UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA

Escuela de Tecnologia Médica

TESIS PROFESIONAL

Para optar al titulo profesional de Tecnologo Médico con mencion
Bioanalisis Clinico Molecular, Hematologia y Medicina Transfusional

“Estudio de la respuesta mitocondrial a proteinas mal-plegadas (UPR™) en
el masculo esquelético de ratones alimentados con dieta alta en grasa”

Alumna: Pia Francisca Victoria Apablaza Mufioz

Tutora: PhD. Nevenka Jureti¢ Diaz
Cotutora: PhD. Andrea del Campo Sfeir

15 de marzo 2022

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA



Escuela de Tecnologia Medica

TESIS PROFESIONAL

Para optar al titulo profesional de Tecnologo Médico con mencion Bioanalisis
Clinico Molecular, Hematologia y Medicina Transfusional

“Estudio de la respuesta mitocondrial a proteinas mal-plegadas (UPR™) en
el masculo esquelético de ratones alimentados con dieta alta en grasa”

Alumna: Pia Francisca Victoria Apablaza Mufioz

Tutora: PhD. Nevenka Jureti¢ Diaz
Cotutora: PhD. Andrea del Campo Sfeir

, 2 T ?f

('_ .‘iv‘_|:._[; /)
'J;j'd-— — S / y»v/
Firma tutora Firma alumna Firma cotutora

15 de marzo 2022



Dedicatoria

A mi mamay papa

A mis abuelos

A mis hermanos

A mis mascotas Titdn, Moro y Roma

A una persona especial en mi vida: Abderrahmane

“La muerte no es mds que un viaje, semejante al que realizan dos amigos al separarse para

atravesar los mares. Como aun se necesitan, ellos siguen viviendo el uno en el otro y se aman en

una realidad omnipresente... aunque se diga que han muerto, su amistad y su compafiia no
desaparecen, porque éstas son inmortales”

(Harry Potter y las reliquias de la muerte)



Agradecimientos

Esta investigacion fue llevada a cabo gracias al financiamiento de los proyectos SOCHED 2021-06 y
FONDECYT N°11190756. Y, gracias al uso de las instalaciones de los laboratorios del Programa de
Biologia celular y Molecular (Sector D) de la Universidad de Chile (Facultad de Medicina) y el
Laboratorio de Fisiologia y Bioenergética Celular de la Pontificia Universidad Cat6lica de Chile
(Facultad de Quimica y de Farmacia).

Quiero expresar mi enorme gratitud y agradecimientos a mis tutoras Nevenka Jureti¢ y Andrea del
Campo, quienes me apoyaron Yy orientaron durante todo el desarrollo de esta tesis.

Quiero agradecer a Fernanda, Maria José, Andrea, Camila, Katherine, Valeria, José y Alexander, del
Laboratorio de Fisiologia y Bioenergética Celular de la PUC quienes me ensefiaron, me ayudaron y me
acogieron con carifio durante el mes de enero.

Quisiera expresar mis agradecimientos a mi familia: a mis padres, abuelos, hermanos, quienes siempre
me han apoyado, animado y aconsejado en este largo y dificil proceso, ademas de estar siempre junto a

mi en mis momentos mas oscuros y dificiles, y ser las luces que me hacen sonreir.



Indice

(DT [ or: 10] 4 F- AT P TSP P PP PP 3
Y | T Lot a a1 T=T o] (oSS 4
RESUMEBN ... b bbb bbb 9
INEFOTUCCION ...ttt e bt b ettt b ettt ettt et sn et ne et 10
(0] 41T 1o - 1o [T TS S TSP PP U PP PSRRI 10
Obesidad Y tefid0 AUIPOSO .......ccvviieiieceee ittt sb e s et e et nre e nrs 11
MUSCUIO BSUEIELICO ......eeceie et sttt et et e te e b e sbeereesresneenee e 11
MUsculo esqUElELiCO Y ODESIAAM. .........cceiieiiiice e e 13
IVIIEOCONATIA ...t b bbbt 14
Obesidad, musculo esquelético Y MItOCONAITA..........eiiiirirriire e 15
Respuesta mitocondrial a proteinas mal-plegadas (UPR™)..........cccoiiriinnnnieniseeienesse e 16
ODESIAA Y UPRM ...ttt b ettt ettt bbbt s 19
[ L1001 C=R T YA o] o] 1 Y0 LSS 21
MaLErialeS Y MELOTOS .......cuviiiiitiiitee ettt 22
APIODACION BLICA ...ttt bbb et b ettt b et ettt et 22
PreparaCion A aNIMAIES. ........covoiiiiiiee bbb 22
Evaluacion de la fuerza y capacidad aerdbica en ratones...........cccvveiererieieeeeiesiese s seeseeeenens 23
FUBIZA T8 BUAITE ...ttt bbbt b bbbttt e e e nre 23
Velocidad maxima en treadmill (trotadora) ..........cccevieiiiiiiiic i e e 23
ODLENCION A8 MUSCUIODS ...ttt 23
EXtraccion de ARN MENSAJEIO ......ccuviiiiiiiieie et ettt ettt sre et stestaesbeste e e be e s e saesbeestesbeereenrens 24
Sintesis de DNA complementario (cDNA) por transcripcion reversa (RT)......cccccevevvvvvverenieeinene. 24
PCR en tiempo real (QPCR) ....oiviiiiiiiiiieieie ettt 25
WWESTEITN DIOT ... bbbttt b bbbt 27
ANALISIS ESTAAISTICO ... ettt sttt et b ettt e ene e 28
LS [U 1T o T TP PSP PP 29
RESUITAAOS ...t b e r ettt n e r e n e 30

Caracterizacion de los ratones con dieta control (DC) y dieta alta en grasa (DAG) al finalizar el
) 1<) 10010 (o PR 30

Evaluacion de la fuerza y capacidad aerébica mediante la determinacion de la fuerza de agarre y
velocidad maxima en treadMill...........ccooiiiiiiei s 32



Expresion de genes de la UPR™ en distintos tipos de musculos en ratones DAG y DC mediante

RT-0PCR ettt bt s bt e h b e e Rttt b e e eb e e eb b e eb bt e nb e e be e bt e sbeesaeeeaneenne 34

Cuantificacion de los niveles de proteinas de la UPR™ en distintos tipos de musculos en ratones

DAG y DC mediante WeSEern BIOt ..........cccvoiiiiie e 37
Dol U ] o] SRR 41
(O] 0Tt [155] o] SRR STPSSN 46
271 o] [ oo = T PSSO 47



Abreviaturas

UPR™ Respuesta mitocondrial a proteinas mal-plegadas
OCDE Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos
OMS Organizacion mundial de la salud
DM2 Diabetes mellitus tipo 2
IMC indice de masa corporal
ECV Enfermedades cardiovasculares
EROs Especies reactivas de oxigeno
TNF-O Factor de Necrosis Tumoral Alfa
IL-1B Interleuquina 1-beta
IL-6 Interleuquina-6
OXPHOS Fosforilacion oxidativa
TCA Ciclo de los &cidos tricarboxilicos
PGC-1a Proteina 1a activadora del receptor activado por el proliferador de peroxisomas
ATF5 Factor de transcripcion activador-5
ATF4 Factor de transcripcion activador-4
MLS Sefial de localizacién mitocondrial
NLS Sefial de localizacion nuclear
INK Via de quinasas c-Jun N-terminal
MURE Elemento de respuesta a proteinas mal-plegadas mitocondrial
CHOP Proteina homdloga de proteina de unién a potenciador de CCAAT
CEBPS Proteina beta de unién a potenciador CCAAT
Hsp60 Proteina de choque térmico 60 kDA
Hsp10 Proteina de choque térmico 10 kDA
Hsp90 Proteina de choque térmico 90 kDA
mtHsp70 Proteina de choque térmico mitocondrial 70 kDA
Lonpl Proteasa mitocondrial Lon
ClpP Peptidasa P caseinolitica

