estas se alojaron en jaulas de polietileno, en una habitacion con
temperatura controlada (24 °C) con ciclos de 12 horas luz/oscuridad. Los animales se

alimentaron con dieta estandar y agua ad libitum.
Los animales se dividieron en 8 grupos (Tabla 1):

Tabla 1. Grupos de Animales y condiciones a las que se fueron sometidos.

Grupo Condiciones

Control

Apocinina

Diabético

Diabético + Apocinina

Ejercitado

Diabético + Ejercitado

Ejercicio + Apocinina

| N O g A WO N =

Diabético + Ejercicio + Apocinina

Nota: La dosis de Apocinina administrada fue de 3
mg/kg/dia durante las 8 semanas (Gimenes et al. 2018).
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6.1 Induccion de diabetes experimental. Antes del procedimiento, las ratas permanecieron
en ayuno por un periodo de 12 h; se les midi6 el peso y los niveles de glucosa basales
empleando un glucémetro digital (Accu-Chek Performa, Roche, Indianapolis, IN, USA).
Posteriormente, se les administrd intraperitonealmente estreptozotocina (STZ) a dosis de
45 mg/kg de peso, diluido en solucién buffer de fosfato salino, ajustando el pH a 4.5 con
acido citrico 0.5 M. 24 h post-induccién se verificé si se desarroll6 la condicién diabética;
los niveles de glucosa se midieron por muestras sanguineas obtenidas del extremo distal

de la cola de los animales.

6.2 Protocolo de entrenamiento. Las ratas se sometieron a un protocolo de ejercicio fisico
de moderada intensidad en una banda sin fin, la cual est4 seccionada en 5 &reas con una
estructura fabricada con acrilico adaptada a las dimensiones de la banda y tamafio de los

animales.

Antes del protocolo de ejercicio completo, todos los animales se sometieron a un
régimen de pre-acondicionamiento de la funciébn muscular durante una semana, que
consisti6 en correr diariamente 12 min a una velocidad de 15 m/min. El programa
completo de ejercicios incluyd cinco sesiones por semana durante un periodo de 8
semanas. Cada sesion de entrenamiento consistio en 3 intervalos de tiempo y

velocidades con una duracion final de 30 min (Tabla 2).

Tabla 2. Intervalos de Velocidad y Tiempo de ejercicio de los animales a estudiar,

siguiendo el protocolo descrito por Wislgff et al. 2001, con algunas modificaciones.

Intervalo Velocidad/Tiempo

Comenz6é con una velocidad de 15 m/min

durante 5 min

La velocidad se increment6 progresivamente

hasta los 20 m/min durante 20 min

Concluyé con una velocidad 15 m/min

durante 5 min.

6.3 Biomarcadores metabdlicos. Todos los grupos experimentales fueron sometidos una

vez por semana, durante las 8 semanas de duracién del protocolo experimental, a
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mediciones de glucosa basal en ayuno, utilizando un glucémetro Accu Check Performa®

(descrito anteriormente).

6.4 Prueba de resistencia a la insulina. Quince horas después de la sesion de
entrenamiento final, las ratas de experimentacién recibieron una dosis de insulina de
accion rapida regular (0.75 U/kg de peso corporal), inmediatamente después de tomar
una muestra de glucosa basal. Las concentraciones de glucosa en sangre se midieron a
partir de la linea base (inmediatamente antes de la administracion de insulina a t=0 min),
eventualmente los niveles de glucosa se midieron en los 30 min (0.5 h), 60 min (1 h), 90
min (1.5 h) y 120 min (2 h) post-inyeccion.

Una vez culminados los protocolos de entrenamiento y tratamiento, el musculo
cardiaco fue aislado y sometido a analisis bioquimicos de estrés oxidante y estudios

moleculares.

6.5 Diseccion del musculo cardiaco. Después 8 semanas de tratamiento y de actividad
fisica, las ratas fueron eutanizadas por dislocacion cervical y se procedié a la extraccion
del 6rgano cardiaco (corazén) completo, esto para poder trabajar con dicho 6rgano en

forma de homogenado.

6.6 Analisis de marcadores de estrés oxidante

6.6.1 Medicion de los niveles de las especies reactivas de oxigeno. Los niveles de ERO se
determinaron a través de la oxidacibn del croméforo fluorescente 2',7’-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (H.DCFDA). Se colocaron en tubos de ensayo
muestras de homogenados del musculo cardiaco (0.5 mg/mL). La muestra se incub6 a 4
°C en agitacion constante durante 15 min en el buffer (10 mM HEPES, 100 mM KCI, 3 mM
MgClz y 3 mM KH2PO4 a un pH de 7.4) con 1.25 mM de H>DCFDA para un volumen total
de 2 ml. Esta suspension se colocé en una celda de cuarzo y se registr6 una primera
lectura y 60 min después, una segunda medicién de los cambios en la fluorescencia
(Ortiz-Avila et al. 2013) en un espectrofluorometro Shimadzu RF-5301PC (4 exitacion 485
nm; A emision 520 nm). La media de los datos obtenidos se expres6 como delta de

fluorescencia (AF) por minuto por miligramo de muestra (min/mg de muestra).
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6.6.2 Medicion de los niveles de peroxidacion de lipidos. Para medir los niveles de

peroxidacion de lipidos, se midieron los niveles de malondialdehido (MDA) presentes en

el homogenado cardiaco, utlizando el método de sustancias reactivas al acido

tiobarbiturico (TBARS). En tubos cénicos, se colocé la muestra del homogenado cardiaco,

buffer de fosfatos (KH2PO.4 50 mM, pH 7.6) y 2 mL solucion &cida (acido tricloroacético al

15 %, 0.375% vy acido clorhidrico 0.25 M) para un volumen total de 3 mL. Posteriormente,

se realizaron 3 ciclos de agitacidn-hielo y se colocé a incubacién a bafio Maria durante 25

min. Pasado este tiempo, las soluciones obtenidas se centrifugaron a 7500 rpm por 5 min

y con un espectrofotdmetro Shimadzu UV-2550 (A1 = 532nm) se realizd una lectura de la

absorbancia del sobrenadante.

6.6.3 Medicion de glutation. El estado redox del glutation se determind con el método de
Rahman et al. 2006 con algunas modificaciones. El contenido de glutation muscular se
determiné en 0,5 mg de proteina. Las muestras se suspendieron en acido sulfosalicilico al
0.6 %, EDTA-Na2 5 mM y Triton X-100 al 0.1 % en un tampén de fosfato de potasio
(K2HPO4, 0.1 M, pH 7.5). Esta mezcla se sonic6 tres veces durante 5 s y se colocé en
hielo durante 20 s entre cada ciclo de sonicacién, seguida de dos ciclos de
congelacién/descongelacion y se centrifugaron durante 10 min a 8000 rpm. Para el
glutation total, se mezclaron 100 pl del sobrenadante resultante y se incubaron durante 30
segundos con tampén de fosfato 0.1 M que contenia EDTA-Na2 5 mM, acido 5,5-ditiobis-
2-nitrobenzoico (DTNB) 0.1 mM, enzima glutatién reductasa 100 pM y 50 uM NADPH
(forma reducida). La reaccibn se controld6 durante 5 min a 412 nm en un
espectrofotébmetro UV/vis (Shimadzu UV-2550, Kyoto, Jap6n). Para las determinaciones
de glutation oxidado (GSSG), las muestras se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente con 0.2 % de 4-vinilpiridina para derivatizar el glutatién reducido (GSH). La
concentracion de GSH se calculo restando la concentracion de GSSG de la concentracion
de GSH + GSSG.

6.7 Ensayo de expresion de genes. El aislamiento del ARN total del musculo cardiaco se
llevé a cabo empleando el reactivo Trizol (TRl Reagent, Sigma Aldrich, Saint Louis, MO,
EE. UU.), utilizando el método descrito por Chomczynski y Sacchi, 2006. La calidad y la
cantidad de ARN se analizaron espectrofotométricamente a densidades Opticas en una

proporcion de 260/280 utilizando el BioPhotometer (Eppendorf, Hamburgo, Alemania).
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Para la reaccién de la transcripcion reversa (RT), se utilizaron 2 ug de ARN total para
obtener el cDNA, empleando el kit QuantiNova Reverse Transcription (QIAGEN, Hilden,
Alemania; numero de catalogo 205413,), segun las instrucciones del fabricante. La
expresion de genes se determind mediante gRT-PCR. Las reacciones en cadena de la
polimerasa de transcripcién inversa cuantitativas (QRT-PCR) se realizaron en un sistema
de PCR en tiempo real QuantStudio 3 (Applied Biosystems, ThermoFischer, CA, EE. UU.),
utilizando el kit de PCR QuantiFast SYBR Green (QIAGEN, Hilden, Alemania) utilizando
sets de cebadores comerciales para NOX2, NOX4, Nrf2, NF-kB, GLUT 4 y catalasa
(CAT); Las secuencias de los cebadores (Tabla 3) se disefiaron utilizando la informacién
obtenida de la base de datos publica del Banco de Genes del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica. La expresion de los genes se evalué mediante el método de
cuantificaciéon relativa utilizando el método del umbral del ciclo delta-delta comparativo
(AACT). Los valores de expresion fueron normalizados con valores obtenidos del gen de

mantenimiento enddégeno 18s como control interno.

Tabla 3. Secuencia de los cebadores de PCR utilizados

Gen Forward Reverse

NOX2 5'-CAATTCACACCATTGCACATC-3' 5'-CGAGTCACAGCCACATACAG-3'
NOX4 | 5-TCCATCAAGCCAAGATTCTGAG-3' 5-GGTTTCCAGTCATCCA-TAGAG-3'
Nrf2 5-CACATCCAGACAGACACCAGT-3' 5-CTACAAATG-GAATGTCTCTGC-3'
NF-kB | 5-ATGGCAGACGACGATCCTTTC-3' 5-TGTTGACAGTG-TATATCTGTTG-3'
GLUT4 | 5-TCCATCAAGCCAAGATTCTGAG-3' 5-GGTTTCCAGTCATCCA-TAGAG-3'
CAT 5-CCTGTGAACTGTCCCTACCG-3' 5-AGAATGTCCGCACCTGAGTG-3'
18s 5-GCAAATTACCCACTCCCGAC-3' 5'-CCGCTCCCAAGA TCCAACTA-3'

7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media + error estandar de una n=6. Los analisis
estadisticos se realizaron con andlisis de varianza (ANOVA) unidireccional o bidireccional
con la prueba de comparacion mdltiple de Tukey. Se consideré estadisticamente
significativo un valor de p < 0,05. Todos los datos se analizaron con el Programa Prism
(GraphPad version 7.0, Inc., San Diego, CA, EE. UU.).
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8. RESULTADOS

8.1. Efecto de la apocinina y el ejercicio de moderada intensidad sobre el peso
corporal y los niveles de glucosa sanguinea basal en el musculo cardiaco. En la fig.
8 se puede observar que hubo una disminucién significativa en el peso corporal en el
grupo diabético (D) en comparacion con el grupo de control (C) (p<0.05). Sin embargo,
esta disminucion de peso se reestableci6 en el grupo diabético administrado con
apocinina (D+A) después de 8 semanas. Por el contrario, en los grupos diabético +
ejercicio (D+E) y diabético + ejercicio + apocinina (D+E+A), no se observé una diferencia
significativa en comparacion con el grupo diabético.
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Figura 8. Peso corporal de los diferentes grupos de ratas. C= Control, A=
Apocinina, D= Diabéticas, D+A= Diabéticas + Apocinina, E= Ejercitadas, E+A=
Ejercitadas + Apocinina, D+E= Diabéticas + Ejercicio, D+E+A= Diabéticas + Ejercicio +
Apocinina. n=6. Los datos se presentan como la media + error estandar. (ANOVA de 1
via, prueba post-hoc de Tukey, p<0.05). Las diferentes letras indican las diferencias
significativas entre grupos.

En la fig. 9 se presentan los niveles de glucosa basal de los 8 grupos analizados.
Se puede observar que el nivel de glucosa basal en el grupo diabético es
significativamente elevado, esto en comparacion con el grupo control; de igual manera, se
observa que la administracion de apocinina (D+A), el ejercicio (D+E) y la combinacion de

estos tratamientos (D+E+A) logré una disminucion de la glucemia.
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Figura 9. Niveles de glucosa en ayuno de los diferentes grupos de ratas. C=
Control, A= Apocinina, D= Diabéticas, D+A= Diabéticas + Apocinina, E= Ejercitadas,
E+A= Ejercitadas + Apocinina, D+E= Diabéticas + Ejercicio, D+E+A= Diabéticas +
Ejercicio + Apocinina. n=6. Los datos se presentan como la media * error estandar.
(ANOVA de 1 via, prueba post-hoc de Tukey, p<0.05). Las diferentes letras indican las
diferencias significativas entre grupos.