SIRT

Via NAD*/sirtuina




FTO

Proteina asociada a la masa grasa y obesidad




Resumen
La obesidad, es definida como la “acumulacion anormal y excesiva de grasa” de acuerdo con la

organizacion mundial para la salud (OMS). EI musculo esquelético es el 6rgano encargado de generar la
fuerza y el movimiento, su unidad funcional son las fibras musculares y existen dos tipos: las lentas que
corresponden a las fibras tipo I, caracterizadas por tener una alta cantidad de mitocondrias. Ejemplo de
un musculo con predominio de fibras tipo I es el musculo séleo; v, las rapidas que corresponden a fibras
tipo 11, que poseen baja cantidad de mitocondrias. Ejemplo de un musculo con predominio de fibras tipo
Il es el musculo gastrocnemio. Se ha descrito que la obesidad induce la pérdida de la funcién muscular
debido a una disfuncion mitocondrial. Dentro de los mecanismos de respuesta frente al dafio mitocondrial
se encuentra la respuesta mitocondrial a proteinas mal-plegadas (UPR™), que es una via de sefializacion
mitocondrial y se ha descrito que la activacién de ésta seria un factor protector en una condicién de
obesidad. En mamiferos, la via canonica de la UPR™ es la mejor descrita hasta ahora, en donde participan
los factores de transcripcion ATF4, ATFS5 y CEBPp, las proteasas efectoras Lonpl y ClpP, y la
chaperonina Hsp60. Hipdtesis: Los ratones obesos presentan una disminucion de la UPR™, en forma
diferencial en musculos réapidos y lentos. Objetivo general: Evaluar la expresion de genes y niveles de
proteinas relacionados con la UPR™ en musculos rapidos y lentos. Método: Ratones machos C57BL/6J
con peso inicial de 12-14 gramos fueron divididos en dos grupos (n=7-8). Uno correspondié a ratones
alimentados con dieta control (DC; 10% lipidos, 20% proteinas, 70% carbohidratos) y el otro, a ratones
alimentados con dieta alta en grasa (DAG; 60% lipidos, 20% proteinas, 20% carbohidratos) por 12
semanas. Ademas, se midio la fuerza y capacidad aérobica de los ratones. Posteriormente, los musculos
s6leo, cuadriceps y gastrocnemio fueron diseccionados y se evalud la expresion génica relativa de los
genes ATF4, ATF5, CEBPS, Lonpl, ClpP y Hsp60 mediante RT-gPCR y la cuantificacion de los niveles
de proteinas de ATF5, Hsp60 y ClpP mediante Western blot en masculo cuadriceps y gastrocnemio. Los
resultados se analizaron mediante t-student para datos no pareados (p <0,05). Resultados: Los ratones
obesos presentaron una disminucién de la fuerza y capacidad aerébica con respecto a los ratones
normopeso. Los niveles relativos de ARNm de ATF5, ATF4, CEBPJ, Lonpl, ClpP y Hsp60
disminuyeron significativamente en los masculos séleo y cuadriceps (misculo oxidativo y mixto,
respectivamente) de ratones obesos. Mientras que los niveles relativos de ARNm de ClpP aumentaron
significativamente en el musculo gastrocnemio (musculo glucolitico) de ratones obesos, mientras en
otros genes no se observaron diferencias significativas. Por otro lado, en los niveles de proteinas no se
determinaron diferencias significativas tanto en masculo cuadriceps como en gastrocnemio. Conclusion:
Los ratones obesos presentan una disminucion de la fuerza y capacidad aerdbica, ademas se sugiere que
hay una expresion génica diferencial de la UPR™ dependiendo del tipo de musculo frente a la exposicion

a una dieta alta en grasa.



Introduccion
Obesidad

La obesidad es considerada actualmente una pandemia de acuerdo a las definiciones de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). Segun esta entidad la obesidad se define como una “acumulacién anormal
y excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud”, siendo un desequilibrio entre las calorias
ingeridas y las calorias gastadas (1). Para su medicion se utiliza el método del indice de masa corporal
(IMC), que indica la relacion entre el peso y la talla, y se calcula dividiendo el peso en kilogramos por
la talla expresada en metros y elevada al cuadrado. En adultos, un IMC igual o superior a 25 kg/m? es
indicio de sobrepeso y un IMC igual o mayor 30 kg/m? es indicio de obesidad (1). De acuerdo con las
Gltimas cifras de la OMS, que datan del afio 2016, mas de 1900 millones de adultos de 18 afios 0 mas
presentaron sobrepeso, de los cuales mas de 650 millones eran obesos (1). Este incremento de la obesidad
a nivel mundial se atribuye al aumento en la ingesta de alimentos con un alto contenido caldrico, ademéas
por el descenso de la actividad fisica debido al creciente sedentarismo en el estilo de vida actual del
hombre (1). En el caso de Chile, de acuerdo con las cifras del afio 2019 de la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE), 1 de cada 3 adultos son obesos, y el 44,5% de los
nifios chilenos presentan sobrepeso u obesidad (2). En el actual contexto de pandemia, una encuesta
publicada en enero del 2021 por la empresa Ipsos Group S.A (3), el 51% de los chilenos declara haber
subido de peso durante la cuarentena, liderando como el segundo pais con el porcentaje mas alto en este
tema, después de Brasil (52%) a nivel mundial. Ademas, un 33% de los consultados manifiesta haber
reducido su actividad fisica, superando el promedio mundial de 23%, en contraste, sélo el 26% de los
consultados declara haber aumentado su actividad fisica. Estas cifras son alarmantes debido a que la
obesidad aumenta el gasto sanitario al ser un factor predisponente a mdltiples enfermedades no
transmisibles como enfermedades cardiovasculares (ECV), trastornos del aparato locomotor, cancer y
diabetes tipo 2 (DM2) (1). Ademas, en la actual pandemia se ha descrito que la obesidad concede un
mayor riesgo de infeccion por el virus SARS-CoV-2, de hospitalizacién y de mayor gravedad por

COVID-19 con respecto a individuos normopeso (4).
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Obesidad y tejido adiposo

El tejido adiposo es el principal 6rgano de almacenamiento de energia en forma de grasa, se encuentra
constituido por un estroma y por adipocitos, ademas de otras células tales como preadipocitos, pericitos,
fibroblastos, mastocitos y leucocitos (5). Entre sus principales funciones se encuentran: el mantenimiento
del balance energético; termorregulacion; modulacion de la funcién hormonal y reproductiva; regulacion
de la presion arterial y coagulacion, entre otras (6). Los adipocitos, son los encargados de transformar el
exceso de energia en forma de triglicéridos en sus cuerpos lipidicos y asi liberarlos en una situacion de
demanda energética (7). Se ha descrito que en obesidad, ocurre tanto un desbalance estructural como
funcional en el tejido adiposo, dada por la lipoinflamacién y por la hipertrofia e hiperplasia de los
adipocitos (6,7). En este contexto, la sobresaturacién de triglicéridos en el adipocito conduce a un
aumento de la lipolisis en el tejido. Es asi que, en tales condiciones, los acidos grasos que no pueden
seguir depositando en el tejido adiposo, lo hacen ectopicamente en otros 6rganos, tales como el masculo,
higado, corazén, pancreas; produciendo de esta manera lipotoxicidad y acumulacion de especies

reactivas de oxigenos (EROs) (8).

Mausculo esquelético
El masculo esquelético es el drgano méas grande del cuerpo y es el encargado de generar la fuerza y el

movimiento, debido a sus propiedades de excitabilidad, contractibilidad, elasticidad, etc. Esta compuesto
por fibras musculares, tejido conjuntivo, vasos sanguineos y fibras nerviosas. Su unidad funcional son
las fibras musculares, las cuales resultan de la unidn de varias células no diferenciadas con un ndcleo
Unico denominado mioblasto (Figura 1). Estas células son las responsables de generar la fuerza mecanica
y la contraccion muscular (9). Se ha establecido que existen dos tipos de fibras musculares, las lentas
que corresponden a las fibras tipo | y las rapidas que corresponden a fibras musculares tipo Il.

Estas fibras se pueden diferenciar no tan sélo por la rapidez de contraccion, sino que también a través del
color, caracteristicas metabdlicas, resistencia a la fatiga, composicion enzimatica e isoforma de la cadena
pesada de miosina (10). Cabe mencionar que todos los musculos del organismo estan conformados por

ambos tipos de fibras, con un predominio de fibras lentas o rapidas (11).
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Ausculo

Fibras musculares
con capilares

Figura 1: Esquema de la composicion de un musculo. Se muestran los paquetes de fibras musculares

envueltos en tejido conectivo, las miofibrillas dentro de las fibras y la estructura de los sarcémeros (10).

Las fibras tipo | de contraccion lenta se caracterizan por estar presentes en alto nimero en los masculos
rojos, estas son de didmetro pequefio y vascularizadas, se encuentran inervadas por fibras nerviosas mas
pequefias, contienen una gran cantidad de mioglobina, mitocondrias y poco glucgeno. Debido a lo
anterior, las fibras tipo | se caracterizan por ser resistentes a la fatiga, siendo utilizadas principalmente
en ejercicios de bajo requerimiento energético y de larga duracién (12, 13). Un ejemplo de musculo con
predominio de fibras tipo I, es el muasculo séleo (10). Las fibras tipo Il de contraccion rapida o también
denominadas fibras blancas por su bajo contenido de mioglobina, son de un mayor diametro que las
fibras tipo I, presentan un bajo nimero de mitocondrias, son poco vascularizadas, pero contienen un alto
contenido de glucégeno y por ende una gran cantidad de enzimas glucoliticas. Debido a estas
caracteristicas, las fibras tipo 1l son poco resistentes a la fatiga, aunque presentan mayor fuerza que las
fibras tipo I. Las fibras tipo 1l se pueden a su vez subclasificar en fibras Ila, 11X y Ilb. Las fibras lla

tienen caracteristicas oxidativas, es decir el metabolismo provoca una acumulacion de EROs. Un ejemplo
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de musculo que contiene fibras tipo Ila es el musculo flexor digital de los dedos (FDB) y el cuadriceps
(C). En tanto, las fibras I1b y 11X se caracterizan por tener un predominio del metabolismo glucolitico.
Los musculos que contienen este tipo de fibras son, por ejemplo, el musculo gastrocnemio (G), tibial

anterior (TA) y extensor largo de los dedos (EDL) (12).