8.2. Efecto de la apocinina y el ejercicio de moderada intensidad sobre los niveles
de glucosa sanguinea en la prueba de resistencia a la insulina en musculo cardiaco.
La prueba de resistencia a la insulina se observa en la fig. 10. Se puede observar un
aumento de la resistencia a la insulina en el grupo diabético, esto en comparaciéon con el
grupo control. El grupo diabético administrado con apocinina, asi como los grupos
ejercitados y el grupo D+E+A presentaron una mejoria de manera significativa en la

resistencia de insulina, esto en comparacion con el grupo diabético.

Para poder evaluar estos resultados de una mejor manera, se examin0 el area bajo la
curva (fig. 11), en donde se observa la elevada resistencia a la insulina presente en el
grupo diabético, como se mencioné con anterioridad; de igual manera, se observa la
disminucion de dicha resistencia en el grupo administrado con apocinina (D+A), el grupo

D+E y el grupo D+E+A, esto en comparacion con el grupo diabético.
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Figura 10. Niveles de glucosa de los diferentes grupos de ratas en la prueba de
resistencia a la insulina. C= Control, A= Apocinina, D= Diabéticas, D+A= Diabéticas
+ Apocinina, E= Ejercitadas, E+A= Ejercitadas + Apocinina, D+E= Diabéticas +
Ejercicio, D+E+A= Diabéticas + Ejercicio + Apocinina. n=6. Los datos se presentan
como la media *+ error estandar. (ANOVA de 2 vias, prueba post- hoc de Tukey,
p<0.05). Las diferentes letras indican las diferencias significativas entre grupos.
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Figura 11. Area bajo la curva de la prueba de resistencia a la Insulina. C= Control,
A= Apocinina, D= Diabéticas, D+A= Diabéticas + Apocinina, E= Ejercitadas, E+A=
Ejercitadas + Apocinina, D+E= Diabéticas + Ejercicio, D+E+A= Diabéticas + Ejercicio +
Apocinina. n=6; Los datos se presentan como la media + error estandar. (ANOVA de 1
via, prueba post- hoc de Tukey, p<0.05). Las diferentes letras indican las diferencias
significativas entre grupos.
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8.3. Efecto de la apocinina y el ejercicio de moderada intensidad en los niveles de
ERO en el musculo cardiaco. Los resultados obtenidos para la determinacion de ERO
del muasculo cardiaco se muestran en la fig. 12. Como se puede apreciar, el grupo
diabético presenta un mayor nivel de ERO, en comparacion con el grupo control. Sin

embargo, estos niveles se ven disminuidos en los grupos D+A, D+E y D+E+A.
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Figura 12. Niveles de ERO en el corazén de los diferentes grupos de ratas. C=
Control, A= Apaocinina, D= Diabéticas, D+A= Diabéticas + Apocinina, E= Ejercitadas, E+A=
Ejercitadas + Apocinina, D+E= Diabéticas + Ejercicio, D+E+A= Diabéticas + Ejercicio +
Apocinina. n=6. Los datos se presentan como la media + error estandar. (ANOVA de 1 via,
prueba post-hoc de Tukey, p<0.05). Las diferentes letras indican las diferencias
significativas entre grupos.

8.4. Efecto de la apocinina y el ejercicio de moderada intensidad en los niveles de
Peroxidacion de lipidos en el musculo cardiaco. En la fig. 13 se puede apreciar los
niveles de peroxidacion de lipidos. Los datos obtenidos muestran niveles altos de las
concentraciones de TBARS en el grupo diabético en comparacion con el grupo control.
Estos niveles se ven disminuidos en los grupos que fueron tratados con los protocolos de
apocinina (D+A) y de ejercicio de intensidad media (D+E), asi como en la combinacion de
ambos protocolos (D+E+A).
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Figura 13. Niveles de peroxidaciéon de lipidos en el corazén de los diferentes
grupos de ratas. C= Control, A= Apocinina, D= Diabéticas, D+A= Diabéticas +
Apocinina, E= Ejercitadas, E+A= Ejercitadas + Apocinina, D+E= Diabéticas + Ejercicio,
D+E+A= Diabéticas + Ejercicio + Apocinina. n=6. Los datos se presentan como la
media * error estdndar. (ANOVA de 1 via, prueba post-hoc de Tukey, p<0.05). Las
diferentes letras indican las diferencias significativas entre grupos.

8.5. Efecto de la apocinina y el ejercicio de moderada intensidad en los niveles de
glutation en el musculo cardiaco. Para poder analizar los niveles y estado redox del
glutation en el musculo cardiaco de las ratas diabéticas, se realizé el analisis del glutatién
total, glutation reducido, glutation oxidado y se obtuvo la relacion glutation
reducido/oxidado (GSH/GSSG). Como se muestra en la fig. 14, el analisis del glutation
total demostrdé que en los grupos D+A, D+E y D+E+A aumentaron los niveles de este

antioxidante, en comparacion con el grupo diabético.

Con relacion al glutation reducido (GSH), se puede observar en la fig. 15 que el
grupo D+A presenta una concentracidon mayor en comparacion con el grupo diabético; de

igual manera se puede observar que en el grupo D+E aumentaron los niveles de GSH.

Por el contrario, la concentracion de GSSG es mayor en el grupo diabético, en
comparacion con el grupo control (fig. 16). Estos valores disminuyeron en los grupos
administrados con apocinina (D+A) y ejercitados (D+E); sin embargo, la combinacién de
los dos tratamientos (D+E+A) no presentd diferencias significativas, todo esto en
comparacion con el grupo diabético.
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La relacibn GSH/GSSG (fig. 17) disminuy6 en el grupo diabético y presentd un
aumento significativo en los grupos tratados con Apocinina, el grupo D+E y en el grupo
diabético que fue sometido a los dos tratamientos (D+E+A).
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Figura 14. Niveles de glutation total en el corazén de los diferentes grupos de
ratas. C= Control, A= Apocinina, D= Diabéticas, D+A= Diabéticas + Apocinina, E=
Ejercitadas, E+A= Ejercitadas + Apocinina, D+E= Diabéticas + Ejercicio, D+E+A=
Diabéticas + Ejercicio + Apocinina. n=6. Los datos se presentan como la media + error
estandar. (ANOVA de 1 via, prueba post-hoc de Tukey, p<0.05). Las diferentes letras
indican las diferencias significativas entre grupos.



Efecto de la Apocinina y el Ejercicio sobre el Estrés Oxidante en el Musculo Cardiaco de Ratas | 39
Diabéticas

% 2 ab ab
S |be N be
T g bec k § -
85" = ; // § 1531
£ LEH N
C v 0N ¢ e‘vox@v

Figura 15. Niveles de glutation reducido (GSH) en el corazén de los diferentes
grupos de ratas C= Control, A= Apocinina, D= Diabéticas, D+A= Diabéticas +
Apocinina, E= Ejercitadas, E+A= Ejercitadas + Apocinina, D+E= Diabéticas + Ejercicio,
D+E+A= Diabéticas + Ejercicio + Apocinina. n=6. Los datos se presentan como la
media * error estandar. (ANOVA de 1 via, prueba post-hoc de Tukey, p<0.05). Las
diferentes letras indican las diferencias significativas entre grupos.

-
3
}

-
o
1

o
A
1

GSSG
pmol/mg de proteina

=
T

Figura 16. Niveles de glutation oxidado (GSSG) en el corazén de los diferentes
grupos de ratas. C= Control, A= Apocinina, D= Diabéticas, D+A= Diabéticas +
Apocinina, E= Ejercitadas, E+A= Ejercitadas + Apocinina, D+E= Diabéticas + Ejercicio,
D+E+A= Diabéticas + Ejercicio + Apocinina. n=6. Los datos se presentan como la
media * error estandar. (ANOVA de 1 via, prueba post-hoc de Tukey, p<0.05). Las
diferentes letras indican las diferencias significativas entre grupos.
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Figura 17. Niveles de la Relacion de glutation reducido (GSH) /glutation oxidado
(GSSG) en el corazén de los diferentes grupos de ratas. C= Control, A= Apocinina,
D= Diabéticas, D+A= Diabéticas + Apocinina, E= Ejercitadas, E+A= Ejercitadas +
Apocinina, D+E= Diabéticas + Ejercicio, D+E+A= Diabéticas + Ejercicio + Apocinina.
n=6. Los datos se presentan como la media = error estdndar. (ANOVA de 1 via,
prueba post-hoc de Tukey, p<0.05). Las diferentes letras indican las diferencias
significativas entre grupos.

8.6 Efecto de la apocinina y el ejercicio de moderada intensidad en los niveles de la
actividad de catalasa en el musculo cardiaco. Se analiz6 la actividad de la enzima
catalasa; como se puede observar en la fig. 18, hubo una disminucién de la actividad de
esta enzima en el grupo diabético, en comparacion con el grupo control; estos valores se
vieron restaurados a valores de grupo control en el grupo D+A, el grupo D+E vy la
combinacién de los dos protocolos de tratamientos (D+E+A), demostrando asi que la
apocinina el ejercicio y la combinacion de estos dos procesos, ayudan a mejorar la

actividad de catalasa presente en el musculo cardiaco de ratas diabéticas.
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Figura 18. Niveles de la actividad de catalasa (CAT) en el corazén de los
diferentes grupos de ratas C= Control, A= Apocinina, D= Diabéticas, D+A=
Diabéticas + Apocinina, E= Ejercitadas, E+A= Ejercitadas + Apocinina, D+E=
Diabéticas + Ejercicio, D+E+A= Diabéticas + Ejercicio + Apocinina. n=6. Los datos se
presentan como la media + error estandar. (ANOVA de 1 via, prueba post-hoc de
Tukey, p<0.05). Las diferentes letras indican las diferencias significativas entre grupos.

8.7 Efecto de la apocinina y el ejercicio de moderada intensidad en la expresiéon
génica del musculo cardiaco. A continuacién, se presentan los resultados que se
obtuvieron en el andlisis de la expresion genética de ARNm mediante qRT-PCR. Los
genes que se analizaron en este proyecto fueron: NOX2. NOX4, Nrf2, NF-kB, GLUT4 y
Catalasa.

En las figs. 19 y 20 se representa la expresion relativa de los genes NOX2 y
NOX4, tanto la NOX2 como la NOX4 estan sobre expresadas, esto en comparacion con
los grupos control de cada gen; esta expresion se vio reducida en los grupos diabéticos
que fueron administrados con apocinina, los grupos D+E y en la combinacién de los dos
tratamientos (D+E+A), solo el gen NOX2 presenta diferencias significativas con respecto
al grupo diabético. Estos resultados muestran que la apocinina y el ejercicio ayudan a
atenuar la expresion de los genes NOX2 y NOX4, importantes isoformas de NADPH que

provocan el estrés oxidante presente en el musculo cardiaco de ratas diabéticas.



Efecto de la Apocinina y el Ejercicio sobre el Estrés Oxidante en el Musculo Cardiaco de Ratas

Diabéticas

Otro de los genes analizados fue Nrf2, en donde se puede observar (fig. 21) que

en el grupo diabético este gen esta expresado de forma disminuida, en comparacién con
el grupo control; el ejercicio y la combinacion de ejercicio + apocinina lograron aumentar la
expresion genética de este factor de transcripcion; por el contrario, en el grupo D+A no se

encontraron diferencias significativas con el grupo diabético.

El gen del NF-kB también fue analizado. Se puede observar que la apocinina
(D+A), el ejercicio (D+E) y la combinacién de los dos tratamientos (D+E+A) ayudaron a
mitigar la expresion de dicho gen, esto en comparacion con el grupo diabético (fig. 22).

El GLUT4 es el transportador de glucosa especifico en musculo esquelético y
miocardico. En la fig. 23 se puede observar que la expresion de este gen disminuy6 en el
grupo que presenta la enfermedad (D) y el cual aumenté en los grupos diabéticos tratados
con apocinina (D+A) y ejercicio + apocinina (D+E+A).