Musculo esquelético y obesidad
La obesidad tiene un impacto negativo sobre la funcion del masculo esquelético. La insulinorresitencia,

que es una condicion prevalente en los individuos obesos, esta relacionada con la infiltracion de tejido
adiposo en el masculo esquelético y/o con la aparicién de tejido adiposo intramuscular. A nivel
fisioldgico, estas caracteristicas estan asociadas con una disminucion de la potencia y fuerza muscular
(14). Asimismo, se ha descrito en modelos de ratones obesos alimentados con una dieta alta en grasa,
dos fases en el desarrollo de la obesidad. La primera fase, que es la inicial, se caracteriza por un aumento
progresivo del peso corporal y masa muscular. Mientras que la segunda fase, conocida como fase crénica,
se caracteriza por una estabilizacion del peso y por una pérdida de la masa muscular (14). Esto sugiere
que la obesidad, en la etapa inicial induce mecanismos anabdlicos en el misculo esquelético, debido al
aumento del peso corporal y por la exposicibn a mayores cargas mecanicas, en conjunto con la
hiperinsulinemia (14). Sin embargo, al perpetuarse esta condicidon en el tiempo, las sobrecargas lipidicas

parecen ser perjudiciales para el musculo esquelético.

A nivel molecular, diferentes estudios (15, 16) sugieren que una dieta alta en grasas impide la hipertrofia
muscular, lo que ocasiona una pérdida de la fuerza muscular; disminuye la capacidad de captar y oxidar
glucosa; aumenta la produccion de citoquinas proinflamatorias tales como el Factor de Necrosis Tumoral
Alfa (TNF-a), Interleuquina 1-beta (IL-1p) e Interleuquina-6 (IL-6); e incrementa la oxidacion de acidos

grasos y produccién de EROs, debido a una disfuncién mitocondrial (17).

Estudios han propuesto que la susceptibilidad del tejido muscular por EROs depende del tipo de fibra
muscular, dado por el contenido mitocondrial, la capacidad de generacion de EROs y porque la capacidad

antioxidante varia significativamente entre los musculos esqueléticos oxidativos y glucoliticos (15). En
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este contexto, se ha descrito que, en una condicion de obesidad, el musculo esquelético aumenta la
hiperplasia de fibras musculares glucoliticas tipo 1l o se induce una hipertrofia de éstas, para mantener

su capacidad funcional y a su vez se presenta una disminucion de las fibras tipo | (18, 19, 20).

Mitocondria
La mitocondria es un organelo subcelular constituido por una doble membrana, es decir, por una

membrana externa e interna que rodean dos subcompartimentos los cuales son el espacio intermembrana
y la matriz mitocondrial (21). La mitocondria cumple una variedad de funciones metabélicas dentro de
la célula, tales como, el almacenamiento del calcio, inmunidad innata y sintesis de cofactores, entre otras
(22). Ademés, la mitocondria participa en un gran nimero de vias de sefializacion intracelulares como
las vias apoptoticas (22). Una de las funciones metabdlicas mas conocidas es la sintesis de ATP a través
del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) y la fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Sin embargo, la
mitocondria también participa en el ciclo de la urea, la B-oxidacion y en la sintesis de lipidos (23). Es por
ello, que es esencial controlar estrictamente la funcion y calidad de las mitocondrias para asi garantizar
el suministro de componentes metabolicos primordiales para la célula y, a su vez, prevenir la
acumulacion de agentes dafiinos derivados del metabolismo de estéas, como las EROs, las cuales inducen
dafio mediante alteraciones moleculares en proteinas, DNA vy lipidos. Estas alteraciones generan una
disfuncion mitocondrial que, al ser sostenida en el tiempo, puede inducir la transcripcion de genes

proapoptdticos que conllevan a la apoptosis de la célula (23).

Dentro de los mecanismos de respuesta frente al dafio mitocondrial se encuentran la biogénesis
mitocondrial, caracterizado por el aumento de la masa mitocondrial. la dindmica mitocondrial,
relacionada con los procesos de fision, fusion y motilidad del organelo, cuya funcién es mantener la
cantidad, calidad y morfologia mitocondrial, es decir, el tamafio, forma y distribucién mitocondrial; la
mitofagia, relacionada con la autofagia de mitocondrias dafiadas (24); y la respuesta mitocondrial a las

proteinas mal-plegadas (UPR™) relacionada con la proteostasis en la matriz mitocondrial.
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Obesidad, muasculo esquelético y mitocondria
Se ha evidenciado que en el muasculo esquelético de sujetos obesos existe una menor masa mitocondrial,

cambios morfoldgicos y una funcién deteriorada de la mitocondria, ya que la sobrecarga lipidica en el
musculo conlleva a una disfuncion mitocondrial, debido principalmente a la sobreproduccion de EROs,
y lipotoxicidad (14), esto se observa en las mitocondrias musculares a traves de una beta oxidacion
reducida, que conlleva a la acumulacién de diacilglicerol (DAG) y ceramidas, los cuales son causantes
de lipotoxicidad y estan involucrados en el desarrollo de la insulinorresistencia (25). Por otra parte, hay

una reduccion de enzimas oxidantes y de OXPHQOS en la mitocondria (25).

Entre los mecanismos de respuesta molecular de la mitocondria frente al estrés oxidativo y lipotoxicidad
en el musculo esquelético por una dieta obesogénica, se ha descrito el aumento de la biogénesis
mitocondrial, lo que involucra un mayor numero de mitocondrias dado por la inducciéon de Proteina la
activadora del receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PGC-1a), lo cual incrementa la
sensibilidad a insulina y la oxidacion de &cidos grasos (14, 26, 27). Por otra parte, se ha descrito que los
cambios morfoldgicos en la mitocondria estarian directamente relacionados con alteraciones en la
dinamica mitocondrial en donde se presenta un aumento de la fision de las mitocondrias y una reduccién
de la fusidn de éstas, lo cual estaria vinculado con la insulinorresistencia (28). Sin embargo, estudios de
humanos obesos han propuesto que el ejercicio invierte esta relacion, es decir, favorece la fusién
mitocondrial y disminuye las proteinas implicadas con el proceso de fision, de tal forma que causa una
mejoria en el metabolismo mitocondrial, aumentando por ejemplo la beta oxidacién (21,28,29). Por otra
parte, debido a la acumulacién de EROs, se alterarian vias de sefializacion relacionadas con la mitofagia
aumentando de esta forma la autofagia mitocondrial y se ha propuesto que esto conduciria a la sarcopenia

y la atrofia muscular (21).

Diversos estudios han descrito que la adaptacion mitocondrial es dependiente del tipo de fibra muscular
en una condicion de obesidad (16,26). Sin embargo, dada a la disminucién de OXPHQS, se ha propuesto
que los musculos oxidativos son los mas afectados en comparacion con los musculos glucoliticos, ya que

dependen principalmente de la produccion de ATP por las mitocondrias (14). De esta forma, las
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alteraciones mitocondriales que ocurren en obesidad podrian contribuir a la reduccion de las capacidades
contractiles y metabolicas en el masculo. Sin embargo, cabe aclarar que aun no estan del todo dilucidados

los mecanismos subyacentes a la disfuncion mitocondrial en una condicién obesogeénica.

Respuesta mitocondrial a proteinas mal-plegadas (UPR™)
La respuesta mitocondrial a proteinas mal-plegadas (UPR™) se define como una via de sefializacion

mitocondrial activada frente a las agresiones ambientales que provocan alteraciones en el plegado de las
proteinas y/o acumulacion de proteinas plegadas defectuosamente en la matriz mitocondrial (23). Se ha
descrito que esta via participa en diversas condiciones patoldgicas tales como el cancer, sindromes
metabdlicos y trastornos neurodegenerativos (30). Dentro de las condiciones a nivel molecular que
aumentan la proteotoxicidad en la mitocondria y que por ende activan la UPR™ esta la produccién de
EROs, dafios en el DNA mitocondrial o la expresion descoordinada de proteinas mitocondriales
codificadas por el DNA mitocondrial y el genoma nuclear (31). Esta via fue inicialmente descrita en

C.elegans dada por la facilidad de realizar estudios genéticos en este organismo (32).

Con respecto a la UPR™ en mamiferos, la via de sefializacién mejor descrita es la via candnica (33)
(Figura 2). Los factores de transcripcion que inducen esta via de sefializacion son el factor de
transcripcion activador-5 (ATF-5); la proteina homologa de proteina de union a potenciador de CCAAT
(CHOP); y el factor de transcripcion activador-4 (ATF-4). El factor de transcripcion mas importante en
la via candnica es ATF-5. Este contiene dos secuencias en sus extremos, la sefial de localizacion
mitocondrial (MLS), que lo transporta hacia la mitocondria en condiciones fisioldgicas para su posterior
degradacion. Y, la sefial de localizacién nuclear (NLS), que lo transporta hacia el nlcleo en condiciones
de estrés, induciendo de este modo la expresion de genes relacionados con la UPR™ (33). Por otra parte,
a través de la via de quinasas c-Jun N-terminal (JNK) se activa el factor de transcripcién c-jun, el cual a
su vez induce la expresion del factor de transcripcion CHOP y la proteina beta de union a potenciador

CCAAT (CEBPp), que se unen a elementos de la UPR™ en tandem MUREL y -MURE2 (del inglés

Mitochondrial unfolded protein response element (MURE)). Estos elementos a su vez se unen a
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promotores de genes de chaperonas y proteasas, estimulando del mismo modo que ATF-5, la expresion
de genes relacionados con la UPR™. En cualquiera de los mecanismos de activacion de la UPR™
mencionados anteriormente, el objetivo es aumentar la capacidad de plegamiento de proteinas, disminuir
la carga de plegado (es decir, disminuir la traduccion de proteinas) y la remocién de proteinas
malplegadas, a través del aumento de la expresion de chaperoninas, chaperonas y proteasas con el fin de
restaurar la homeostasis proteica dentro de la mitocondria e incrementar la posibilidad de supervivencia

de este organelo frente al estrés (33).

|
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Figura 2: UPR™ en mamiferos. Las lineas rojas indican las vias sefializadoras activadas frente al estrés

mitocondrial y en verde las vias sefializadoras activadas en condiciones fisiologicas, adaptado de (23).