Se realiz6 el analisis de la expresién génica de la catalasa (fig. 24), en donde se
puede apreciar que no hay diferencias significativas entre el grupo diabético y los grupos
que fueron tratados con los diversos tratamientos utilizados en este proyecto (D+A, D+E 'y
D+E+A).
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Figura 19. Niveles de expresion genética de NOX2 en el corazén de los diferentes
grupos de ratas. C= Control, A= Apocinina, D= Diabéticas, D+A= Diabéticas +
Apocinina, E= Ejercitadas, E+A= Ejercitadas + Apocinina, D+E= Diabéticas + Ejercicio,
D+E+A= Diabéticas + Ejercicio + Apocinina. n=6. Los datos se presentan como la
media + error estandar. (prueba T de student, p<0.05). Las diferentes letras indican las
diferencias significativas entre grupos.
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Figura 20. Niveles de expresion genética de NOX4 en el corazén de los diferentes
grupos de ratas. C= Control, A= Apocinina, D= Diabéticas, D+A= Diabéticas +
Apocinina, E= Ejercitadas, E+A= Ejercitadas + Apocinina, D+E= Diabéticas + Ejercicio,
D+E+A= Diabéticas + Ejercicio + Apocinina. n=6. Los datos se presentan como la
media * error estandar. (prueba T de student, p<0.05). Las diferentes letras indican las
diferencias sianificativas entre arunos.
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Figura 21. Niveles de expresion genética de Nrf2 en el corazén de los diferentes
grupos de ratas. C= Control, A= Apocinina, D= Diabéticas, D+A= Diabéticas +
Apocinina, E= Ejercitadas, E+A= Ejercitadas + Apocinina, D+E= Diabéticas + Ejercicio,
D+E+A= Diabéticas + Ejercicio + Apocinina. n=6. Los datos se presentan como la
media + error estandar. (prueba T de student, p<0.05). Las diferentes letras indican las
diferencias significativas entre grupos.
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Figura 22. Niveles de expresion genética de NF-kB en el corazén de los
diferentes grupos de ratas. C= Control, A= Apocinina, D= Diabéticas, D+A=
Diabéticas + Apocinina, E= Ejercitadas, E+A= Ejercitadas + Apocinina, D+E=
Diabéticas + Ejercicio, D+E+A= Diabéticas + Ejercicio + Apocinina. n=6. Los datos se
presentan como la media + error estandar. (prueba T de student, p<0.05). Las
diferentes letras indican las diferencias significativas entre grupos.
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Figura 23. Niveles de expresion genética de GLUT4 en el corazén de los
diferentes grupos de ratas. C= Control, A= Apocinina, D= Diabéticas, D+A=
Diabéticas + Apocinina, E= Ejercitadas, E+A= Ejercitadas + Apocinina, D+E=
Diabéticas + Ejercicio, D+E+A= Diabéticas + Ejercicio + Apocinina. n=6. Los datos se
presentan como la media + error estandar. (prueba T de student, p<0.05). Las
diferentes letras indican las diferencias significativas entre grupos.
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Figura 24. Niveles de expresion genética de catalasa (CAT) en el corazén de los
diferentes grupos de ratas. C= Control, A= Apocinina, D= Diabéticas, D+A=
Diabéticas + Apocinina, E= Ejercitadas, E+A= Ejercitadas + Apocinina, D+E=
Diabéticas + Ejercicio, D+E+A= Diabéticas + Ejercicio + Apocinina. n=6. Los datos se
presentan como la media + error estandar. (prueba T de student, p<0.05). Las
diferentes letras indican las diferencias significativas entre grupos.

9. DISCUSION

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica crénica caracterizada por niveles
elevados de glucosa en sangre (OPS, 2021) resultante del mal funcionamiento de las
células B del pancreas y la disminucién de la sensibilidad de la insulina. La hiperglucemia
inducida por esta enfermedad esté relacionada con dafios en varios 6rganos, entre ellos
el corazén y estd asociada con enfermedades vasculares y cardiacas. Se cree que el
estrés oxidante juega un papel importante en el desarrollo de complicaciones vasculares
en la diabetes, ya que, en estado hiperglucémico, la generacion de ERO y el estrés
oxidante aumentan (ADA, 2017).

Investigaciones anteriores han evidenciado que la apocinina, la cual es una
acetofenona natural que se encuentra en las raices de Picrorhiza kurroa, se ha utilizado
en una extensa lista de procesos experimentales y ha demostrado ser Util para mejorar
una gran variedad de trastornos, como complicaciones diabéticas, neurodegeneracion,
trastornos cardiovasculares, cancer de pulmaon, cancer hepatocelular, cancer de pancreas

y feocromocitoma (Savla et al. 2021). Ademas, es bien sabido que la practica regular de
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ejercicio fisico aporta indiscutibles beneficios para la salud de las poblaciones, incluyendo

el efecto preventivo sobre diferentes patologias crénicas como el cancer, la enfermedad

cardiovascular, la diabetes y esta asociada con una menor mortalidad y morbilidad
cardiovascular (Fernandez et al. 2009).

Este estudio demostré que el grupo diabético presentd alteraciones significativas
en el peso corporal y los niveles de glucosa en sangre; de igual manera, se observo que
la administracién de apocinina logré una disminucion de estos niveles glucémicos y un
aumento del peso corporal; asi mismo, los grupos diabéticos ejercitados y los que fueron
tratados con la combinacion de los dos tratamientos presentaron una disminucion de los
niveles de glucosa, esto en comparacion con el grupo diabético, pero no se vieron
cambios significativos en el peso corporal entre el grupo en condicién de diabetes y
dichos grupos mencionados con anterioridad. Estos resultados son consistentes con
diversos autores, los cuales pudieron observar que el tratamiento con apocinina atenué
significativamente la concentraciébn de glucosa sérica en conejos diabéticos y ellos
concluyeron que la inhibiciéon de la gluconeogénesis renal estd implicada en la accién
hipoglucémica de la apocinina, ya que esta es una fuente importante de glucosa
endogena en condiciones diabéticas (Winiarska et al. 2011). En cuanto al ejercicio,
Hernandez-Rodriguez y colaboradores en 2010 pudieron demostrar que las
intervenciones estructuradas de la practica de ejercicio, al menos durante 8 semanas,
evidencia una disminucion promedio de 0.66% de los niveles de la hemoglobina
glicosilada 1c (HbAlc) en personas con DM, aunque no se presentaran cambios
significativos del indice de masa corporal (IMC). Los resultados antes sefialados se han
tratado de explicar por varios mecanismos, entre los que se destacan el desplazamiento
de los receptores de la insulina hacia la superficie celular. Tanto el ejercicio de resistencia
como el aerobio son capaces de mejorar la sensibilidad a la insulina, asi como otros
aspectos de vital importancia para el individuo con diabetes (Hernandez-Rodriguez et al.
2010).

El estrés oxidante esta implicado en la patogenicidad de la resistencia a la insulina.
El aumento de los niveles de ROS es un desencadenante importante de la resistencia a la
insulina, que puede provocar cambios anormales en la sefalizaciéon intracelular y
contribuir al desarrollo de la resistencia a la insulina (Meng et al. 2011). El higado juega
un papel central en la regulacién del metabolismo de la glucosa, los acidos grasos y los
aminoacidos en todo el cuerpo. Sin embargo, el aumento de ERO puede dafiar el ADN,

los lipidos y las proteinas en los hepatocitos, lo que contribuye a la alteracion de la
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homeostasis celular y agrava las caracteristicas del sindrome de resistencia a la insulina.
Para poder observar si nuestros tratamientos tienen un efecto positivo en la resistencia
insulinica evaluamos este pardmetro, en donde el grupo diabético presentdé una alta
resistencia a la insulina, la cual se ha reportado estar presente en condicion de diabetes;
por el contrario, los grupos diabéticos que fueron tratados con apocinina y ejercicio, asi
como la combinacion de dichos tratamientos, presentaron una mejoria de manera
significativa en la resistencia a la insulina. Esto demuestra que la ingesta de antioxidantes,
es necesaria para mantener la homeostasis hepatica, que es importante no sélo para
mejorar la accién de la insulina en el higado, sino que también para eliminar resistencia a
la misma en otra parte del cuerpo, como el corazén (Meng et al. 2011); varios autores han
llegado a la conclusion de que este efecto esta relacionado con la promocion de la
captacion de glucosa en los musculos esqueléticos, pérdida de grasa corporal en la parte
central del cuerpo, la reduccién de los productos lipidicos y el aumento de la capacidad
oxidativa de los lipidos en las células musculares, el aumento de la funcién de la insulina
en las células de los 6rganos implicados en el ejercicio, como lo es el corazoén, la
regulacion positiva de la estimulaciéon de las vias de sefializaciébn por la insulina,
disminucion de la reserva de glucégeno en higado y musculos, cambio de los marcadores
inflamatorios, prevencion de atrofia, formacion de nuevo tejido muscular y aumento de la
congestion de la red capilar en los masculos (Guyton y Hall, 2010; Ivy, 1997; Teixeira-
Lemos et al. 2011; Turcotte y Fisher, 2008; Praet y van Loon, 2009; Oberbach et al.
2006). Ademas, estudios epidemiolégicos recientes indican que las personas con vida
fisica activa tienen menos probabilidades de desarrollar intolerancia a la glucosa y

diabetes no insulinodependiente (Katzmarzyk et al. 2003);

En condiciones diabéticas, la produccion de ERO supera los niveles “normales” de
estos radicales libres presentes en el organismo, provocando estrés oxidante. Para poder
determinar el estrés oxidante en el corazén durante la diabetes y si la utilizacién de un
antioxidante como la apocinina y el ejercicio de moderada intensidad ayudan a mitigar la
sobreproduccién de estos compuestos toxicos, se realizé la medicion de los niveles de
ERO y peroxidacién lipidica en dicho musculo. Los resultados demostraron que los
niveles de ERO y peroxidacion lipidica aumentaron en el grupo diabético y estos son un
indicativo de la presencia de estrés oxidante en el tejido analizado. Este aumento de la
peroxidacion lipidica puede traer como consecuencia un mayor dafio celular en la funcion
vascular de pacientes diabéticos, ya que, durante el estrés oxidante, uno de los

principales blancos de dafio oxidativo por ERO son las colas hidrofébicas insaturadas que
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componen a los lipidos de las membranas mitocondriales. Ademas, algunos autores
demostraron que la peroxidacion de las membranas mitocondriales afecta a los
componentes proteicos de la Cadena transportadora de electrones (CTE) que se
encuentran embebidos en ellas, lo cual podria inhibir algunos procesos esenciales que
dependen del funcionamiento de la CTE tales como la sintesis de ATP, el transporte de
metabolitos y iones o el bombeo de protones, provocando como resultado final el colapso
de la célula (Nicholls y Ferguson, 2002). Sin embargo, se pudo observar que la
administracién de apocinina a una concentracion de 3 mg/kg y una rutina de ejercicio de
moderada intensidad en grupos diabéticos, asi como la combinacibn de ambos
procedimientos, ayudd a disminuir las concentraciones de ERO y de peroxidacion lipidica,

logrando mitigar la degradacion oxidativa de los lipidos.

De acuerdo con investigaciones anteriores, estos niveles elevados de ERO
pueden estar relacionados con la alta resistencia a la insulina presente en las ratas
diabéticas, ya que hay evidencia que asocia una sefalizacibn de insulina cardiaca
interrumpida con la sobreproduccion de ERO, la disfuncién mitocondrial y el estrés
oxidante. La disminuciéon de la captacién de glucosa debido a la alteracion de la
sefalizacién de la insulina y la disminucién de la expresion de los transportadores de
glucosa se asocia con un cambio hacia una mayor dependencia de la oxidacién de acidos
grasos y una reduccion de la eficiencia cardiaca en los corazones diabéticos (Varma et al.
2018). Ademas, la produccién de ERO inducidas por el ejercicio activa maltiples vias de
sefializacion intracelular a través de mecanismos gendémicos y no gendémicos que son
responsables de los efectos beneficiosos del ejercicio en el organismo. Mas alla del efecto
positivo del ejercicio sobre las células del musculo esquelético, otros tejidos como el tejido
adiposo, el higado, el sistema nervioso central, el endotelio, el corazén y los tejidos de los

organos endocrinos también responden al ejercicio (Louzada et al. 2020).

Para neutralizar las ERO, las células estan dotadas de mecanismos de defensa
antioxidantes, como el glutation y la catalasa, las cuales son capaces de interactuar con
los radicales libres y neutralizarlos, impidiéndoles causar dafio y asi combatir el estrés
oxidante. El glutation es un abundante antioxidante enddgeno sintetizado en grandes
cantidades en el higado. Se transporta a través del flujo sanguineo a los tejidos cuando
existe un desequilibrio entre la produccién de ERO y los mecanismos antioxidantes
enddégenos. Hay reportes que han demostrado que la produccién de glutatiéon disminuye
gradualmente en pacientes con diabetes con complicaciones y que esta disminucion

depende del grado de hiperglucemia (Gutiérrez-Camacho et al. 2020). En este proyecto,
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se analizé la concentracion de glutatién total (GSH+GSSG), glutation oxidado (GSSG),
glutation reducido (GSH) y la relacion GSH/GSSG, que a menudo se utiliza como
indicador del estado redox celular; en estos resultados se pudo percibir una disminucion
de la concentracion de glutation total y glutation reducido en el grupo Diabético, condicion
que se vio restaurada e incluso aumentada en el grupo diabético administrado con
apocinina, en los grupos tratados con ejercicio y en el grupo en condicién de diabetes que
fue sometido a la combinacién de los tratamientos. Esto puede deberse a que el aumento
de la produccién de radicales libres inhibe la sintesis de glutation en el tejido cardiaco de
los roedores y una disminucién de la produccion da como resultado un aumento de la
sintesis de glutation, aumentando asi un efecto protector contra el estrés oxidante

presente (Gutiérrez-Camacho et al. 2020).