Las chaperonas, son las encargadas del correcto importe y plegamiento de las proteinas que ingresan a la
mitocondria a través del complejo de translocasas TOM/TIM ubicados en la membrana externa e interna
respectivamente. Entre las proteinas chaperonas mitocondriales mas importantes se encuentran la
proteina Hsp60 del inglés Heat shock protein 60 kDa; la proteina Hsp90 (Heat shock protein 90 kDa);
la proteina Hsp10 (Heat shock protein 10 kDa) y mtHsp70 (Mitochondrial heat shock protein 70 kDa)
(34). En el caso de mtHsp70 est4 es una proteina localizada en la matriz mitocondrial y tiene por funcién
tanto el transporte de proteinas desde el espacio intermembrana hacia la matriz mitocondrial como del

plegamiento de proteinas (35).
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Por otra parte, la activacion de la UPR™ induce la expresion de proteasas tales como la proteasa
mitocondrial Lon (Lonpl); y el complejo CLpXP, el cual esta constituido por oligémeros compuestos
por subunidades de la peptidasa P caseinolitica (ClpP) y por 6 subunidades idénticas de la chaperona
hexamérica AAA+ ClpX, formando un poro central en donde se reconocen secuencias peptidicas. Tanto
Lonpl como el complejo CLpXP son las principales proteasas de la matriz mitocondrial y estan
encargadas de la degradacion de proteinas mal-plegadas, téxicas o dafiadas (35). La proteasa Lonpl actla
a nivel de la matriz mitocondrial, degradando proteinas oxidadas principalmente frente a un estrés agudo
(36) e interactla directamente con las chaperonas Hsp60 y mtHsp70 (37). Mientras que el hexamero
ClpXP, a través de un mecanismo dependiente de ATP, en su poro axial reconoce secuencias de
reconocimiento de cadenas polipeptidicas mal-plegadas, para luego ser translocadas y degradadas en el
compartimiento proteolitico constituido por ClpP (38), obteniendo de esta forma aminoacidos que

pueden ser reciclados. Todo esto es ilustrado en la Figura 3.

Complejo
CLpXP

1) Cadena polipeptidica 2) Reconocimiento de 3) Desplegamiento.
libre v enzima la secuencia target translocacion y degradacion de
= 1a cadena polipeptidica

Figura 3: Modelo de reconocimiento y degradacion de proteinas mal-plegadas por el complejo ClpXP.
De izquierda a derecha: Reconocimiento de la cadena polipeptidica mal-plegada por el hexamero ClpX

y posterior degradacion por CIpP en el compartimento proteolitico, modificado de (38).
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Obesidad y UPR™

Debido a la importancia de las mitocondrias en el metabolismo energético y por la evidencia del dafio
mitocondrial generado por mecanismos moleculares subyacentes en la obesidad y del rol de los
mecanismos de respuesta mitocondrial frente a esta condicion, recientemente los investigadores han
examinado la relacion entre la obesidad y la UPR™, en estos estudios se sugiere que la activacion de la
UPR™seria un factor protector en una condicién de obesidad o la exposicion a una dieta alta en grasa, al
aumentar el gasto energético debido a la regulacién del metabolismo aumentando la glicolisis y
suprimiendo la fosforilacion oxidativa (39). Tal como se sefiala en estudios de ratones knock-out de
surfl, una proteina que forma parte del complejo 1V de la citocromo C oxidasa (parte de la cadena
OXPHOS), se ha descrito que presentan un menor IMC, almacenamiento de grasa, aumento de
sensibilidad a insulina y de oxidaciéon de &cidos grasos en tejido adiposo (38). Junto a esto, se ha
observado un aumento de la expresion de proteinas relacionadas con la UPR™ tales como Hsp60, ClpP

y Lonp1 tanto en masculo esquelético como en corazén (40).

La via NAD"/sirtuina (SIRT), es una via activada frente a un desbalance en el metabolismo, donde se
produce un aumento de las concentraciones de NAD™, que es un importante cofactor para enzimas
deacetilasas NAD* dependientes llamadas sirtuinas, las cuales son encargadas de promover la
homeostasis mitocondrial, aumentando la biogénesis mitocondrial y OXPHOS (41). Se ha descrito que
esta via contrarresta los efectos negativos de la sobrenutricion debido al aumento del metabolismo y la
funcién mitocondrial. Ademas, el incremento de algunas sirtuinas, tales como SIRT1 y SIRT3 induce la
expresion de proteinas relacionadas con la UPR™ (41). Al evaluar la expresion de la via NAD*/SIRT en
gemelos homocigotos con diferentes IMC se ha observado una disminucion de la expresion de genes
relacionados con la UPR™ tales como ClpP, Lonpl y Hsp60 en tejido adiposo, posiblemente debido a
una disminucion de la activacion de la via NAD*/SIRT (41). Por otra parte, se ha sugerido que la
presencia de la proteina FTO (Fat mass and obesity-associated protein”), implicada en el metabolismo

de lipidos y de la sobrevivencia de los adipocitos, reduciria la expresion génica de Hsp60 y Lonpl (42).
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En ratones alimentados con una dieta baja en grasas saturadas, se ha descrito que hay un aumento de la
expresion de proteinas relacionadas con la UPR™, tales como ClpP y Hsp60 en tejido adiposo, mientras
gue en los ratones alimentados con una dieta alta en grasas saturadas se observa una disminucion de la
expresion proteica de ClpP, lo que sugiere que la activacion de la UPR™ayudaria a preservar la funcién
mitocondrial y la eficiente utilizacion de grasas (39). En este contexto, se ha descrito en ratones knockout
del gen ClpP, que codifica para una proteasa dependiente de ATP ampliamente distribuida tanto en
celulas procariotas como en los organelos presentes en células eucariotas, y que es un importante efector
de la UPR™, presentan una menor prevalencia del fenotipo obeso frente a ratones wild-type ClpP.
Ademas, los ratones knock-out comparados con ratones wild-type, presentan una baja en la resistencia a
lainsulina, conjunto a una mejora en la homeostasis de la glucosa tanto en el higado, musculo esquelético

y tejido adiposo (43, 44).

Dado que la UPR™ es una via de sefializacion recientemente descrita, poco se sabe acerca de su
regulacion en el musculo esquelético en una condicion de estrés cronico como la obesidad. Y, del mismo
modo, debido a que el masculo es un 6rgano constituido por diversos tipos de fibras musculares (con
propiedades funcionales y metabdlicas distintas), es importante dilucidar si es que se presentan
diferencias en la expresion de la UPR™, en un contexto de obesidad por una dieta alta en grasa y si esta

activacion es dependiente del tipo de fibra muscular.
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Hipotesis y objetivos

Hipotesis
Los ratones obesos presentan una disminucidn en la activacién de la respuesta mitocondrial a proteinas
mal-plegadas (UPR™) de forma diferencial en muasculos rapidos y lentos.

Objetivo general

Evaluar la expresion de genes y niveles de proteinas relacionados con la respuesta mitocondrial a

proteinas mal-plegadas (UPR™) en musculos rapidos y lentos.
Objetivos especificos

1. Evaluar pardmetros generales en los ratones obesos y normopeso.

2. Evaluar la expresion de genes implicados en la cascada de sefializacion de la UPR™ en musculo
s6leo, cuadriceps y gastrocnemio de ratones obesos y hormopeso.

3. Cuantificar los niveles de proteinas implicadas en la cascada de sefializacion de la UPR™ en

musculo s6leo, cuadriceps y gastrocnemio de ratones obesos y hormopeso.
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Materiales y métodos

Esta investigacion fue realizada en el Programa de Biologia Celular y Molecular del Instituto de Ciencias
Biomédicas en la Facultad de Medicina (Universidad de Chile) y en el Laboratorio de Fisiologia y
Bioenergética Celular del Departamento de Farmacia en la Facultad de Quimica y de Farmacia (Pontificia

Universidad Catolica de Chile).