En cuanto a la catalasa, se ha reportado que esta es una de las enzimas
antioxidantes mas importantes y cruciales, ya que aminora el estrés oxidante en gran
medida al convertir el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno. Se ha postulado que la
deficiencia o el mal funcionamiento de la catalasa esta relacionado con la patogenia de
muchas enfermedades degenerativas, como la DM (Nandi et al. 2019) ya que, la
deficiencia de dicho antioxidante puede ser responsable del desarrollo de diabetes
mellitus de manera indirecta; esto puede deberse porque las células B del pancreas son
muy sensibles a los oxidantes. Por lo tanto, estas células no solo carecen de catalasa,
sino que también tienen una mayor concentracion de mitocondrias, que es una de las
principales fuentes de superéxido y peroxido de hidrégeno en la célula a través de la via
de transporte de electrones (G6th et al. 2008). En el ensayo realizado en el grupo de ratas
diabéticas, se observo que los niveles de actividad de la catalasa en el tejido cardiaco, se
encontraban disminuidos, esto en comparacién con el grupo control; sin embargo, la
administracién de apocinina y la aplicacion de un protocolo de ejercicio de moderada
intensidad en un estado diabético, ayudé a aumentar la presencia de la accién de este
antioxidante, ayudando a atenuar el estrés oxidante provocado por la DM. La catalasa
tiene un papel principal en la regulacién del nivel celular de peréxido de hidrégeno y su
catabolismo protege a las células del ataque oxidante, por ejemplo, asegurando las
células B pancreaticas de una lesion por peréxido de hidrogeno (Goth et al. 2000). Aunque
aln no esta claro exactamente como el ejercicio mejora las actividades de SOD, GPX y
CAT, se pueden presentar varios mecanismos posibles para explicar este efecto. Se ha
sugerido que la Nrf-2, que es un factor de transcripcion y se observdé un aumento en la

fosforilacion de Nrf-2 por el ejercicio en la actividad fisica (Toborek et al. 2013).
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La DM es una enfermedad compleja, determinada por multiples factores genéticos

y ambientales; tanto en la DM1 como en la DM2, son multiples los genes que intervienen
en la patogenia de la enfermedad; algunos de ellos estan relacionados con el estrés
oxidante ocasionado por la misma patologia y los cuales analizamos en este proyecto
(Urner et al. 2020). Se realiz6 el analisis de la expresion genética del ARNm de los genes
de NOX2, NOX4, Nrf2, NF-kB, GLUT4 y Catalasa. La NADPH oxidasa (NOX) es un
complejo multiprotéico el cual tiene como finalidad la produccion de ERO para realizar
diversas funciones que van desde la defensa del huésped hasta la sefializacion celular y
la regulacion de la expresién génica; La expresién y activacion de las proteinas NOX
aumenta particularmente en condiciones de estrés agudo y cronico, como la
hiperglucemia, lo que conduce a un aumento critico de las ERO derivadas de NOX, lo que
provoca estrés oxidante y dafio celular (Urner et al. 2020). De las siete isoformas de NOX
de mamiferos, NOX2 y NOX4 se expresan en el corazon (Lasségue et al. 2012), en este
proyecto, se analizaron estos dos genes, en donde pudimos observar que, de forma
significativa, la expresion genética relativa del ARNm de NOX2 y NOX4 se encontrd
aumentada en el grupo Diabético, esto en comparacion con el grupo Control. Estos
resultados pueden deberse a que se ha reportado que después de diferentes tipos de
estrés sostenido, la sefializacién dependiente de NOX2 y NOX4 promueve varios
procesos perjudiciales en la patologia cardiaca, incluida la hipertrofia de los
cardiomiocitos, la disfuncién contractil, la arritmia, la fibrosis intersticial, la muerte celular y
la ruptura cardiaca después de un infarto de miocardio, segun lo revisado por Zhang y
colaboradores en el afio 2013. Este aumento de la expresién genética tanto de NOX2
como de NOX4 se vio regulado y disminuido en el grupo diabético que fue administrado
por apocinina y en los grupos diabéticos que practicaron un protocolo de forma regular de
actividad fisica. Por consiguiente, se puede decir que a través de la administracién de
apocinina y la actividad fisica regular como tratamientos en individuos diabéticos, se pudo
disminuir la expresién de estos genes, provocando una disminucién del estrés oxidante
ocasionado por estas isoformas de NADPH y evitando la traslocaciéon de las subunidades
p47P"° a la membrana plasmatica, provocando asi la inhibicion de la enzima NOX, dando
lugar a disminuir su actividad y el estrés oxidante presente en el tejido cardiaco en

condicion de Diabetes.

En condiciones de estrés oxidante, las células remodelan el metabolismo y la
expresion génica para mantener la homeostasis REDOX mediante la activacion del factor

2 relacionado con NF-E2 (Nrf2) y otras vias de respuesta al estrés. El factor Nrf2 es
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conocido como un regulador maestro que regula la activacion transcripcional de genes
involucrados en la de la sintesis de antioxidantes (Mitsuishi et al. 2012) contribuyendo a la
proteccion contra varias patologias como el cancer y la diabetes. En este proyecto
pudimos realizar el andlisis de este gen en donde pudimos observar que, en el grupo
Diabético, este gen se encuentra expresado de forma disminuida, en comparacién con el
grupo control. Este resultado mostré la deficiencia de la expresion de Nrf2 en el corazén.
A los grupos diabéticos que fueron administrados solo con apocinina no se les vio una
mejoria significativa en la expresion genética relativa de dicho gen, sin embargo, el
ejercicio y la combinacién de estos dos tratamientos lograron aumentar la expresion
relativa del gen Nfr2; esto es consistente con algunos datos reportados con anterioridad,
uno de ellos es de Muthusamy y cols., en 2012, quienes demostraron que el estrés por
ejercicio agudo (EEA) da como resultado la activacion de la sefializacién de Nrf2/EEA y la
posterior mejora de las vias de defensa antioxidantes en el corazén del ratén. Ademas, en
2018, Hancock y coladoradores demostraron que la activacion de Nrf2 por EEA esta
mediada por NOX4 y contribuye al control de calidad mitocondrial mediante la
desactivacion especifica de NOX4 y Nrf2 en cardiomiocitos. Entonces, el ejercicio induce
la expresion de NOX4 en el corazén, lo que activa Nrf2 y aumenta la capacidad de
resistencia. El factor Nrf2 se inactiva en ciertas condiciones patologicas, como la diabetes,
pero la regulacion en la eliminacion de ERO mitocondrial rescata la expresion de Nrf2 y
mejora la patologia, pudiendo ser esto un potencial terapéutico en las complicaciones de

la diabetes.