Aprobacion ética
El trabajo con los animales se realiz6 con la responsabilidad y cuidados necesarios exigidos por el Comité

Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, de acuerdo con el

“protocolo de manejo y cuidado de animales” con Codigo Comité Facultad PT-2020-RT-AdC, asociado
con el proyecto FONDECYT de Iniciacion N°11190756 (Anexo 1). Durante todo el proceso
experimental, se cumplié con los requerimientos basicos de bioseguridad para ser desarrollado, de
acuerdo con los siguientes manuales: CONICYT Bioseguridad 1a edicién, 1994, Manual de Normas de
Bioseguridad, 2da edicion 2008, Centro de Control y Prevencion de Enfermedades, CDC, 4ta edicién y

el Manual de Bioseguridad en Laboratorios (OMS, Ginebra 2005).

Preparacion de animales
Se utilizaron ratones machos de la cepa C57BL/6J con un peso inicial de 12-14 gramos. Estos ratones

fueron mantenidos en un ambiente controlado de temperatura constante de 21°C con libre acceso al agua

y alimentacion controlada. Los ciclos de luz y oscuridad fueron de 12 horas.

Se establecieron dos grupos con un tamafio de la muestra igual a 7 u 8 por grupo. El grupo A correspondio
a ratones alimentados con una dieta control (DC) compuesta por 10% de lipidos, 20% de proteinas y

70% de carbohidratos. El grupo B se conformé por ratones alimentados con una dieta alta en grasa (DAG)
compuesta por 60% de lipidos, 20% de proteinas y 20% de carbohidratos. Ambos grupos, se alimentaron

con la respectiva dieta durante doce semanas.
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Evaluacion de la fuerza y capacidad aerobica en ratones
Para medir la fuerza y la capacidad aerdbica en los ratones, se realizaron la prueba de fuerza de agarre y

la prueba de velocidad maxima en trotadora. Estas se realizaron al finalizar las doce semanas, previo a

la obtencion de los masculos s6leo, cuddriceps y gastrocnemio.

Fuerza de agarre
La prueba de fuerza de agarre consistié en colocar a los animales en una plataforma acoplada a un

dinamometro, generando que el animal se agarrara a la plataforma por medio de sus patas delanteras.
Luego, se realizo la traccion del animal por la cola hasta que se desprendiera de la plataforma. Este
procedimiento se repitié tres veces con descansos de un minuto por medicion. La fuerza de agarre
méaxima aplicada por cada animal quedoé registrada en el equipo Force Gauge (China) y fue medida en
Newtons, después estos valores fueron normalizados de acuerdo al peso del animal. Este experimento se

llevé a cabo en la duodécima semana en ambos grupos.

Velocidad maxima en treadmill (trotadora)
La prueba de velocidad maxima en trotadora consistié en colocar a correr a los animales en una trotadora

especializada. Primero, el raton corri6 en la trotadora con una intensidad de 0,5 km/hr durante 5 minutos
por tres dias consecutivos. Después, para medir la velocidad maxima se aumento la velocidad a 0,2 km/hr
cada 2 minutos, hasta que el animal no pudo mantener el ritmo por un periodo de 10 segundos. El tiempo
fue registrado con un cronémetro. Este experimento se llevo a cabo en la duodécima semana en ambos

grupos.

Obtencion de musculos
Los ratones se sacrificaron por medio de una dislocacion cervical. Luego, se realizo la diseccion de los

musculos séleo, cuadriceps y gastrocnemio; se extrajo el complejo gastrocnemio-soleo para su posterior
pesaje. Finalmente, se abri6 la pared abdominal y se extrajo con mucho cuidado la grasa contenida en

los testiculos (grasa epididimal) y se peso.

23



Extraccion de ARN mensajero
Para la extraccion del ARN a partir de masculos enteros, se usé el reactivo de Trizol (Invitrogen) de

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras musculares junto al reactivo Trizol se
homogeneizaron mediante el homogeneizador Tissue Master 125 Homogenizer (OMNI) a méxima
potencia durante 10 seg. Para luego ser colocadas en hielo por 30 segundos. En cada homogeneizacion,
el véastago del homogeneizador fue lavado con agua sin nucleasas, etanol al 70% y RNAsa away
(Invitrogen). Este protocolo se repitié hasta que se observd un fluido homogéneo. Finalmente, las
muestras se centrifugaron a 10.483g por 10 min a 4-8°C y se recuperod el sobrenadante. Se midié el
volumen del sobrenadante obtenido y se completd con Trizol hasta alcanzar un volumen de 1 ml, para

luego proceder a la extracciéon del ARN.

Las muestras fueron tratadas con 0,2 ml de cloroformo, agitandolas vigorosamente por 15 segundos y
dejandolas reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, se centrifugaron a 10.483g por 15
minutos a 4°C. EI ARN contenido en el sobrenadante precipité con 0,5 ml de isopropanol, se dejé a
temperatura ambiente por otros 10 min y luego se centrifug6 a 10.483g por otros 15 minutos a 4°C.

Una vez lavado con etanol al 80%, el precipitado fue resuspendido en 20 pl de H20 sin nucleasas.

Con el fin de eliminar los residuos de DNA gendmico, se utilizé el kit TURBO DNA-free'™ (Invitrogen).
Este consistio en primero hacer un Mix 1 para cada muestra con las siguientes concentraciones: 1,2 ul
de Buffer DNAsa 10x y 1 pl de la enzima Turbo DNAsa. Luego, las muestras se incubaron a 37°C por
30 minutos en un Thermoblock. Posteriormente, a cada muestra se le agreg6 1,2 ul de inactivador de
DNAsa y se dejaron 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, se procedié a una centrifugacién por 2
minutos a 7280g Yy se recuperd aproximadamente 10 pl del sobrenadante. Finalmente, la concentracion
de ARN total se midi6 a partir de estas muestras tratadas, mediante espectrofotometria a una longitud de
onda de 260 nm.

Sintesis de DNA complementario (cDNA) por transcripcion reversa (RT)
Para la obtencion de cDNA, se utilizd el protocolo del kit RT-PCR de la enzima SuperScript Il

(Invitrogen). Este consiste en obtener cDNA a partir de 1 ug de RNA total como minimo. Primero, se
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hizo un tubo mix 1 con las siguientes concentraciones para cada muestra: 1 pl de dNTP 10 mM, 1 pl
oligo dT primer 0,5 pg/ pl, X ul de RNA correspondiente a 1 ug y X pl de agua sin nucleasas. El volumen

final de cada para cada tubo fue de 10 pl. La mezcla se dej6 en un Thermoblock a 65°C por 5 minutos.

Posteriormente, las muestras se colocaron en hielo durante 1 minuto y se agreg6 a cada tubo, la mezcla
del tubo mix 2 con los siguientes componentes para cada muestra: 4 pl de Buffer 5X First, 2 ul DTT 0,1
M, 0,25 pl RNAsin, 3,5 ul agua sin nucleasas, 0,25 ul de SuperScript Il. Para el caso del tubo de RNA
sin transcriptasa reversa (-RT), se procedio a hacer el siguiente mix: 4 pl de Buffer 5X First, 2 ul DTT

0,1 M, 0,25 pl RNAsin, 3,5 pl agua sin nucleasas.

Luego, los tubos se incubaron en un bafio termorregulado nuevamente a 42°C por 50 minutos y la

reaccion se detuvo por calentamiento a 70°C durante 15 minutos, nuevamente en un Thermoblock.

PCR en tiempo real (QPCR)
En esta tesis se estudio la expresion génica de ATF5, ATF4, CEBPp, Hsp60, Lonpl y ClpP. Se utilizo

Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como gen constitutivo, porque antecedentes de la
literatura han descrito que su expresion no se ve alterada con nuestro estimulo (51). La secuencia de

partidores correspondientes se describe en la siguiente tabla.

Partidor Secuencia

ATF5 (S) 5°- TGGAGCGGGAGATCCAGTA-3’

(AS) 5’-GACGCTGGAGACAGACAGACGTACA-3’

ATF4 (S)5’- GGGTTCTGTCTTCCACTCCA-3’

(AS) 5°- AAGCAGCAGAGTCAGGCTTTC-3

CEBPB (S) 5 - AACCTGGAGACGCAGCAC-3"

(AS) 5- ACAGCTGCTCCACCTTCTTC-3’

Hsp60 (S) 5-CACTGGTATATGGCTCTTGCAC -3

(AS) 5°-ACTGCTGTCATTGTCCATGC -3’

25



Lonpl (S) 5- CCGGCTGATGTGAATCCTTCT-3

(AS) 5- AGCCCTATGTTGGCGTCCTTC-3’

ClpP (S)5'- CATTCACTGCCCAATTCCAG -3'

(AS)5- TGATTTCCTCTGCCTGGATG-3’

GAPDH (S) 5-TCCGCCCCTTCCGCTGATG-3"

(AS) 5-CACGGAAGGCCATGCCAGTGA-3

Tabla 1: Secuencia de partidores a utilizar. Se describen las secuencias de partidores a utilizar y las

pares de base correspondientes a cada partidor. (S)= Sentido; (AS) = Antisentido.

El gPCR se realiz6 en el Termociclador Stratagene Mx3000p QPCR System (Agilent Technologies),
utilizando el reactivo 5X HOT FIREPol EvaGreen QPCR Mix Plus (Solis BioDyne), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Para ello, se prepar6 una mezcla compuesta por 2 uL partidores 5uM
(mezcla de partidor sentido y antisentido), 13 uL H20 sin nucleasas y 4 pL EvaGreen. A cada tubo se le
agreg6 19 L de esta mezclay 1 pL del cDNA correspondiente. Se incluyé como control un blanco, que
contiene todos los reactivos excepto el cDNA de las muestras. Todos los experimentos se realizaron por

duplicado.

Para realizar la cuantificacién relativa del cDNA tanto de los genes de interés como del gen constitutivo,
se utilizd el programa Mxpro Software (Comparative cuantification) de Stratagene y se utilizo el
siguiente protocolo de temperatura para la amplificacion de todos los genes: 95°C por 15 minutos, luego
40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C durante 20 segundos y 72°C por 20 segundos. Posteriormente,
el andlisis de los resultados se efectu6 a través del algoritmo Delta-Delta Ct (224") (52). Se utilizaron los
siguientes controles internos: un blanco (19 pL de la mezclay 1 pL de agua sin nucleasa) y un control -
RT (19 pL de lamezclay 1 uL ARN mensajero). Los productos de la PCR fueron verificados por analisis

de la curva de disociacion.
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Western blot
En esta tesis se cuantificd los niveles de proteinas de ATF5, ClpP y Hsp60 a través de la técnica de

Western blot y se utiliz6 GAPDH como control de carga. Primero, se realizo la extraccion de proteinas.
Luego, se cuantificd la concentracion a través de espectrofotometria a 600 nm utilizando el kit BCA
(Thermo Scientific, USA). Posteriormente, para obtener la concentracion proteica de cada muestra, el
valor de la absorbancia fue interpolado en una curva que utiliza BSA (albimina de suero bovino) como
estandar. A continuacion, las proteinas fueron suspendidas en una solucion buffer denaturante que
contiene: TrisHCI pH 6,8 (62,6 mM), SDS (Sodio dodecil sulfato) (2%), azul de bromofenol (0,01%) y
DTT (100 mM) para ser posteriormente denaturados a 100°C por 2 minutos. Luego, se cargaron y
separaron 40 ug de proteinas mediante electroforesis en gel de SDS-PAGE (TXCTM FastCastTM
Acrylamide Kit 7.5, 12%, BioRad, USA) a un voltaje constante de 110 V por 4 horas y media. Al finalizar
la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a membranas de PVDF (Merck Millipore, USA) por
90 minutos con amperaje constante de 400 mA. Las membranas se blogquearon con una solucién de
bloqueo (leche al 5% en TBS-tween 20 0,1%) por una hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos
primarios (Anti-ATF5, Anti-Hsp60, Anti-ClpP y Anti-GAPDH) se diluyeron con la solucién de bloqueo
(1:1000) y luego estos anticuerpos se incubaron en la membrana durante toda la noche por 4°C en
agitacion. Al dia siguiente, las membranas fueron lavadas tres veces en TBS-T y posteriormente
incubadas con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante (Santa cruz, anti-
Mouse 1gG-HRP y anti-Rabbit 1gG-HRP), Thermo Fischer Scientific, USA) (1:5000) por una hora a

temperatura ambiente.

Para visualizar la quimioluminiscencia, se utilizé el kit sustrato HRP quimioluminiscente Lumisensor ™
(GenScript Biotech Corporation) y la deteccion digital se realizd en el escaner C-Digit para
quimioluminiscencia (Loncotec, S.A), utilizando el software image studio para C-Digit. Las imagenes
digitalizadas de los Western Blot se analizaron mediante el software ImageJ utilizando la herramienta de

mediciones densimétricas.
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Analisis estadistico
Los resultados de los experimentos fueron analizados utilizando t-student, con el fin de evaluar la

significancia de los resultados y se expresaron como el valor promedio + error estandar (SEM). Siendo

el nivel de significancia a considerar p< 0,05.
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Evaluacion génica mediante RT-gPCR en musculos séleo, cuddriceps y gastrocnemio (ATF5, ATF4, CEBP, Lonpl,

ClpP y Hsp60).

Cuantificacion de los niveles de proteinas mediante Western blot en musculo cuadriceps (ATF5, ClpP y Hsp60) y en
musculo gastrocnemio (ATF5y ClpP).

v

Analisis de datos no pareados por t-student (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001)
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Resultados

Caracterizacion de los ratones con dieta control (DC) y dieta alta en grasa
(DAG) al finalizar el experimento

En la caracterizacion fisica de los ratones con DC y DAG, se observa que en ambos grupos hubo un
aumento significativo de peso al finalizar el experimento (p<0,001) (Figura 4A), ademas, los ratones
DAG presentan un peso final de aproximadamente 2 veces el peso final de los ratones DC (p<0,001)
(Figura 4A). La ganancia de peso en los ratones DC fue de aproximadamente de 7,396 gramos, mientras
que en el grupo de ratones con DAG fue de 25,04 gramos, lo cual es estadisticamente significativo

(p<0,001) (Figura 4B).
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Figura 4: Peso y ganancia de peso en ratones con dieta control (DC) y ratones con dieta alta en grasa
(DAG). A) Peso inicial y final de ambos grupos de ratones, se midié el peso en ambos grupos, tanto al
inicio como al final del experimento. Los asteriscos corresponden al andlisis estadistico entre el peso
inicial (barras blancas) versus el peso final (barras negras) de los ratones DC y de los ratones DAG, segun
corresponda. El signo gato corresponde al analisis estadistico entre el peso final de los ratones DC versus
el peso final de los ratones DAG (barras negras). B) Ganancia de peso de ambos grupos de ratones. Los

valores estan expresados como la media * error estdndar (DC: n=7; DAG: n=7). Los datos fueron
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analizados utilizando t-student para datos no pareados mediante el programa GraphPad Prism v.5.01.

(***) p<0,001, (***) #<0,001.

Para establecer la influencia de la masa muscular y del tejido adiposo en el peso corporal, se midio el
peso del complejo gastrocnemio-soleo y el peso del tejido epididimal, respectivamente. Con respecto al
peso del complejo gastrocnemio-soéleo, no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos

(Figura 5A), por ende, esto nos sugiere que tanto el grupo DC como el grupo DAG tuvieron una masa
muscular similar, al finalizar las 12 semanas. No asi con el peso epididimal en donde si se observaron
diferencias significativas entre ambos grupos (p<0,001) (Figura 5B), por lo tanto, esto indicaria que
hubo un aumento considerable del tejido adiposo en los ratones DAG con respecto a los ratones DC al

término del experimento.
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Figura 5: Peso complejo gastrocnemio-soleo y peso epididimal en ratones con dieta control (DC) y
ratones con dieta alta en grasa (DAG). A) Peso complejo gastrocnemio-séleo de ratones con DC y
ratones con DAG. B) Peso epididimal de ratones con DC y ratones con DAG. Los valores estan
expresados como la media + error estandar (DC: n=7; DAG: n=7). Los datos fueron analizados utilizando

t-student para datos no pareados mediante el programa GraphPad Prism v.5.01. (***) p<0,001.

El aumento del tejido adiposo en el grupo DAG se correlaciona con el incremento de los parametros

pertenecientes al perfil lipidico tales como el colesterol, c-HDL, LDL vy triglicéridos, en donde también
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se observan diferencias significativas con respecto al grupo DC (p<0,001) en todos los parametros del
perfil lipidico. En relacidon a los pardmetros bioquimicos, tales como glucosa sanguineay GOT, también
se observaron diferencias significativas entre ambos grupos: GOT (p<0,01) y glucosa (p<0,001), siendo
los ratones DAG los que presentaron un aumento de estos pardmetros con respecto a los ratones DC. Esta
elevacion relevante de la glucosa nos puede decir que los ratones DAG desarrollaron insulinorresistencia

en comparacion con los ratones DC al término de las doce semanas (Tabla 2).

Parametro DC DAG

Glicemia (mg/dL) 153,1+ 12,90 240,9 + 13,22 (***)
Avrea bajo la curva (AUC) 1517 £ 73,77 2874 +180,8 (***)
Transaminasa Glutamico 14,43+ 1,395 34,14 + 4,906 (**)

Oxalacética (GOT) (UI/L)
Colesterol (mg/dL) 107,9 + 4,206 163,1 + 3,481 (***)
C-HDL(mg/dL) 61,57 + 4,353 92,57 + 2,114 (***)
Triglicéridos (mg/dL) 33,00 £ 5,278 60,14 + 2,165 (***)
LDL (mg/dL) 39,69 + 1,045 58,54 + 3,578 (***)

Tabla 2: Parametros generales de ratones con dieta control (DC) y dieta alta en grasa (DAG). Los
valores estan expresados como la media + error estandar (DC: n=7; DAG: n=7). Los datos fueron

analizados utilizando t-student para datos no pareados. (**) p<0,01; (***) p<0,001.