El factor nuclear kappa B (NF-kB) es un factor de transcripcion sensible a rédox
involucrado en una variedad de procesos celulares que incluyen inflamacion, respuestas
inmunitarias, producciéon de citocinas/quimiocinas, apoptosis, asi como crecimiento y
desarrollo celular (Gilmore, 2006). Después de analizar nuestros resultados, podemos
decir se presentd una sobreexpresion de este gen en el grupo diabético, actividad que se
vio disminuida en el grupo diabético con apocinina y en los grupos que se ejercitaron en
presencia de dicha patologia, lo que nos dice que la apocinina y la actividad fisica estan
atenuando la expresion genética de un factor de transcripcion que esta relacionada con
algunos procesos celulares, que incluyen la inflamacion. Estudios previos sobre
entrenamiento fisico se enfocaron en la reduccion de los factores de riesgo asociados con
la inflamacién y en el papel del ejercicio aerdbico y el entrenamiento de resistencia en la
regulacion de la inflamacion y la respuesta inmune. Los resultados relacionados con los

efectos antiinflamatorios del ejercicio han sido variados, reflejando diferencias en el tipo
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de ejercicio, la duracion del ejercicio, la intensidad del ejercicio, la capacidad de
resistencia y la morfologia muscular (Kim et al. 2014).

La actividad genética de estos dos genes, el Nrf2 y el NF-kB, estan relacionados,
ya que el efecto negativo de la regulacion negativa de Nrf2 puede amplificar las
respuestas inflamatorias al inducir la expresion de NF-kB, IL-1 y TNF-a junto con un
aumento del estrés oxidante y nitrosativo. Por lo tanto, este hallazgo puede sugerir que la
supresion de la expresion de Nrf2 y el aumento de la expresion de NF-kB estan
involucrados en la patogenia de la miopatia diabética, y el NOX podria ser un mediador
previo de estos cambios (Sanchez-Duarte et al. 2022).

La glucosa es transportada a los miocitos cardiacos por miembros de la familia de
transportadores de glucosa (GLUT). En este sentido, los cardiomiocitos tienen muchas
similitudes con el musculo esquelético, pero también existen diferencias importantes. Por
ejemplo, el transportador de glucosa mas abundante en el corazon es el transportador
GLUT4, en el que la translocacién a la membrana plasmatica representa un mecanismo
importante por el cual se regula el flujo neto de glucosa hacia la célula (Abel, 2004). Se
analizo la actividad genética relativa del ARNm del gen GLUT4, en donde, los resultados
fueron una expresion relativa disminuida en el tejido cardiaco del grupo diabético, esto en
comparacion con el grupo control. Investigaciones anteriores han evidenciado que los
cambios observados en el corazén diabético mostraron que la diabetes mellitus tipo 1
altera la expresion y translocaciéon de GLUT4 y GLUTS8 en las auriculas (Szablewski et al.
2016). En las auriculas diabéticas, el contenido en la superficie celular de estos
transportadores de glucosa esta regulado a la baja. En enfermedades cardiacas, como la
hipertrofia cardiaca, la insuficiencia cardiaca y la isquemia miocéardica, se observan
diferentes perturbaciones en la expresion de los transportadores de glucosa,
especialmente en GLUT1 y GLUT4, debido a cambios en el metabolismo de la glucosa
cardiaca (Szablewski et al. 2016). Estos niveles de expresion genética de GLUT4 se
vieron aumentados en los grupos administrados con apocinina y los grupos diabéticos que
se trataron con los dos tratamientos analizados, demostrando el efecto protector de dicho

farmaco en el metabolismo de la Glucosa.

Finalmente, el Ultimo gen que se analiz6 fue el de la catalasa. Se ha informado que
la sobreexpresion de catalasa a través de un promotor especifico del corazén (CAT-TG)
reduce la acumulacion de ERO inducida por la diabetes y previene aun mas las anomalias

patolégicas inducidas por la diabetes, incluido el trastorno estructural cardiaco y la
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anomalia del ventriculo izquierdo en ratones. Los resultados demostraron, de manera
sorpresiva que, la expresion genética relativa de ARNm de Catalasa se encontrd
expresada de manera aumentada en los corazones del grupo Diabético, en comparacion
con el grupo control; esto puede ser debido a que algunos érganos, en este caso el
corazodn, al estar expuesto a un estrés oxidante de manera constante envian una sefial al
ndcleo de la célula dafiada para que haya una sobreexpresién de la actividad genética del
sistema antioxidante, esto para combatir la presencia de radicales libres y en algunos
casos, regular la activacion de rutas de sefalizacidn relacionadas al estrés oxidante. Un
estudio realizado en 2015 encontré que la activacion de una via de sefalizacion de NF-kB
dependiente de ERO estaba regulada negativamente en corazones de ratones diabéticos
que sobreexpresaban catalasa. Estos hallazgos demostraron que la catalasa protege los
corazones de los ratones contra la miocardiopatia diabética, en parte al suprimir las
respuestas inflamatorias dependientes de NF-kB y la nitracidon de proteinas asociadas,
protegiendo a los ratones contra el desarrollo de dafio cardiaco (Cong et al. 2015).
Asimismo, los grupos diabéticos sometidos a los tratamientos de forma individual y en
combinacién, mostraron un aumento de la expresion genética relativa de ARNm de

Catalasa, los cuales fueron comparados con el grupo control.

10. CONCLUSIONES

La administracion de apocinina y un protocolo de ejercicio de intensidad moderada
mejoran los niveles de glucosa y resistencia a la insulina; ademas, restauran la actividad
de los antioxidantes glutation y catalasa, logrando disminuir los niveles de ERO presentes
en el masculo cardiaco de ratas diabéticas. Asimismo, los efectos de la apocinina y el
ejercicio disminuyeron los niveles de NOX2, NOX4 y NF-kB y aumentaron la expresion del
ARNmM de Nrf2 y GLUT4 en el tejido cardiaco, mostrando asi que tanto la apocinina como
el ejercicio de moderada intensidad son métodos efectivos para lograr una mayor
expresion de genes relacionados con la defensa antioxidante y asi poder mitigar el estrés

oxidante provocado en el musculo cardiaco en situacion de diabetes.
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