Evaluacion de la fuerza y capacidad aerobica mediante la determinacion de

la fuerza de agarre y velocidad maxima en treadmill

Para determinar la fuerza muscular en los animales, a la duodécima semana se realizé la prueba de fuerza
de agarre, en donde se coloco al animal en una plataforma conectada a un dinamémetro, de forma que el

animal se agarrara por medio de sus patas. Luego, se traccionaba al animal por la cola hasta que el animal
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se soltara. La fuerza de agarre quedo registrada en el dinamometro y el resultado se normalizo de acuerdo
con el peso de los ratones. Como se observa en los resultados, la fuerza de agarre de los ratones DAG
disminuye significativamente con respecto a los ratones DC en la duodécima semana (p<0,001) (Figura

6A). Estos resultados indicarian que en los ratones DAG presentaron una disminucion de la fuerza

muscular.
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Figura 6: Fuerza de agarre y velocidad maxima en treadmill (trotadora) a la 12° semana en ratones
con dieta control (DC) y ratones con dieta alta en grasa (DAG). A) Se midid la fuerza de agarre en
ambos grupos, utilizando un dinamémetro y se determiné la fuerza de agarre, B) Se midi6 la velocidad
méaxima en trotadora en ambos grupos en la duodécima semana. Los valores estan expresados como la
media % error estandar (DC: n=7; DAG: n=7). Los datos fueron analizados utilizando t-student para datos

no pareados mediante el programa GraphPad Prism v.5.01. (***) p<0,001.

Para evaluar la capacidad aerd6bica, en la duodécima semana se realizé la prueba de velocidad maxima
en trotadora, la cual consistio en colocar a correr el animal en una trotadora. Primero, se hizo correr con
una velocidad de 0,5 km/hr durante 5 minutos por 3 dias consecutivos. Luego, para calcular la velocidad
maxima se aumentd la velocidad 0,2 km/hr cada 2 minutos hasta que el ratén no pudiera mantener el
ritmo por mas de 10 segundos. Los resultados indican que los ratones DAG tuvieron una menor velocidad

maxima con respecto a los ratones DC, siendo esto significativamente estadistico (p<0,001). Estos

33



resultados nos sugieren que los ratones DAG presentan una disminucion de la resistencia fisica y por

ende de la capacidad aerdbica.

Expresion de genes de la UPR™ en distintos tipos de musculos en ratones
DAG y DC mediante RT-gPCR

Para cuantificar los distintos genes implicados en la cascada de sefializacion de la UPR™ en diferentes
tipos de musculos aislados desde ratones DC y ratones DAG, se utiliz6 la metodologia de RT-gPCR. Los
musculos analizados fueron: Soleo (S), que se caracteriza por ser un musculo con predominio de fibras
lentas (tipo 1) u oxidativas; Cuadriceps (C), caracterizado por ser un masculo mixto de fibras oxidativas
y glucoliticas (tipo 11a); y Gastrocnemio (G), que se caracteriza por tener predominio de fibras rapidas
(tipo Ilb) o glucoliticas. Para estudiar la UPR™, se evalud la expresion génica de los factores de
transcripcion ATF5, ATF4 'y CEBPp; las proteasas Lonpl y ClpP; y la chaperonina Hsp60.

Con respecto a la expresion génica de los factores de transcripcién en los diferentes musculos, se puede
observar que la expresion relativa de ARNm de ATF5 disminuye significativamente en masculo séleo y
cuadriceps en ratones DAG en comparacion con ratones DC (p<0,001) (Figura 8A). Ademas, cabe
mencionar que la diferencia de los niveles del transcrito entre ratones DC y DAG son similares en ambos
musculos (Soleo: 1.04 veces; Cuadriceps: 0.95 veces). Por otro parte, en musculo gastrocnemio, si bien
se observa una menor expresion de ARNm de ATF5 en ratones DAG comparado con ratones DC (0.4
veces), esta diferencia no es significativa (Figura 8A). Por otro lado, en ATF4 se puede apreciar que los
niveles relativos de ARNm disminuyen significativamente en ratones DAG con respecto a ratones DC
tanto en masculo séleo (p<0,001) como en cuadriceps (p<0,001) (Figura 8B). Al observar los resultados
en musculo s6leo se puede visualizar una disminucion de la expresién génica de ATF4 méas pronunciada
entre los grupos DC y DAG (0.6 veces), en comparacion con el masculo cuadriceps (0.4 veces). En
cuanto al masculo gastrocnemio, no se observaron diferencias significativas en los niveles de ARNm de
ATF4 entre los ratones DC y DAG (Figura 8B). Con respecto a CEBPJ, se puede visualizar que los
niveles relativos de ARNm disminuyen significativamente en ratones DAG en comparacion con los DC,

tanto en masculo séleo (p<0,05) como en cuadriceps (p<0,001) (Figura 8C), al ver la Figura 8C se puede

34



apreciar que hay una gran atenuacion de los niveles de ARNm en musculo séleo de ratones DAG con
respecto a los DC (8 veces), mientras que en musculo cuédriceps esta tendencia es de 0,6 veces. Por otro
lado, en musculo gastrocnemio, no se observaron diferencias significativas en los niveles de ARNm de

CEBPp entre los grupos DC y DAG.

En cuanto a la expresion génica de las proteasas, se puede observar que los niveles de ARNm de Lonpl
disminuyen significativamente en ratones DAG con respecto a los DC tanto en masculo séleo (p<0,01)
como en cuadriceps (p<0,01) (Figura 8D). Al visualizar la Figura 8D, se puede apreciar que la
disminucién de Lonpl entre ratones DAG y DC es semejante en ambos musculos (0,5 veces). Por otro
lado, en musculo gastrocnemio de ratones DAG se observa una tendencia al aumento de la expresion
génica de Lonp1l (0,1 veces), sin embargo, no representa una diferencia significativa. Con respecto a los
niveles de ARNm de ClpP, se puede visualizar que hay una menor expresion en ratones DAG en
comparacion con los DC, tanto en masculo séleo (p<0,01) como en cuadriceps (p<0,001) (Figura 8E).
Al ver los resultados en musculo s6leo se puede observar una atenuacion de la expresion génica de ClpP
mas evidente entre los grupos DC y DAG (2 veces), en comparacion con el masculo cuédriceps (0.2
veces). En masculo gastrocnemio, al contrario, se observa un aumento significativo de los niveles de
ARNmM de ClIpP en ratones DAG con respecto a los DC (p<0,05), con una diferencia de 0,1 veces entre
los grupos, esto nos puede sugerir que existe una adaptacion mitocondrial en el misculo gastrocnemio,
siendo un masculo con predominio de fibras tipo Ilb o glucoliticas en una condicién de obesidad.

En cuanto a los niveles de ARNm de la chaperona Hsp60, se puede observar que hay una disminucion
significativa en ratones DAG con respecto a los DC, en los masculos séleo (p<0,01) y cuadriceps
(p<0,001) (Figura 8F). Siendo la disminucién entre los grupos mas pronunciada en muasculo séleo (1,6
veces) que en cuadriceps (0,3 veces). Mientras que, en musculo gastrocnemio, se observa una tendencia
al aumento de la expresion de Hsp60 en ratones alimentados con DAG en comparacion con los DC (0,12

veces), gue no es significativa.
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Figura 8: Expresion génica relativa de genes de la UPR™ (ATF5, ATF4, CEBPf3, Lonpl, ClpP y
Hsp60) en musculos séleo(S), cuadriceps(C) y gastrocnemio(G) de ratones con dieta control (DC) y
dieta alta en grasa (DAG). EI musculo séleo esté representado por el color amarillo, el cuadriceps por
el color azul y el gastrocnemio por el color rojo. Los ratones DAG corresponden a las tonalidades mas
oscuras, mientras los ratones DC corresponden a las méas claras. A) Niveles relativos de ARNm de ATF5,
DC: n=7, DAG: n=7. B) Niveles relativos de ARNm de ATF4, DC: n=7, DAG: n=7. C) Niveles relativos
de ARNm de CEBPp, DC: n=7, DAG: n=7. D) Niveles relativos de ARNm de Lonpl, DC: n=7, DAG:
n=7. E) Niveles relativos de ARNm de ClpP, DC: n=7, DAG: n=7. F) Niveles relativos de ARNm de
Hsp60, DC: n=7, DAG: n=7. Los valores estan expresados como la media + error estandar (n=7). Los
niveles de ARNm de cada gen fueron normalizados a 1 con respecto a los niveles del gen control
GAPDH. Los datos fueron analizados utilizando t-student para datos no pareados mediante el programa
GraphPad Prism v.5.01. (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001.

Nuestros resultados sugieren que hay una expresion génica diferencial de los genes ATF5, ATF4, CEBP,
Lonpl, ClpP y Hsp60 dependiendo del tipo de musculo. En donde los masculos con presencia de fibras
oxidativas, presentan una disminucion general de le expresion génica de la UPR™ en ratones DAG.
Mientras que, en musculo gastrocnemio con presencia de fibras glucoliticas, s6lo se aprecia un aumento

significativo de ClpP en ratones DAG.

Cuantificacion de los niveles de proteinas de la UPR™ en distintos tipos de
musculos en ratones DAG y DC mediante Western blot

Para cuantificar los niveles de proteinas relacionadas con la UPR™ en musculos aislados de ratones
alimentados con DAG y DC, se realiz6 la técnica de Western blot. Los muasculos analizados fueron el
musculo cuadriceps y el masculo gastrocnemio, no fue posible analizar el musculo séleo, debido a que
la cantidad de éste fue insuficiente para este analisis en ambos grupos. Por otra parte, debido a las
circunstancias sélo se analizaron las proteinas ATF5, ClpP y Hsp60. Se utiliz6 como control de carga la

proteina GAPDH.
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En masculo cuddriceps, se obtuvieron las bandas inmunorreactivas correspondientes a las proteinas
ATF5 (=30 kDa), y Hsp60 (=60 kDa) de acuerdo con los pesos esperados para cada proteina (Figura

9A). En el analisis densitométrico de las proteinas, no se observaron diferencias significativas entre los
grupos DC y DAG, sin embargo, en las Figuras 9B y 9C se puede apreciar una tendencia al aumento de
los niveles proteicos relativos de ATF5 y Hsp60 en ratones DAG con respecto a ratones DC en musculo
cuédriceps (ATF5: 0,6 veces y Hsp60: 1,5 veces). Debido a la baja calidad de visualizacion de la banda

ClpP en la membrana, se decidio excluirla para este analisis.

Por otra parte, en masculo gastrocnemio, en la Figura 10A se puede observar las bandas
inmunorreactivas de las proteinas ATF5 y ClpP, siendo concordantes con sus pesos moleculares
correspondientes. Debido al tiempo, no se estudid la expresion de la proteina Hsp60 en musculo
gastrocnemio. En los analisis densitométricos de ATF5y CIpP no se observaron diferencias significativas
entre los grupos DC y DAG, sin embargo, se aprecia una tendencia a la disminucion de los niveles de
proteinas de ATF5 y ClpP en ratones del grupo DAG con respecto al grupo DC (ATF5: 0,3 veces, ClpP:

1,0 veces) tal como se puede observar en las Figuras 10B y 10C respectivamente.
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Figura 9: Niveles relativos de proteinas de Hsp60 y ATF5 en musculo cuéadriceps de ratones con dieta

Niveles relativos de proteinas

control (DC) y ratones con dieta alta en grasa (DAG). Los ratones DAG corresponden a las tonalidades
mas oscuras, mientras los ratones DC corresponden a las mas claras. A) Se cargaron 40 ug de proteinas
en un gel de poliacrilamida al 12%, usando como control de carga GAPDH. B) Niveles relativos de
proteinas de ATF5. C) Niveles relativos de proteinas de Hsp60. D) Membrana de misculo cuadriceps
tefiida con rojo ponceau. DC=dieta control; DAG=dieta alta en grasa. Los valores estan expresados como
la media + error estandar (DC: n=3 DAG: n=3). Y se normalizaron respecto a los niveles de GAPDH.
Los datos fueron analizados utilizando t-student para datos no pareados mediante el programa GraphPad

Prism v.5.01.
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Figura 10: Niveles relativos de proteinas de ATF5 y CIpP en musculo gastrocnemio de ratones con

dieta control (DC) y ratones con dieta alta en grasa (DAG). Los ratones DAG corresponden a las
tonalidades méas oscuras, mientras los ratones DC corresponden a las mas claras. A) Se cargaron 40 Og

de proteinas en un gel de poliacrilamida al 12%, usando como control de carga GAPDH. B) Niveles
relativos de proteinas de ATF5. C) Niveles relativos de proteinas de CIpP. Los valores estan expresados
como la media % error estandar (DC: n=3; DAG: n=3). Y se normalizaron respecto a los niveles de
GAPDH. Los datos fueron analizados utilizando t-student para datos no pareados mediante el programa

GraphPad Prism v.5.01.

Como se puede observar en las Figura 9y 10, se utilizo6 GAPDH como control de carga, sin embargo,
los ratones DC presentan una intensidad de banda menor de esta proteina en comparacion con los ratones
DAG, lo que podria sugerir que la carga de proteinas no fue efectuada en forma pareja, no obstante, la
Figura 9D muestra la membrana correspondiente el musculo cuadriceps tefiida con rojo ponceau, un
colorante con alta afinidad hacia las proteinas y se observa que la distribucion de proteinas es pareja. En

la membrana correspondiente al masculo gastrocnemio no se efectuo esta tincion.

40



Discusion
La obesidad es considerada una pandemia a nivel mundial por la OMS (1) y es un importante factor de
riesgo a multiples enfermedades cronicas tales como enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus,
insuficiencia renal cronica y enfermedades musculoesqueléticas, ademas se ha relacionado con el
desarrollo de algunos tipos de cancer (endometrial, higado, rifion, entre otros) (45). Se ha propuesto que
el aumento de la hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos estaria relacionado con las complicaciones de
la obesidad, induciendo de este modo la lipélisis del tejido y por consiguiente la acumulacion de acidos
grasos de manera ectdpica en 6rganos como el musculo esquelético, lo que induce diversas alteraciones
en este érgano debido a la lipotoxicidad y acumulacion de EROs (14). La mitocondria, es un organelo
subcelular encargado de funciones metabdlicas tales como la sintesis de ATP y de otras vias de
sefializacion intracelular (23). En musculo esquelético, se ha descrito una disfuncion de este organelo en
una condicion de obesidad, lo cual conlleva a una menor produccion de ATP y aumento del estrés
oxidativo (14). Entre los mecanismos de respuesta molecular de la mitocondria frente a una condicion
de obesidad en musculo esquelético, se ha sugerido el aumento de la biogénesis mitocondrial (14,26,27),
cambios morfoldgicos relacionados con procesos de fision y fusion de mitocondrias (28); y cambios en
vias de sefializacién relacionadas con la mitofagia (21). Sin embargo, hay pocos antecedentes acerca del
rol del mecanismo de respuesta mitocondrial a proteinas mal-plegadas (UPR™) en una condicién de
obesidad o por exposicion a una dieta alta en grasa en musculo esquelético y, asimismo, hay escasos

estudios acerca del rol de esta via en distintos tipos de fibra muscular.

El objetivo de estas tesis fue evaluar la expresion de genes y cuantificar los niveles de proteinas
relacionadas con la UPR™ en muisculos rapidos y lentos, ademas de evaluar los parametros fisicos (fuerza
y capacidad aerdbica) y bioquimicos en ratones normopeso y obesos. Para ello, se establecié un grupo
de ratones alimentados con dieta control (DC) y un grupo de ratones alimentados con dieta alta en grasa
(DAG). El tiempo de exposicion fue de doce semanas. Al término del experimento se midi6 la velocidad
maxima en trotadora y la fuerza de agarre para evaluar la capacidad aerébica y la fuerza de los ratones
respectivamente. Luego, los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se procedio a realizar la
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diseccion de los muasculos, los musculos elegidos para el alcance de esta tesis fueron el masculo s6leo
(musculo lento con predominio de fibras tipo 1), masculo cuédriceps (musculo mixto con predominio de
fibras tipo lla) y muasculo gastrocnemio (musculo rapido con predominio de fibras tipo I1b). En cada
musculo, se evalud la expresion génica mediante RT-qPCR de los siguientes genes: ATF5, ATF4,
CEBPp, Lonpl, ClpP y Hsp60. La cuantificacion de los niveles de proteina se determind mediante la
técnica de Western blot de las siguientes proteinas: ATF5y Hsp60 en masculo cuadriceps. Y en masculo

gastrocnemio, ATF5 y ClpP.

Con respecto a los parametros fisicos, es decir la fuerza y capacidad aerdbica en ratones normopeso y
obesos, nuestros resultados indican que los ratones DAG disminuyeron tanto su fuerza como su
capacidad aerdbica en comparacion con los ratones DC (Figura 6). Esto nos podria sugerir que hubo una
pérdida de la funcién muscular en los ratones con DAG, lo cual se correlaciona con antecedentes de la
literatura (14, 45), en donde se ha descrito que en los individuos obesos se produce una pérdida de la
fuerza muscular debido a la disminucion tanto de la masa muscular como de la funcién muscular, lo cual
es argumentado por la insulinorresistencia, que se caracteriza por ser un estado proinflamatorio que
conlleva al aumento de citoquinas proinflamatorias y estrés oxidativo en el musculo esquelético. Al
observar la caracterizacion fisica de los ratones DAG con respecto a los ratones DC (Figura 4), se puede
sugerir que los ratones DAG aumentaron considerablemente su peso debido a un aumento sustancial del
tejido adiposo (Figura 5B), y asimismo desarrollaron insulinorresistencia por la hiperglucemia, tal como
se puede observar en los pardmetros bioquimicos (Tabla 2). Por ende, nuestros resultados son

consistentes con investigaciones anteriores.

La UPR™ es una via de sefializacion recientemente descrita y con maltiples ejes de regulacion, siendo la
via canonica la mejor descrita en mamiferos (33). Esta via tiene por objetivo disminuir la proteotoxicidad
y aumentar la capacidad de plegamiento en la matriz mitocondrial y es principalmente regulada por los

factores de transcripcion con dominio bZIP, ATF5 y ATF4. Y, por el factor de transcripcion

42



CHOP/CEBPf. Estos factores de transcripcion, inducen la transcripcion de genes tales como las
proteasas ClpP y Lonpl, que clivan las proteinas dafiadas o toxicas y de chaperoninas como Hsp60 y

mtHsp70 que aumentan la capacidad de plegamiento de las proteinas (33).

Los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que hay una expresion génica diferencial dependiendo del
tipo de musculo en ratones obesos. En estos, se evidencia una disminucidn significativa de los niveles
relativos de ARNm de ATF5, ATF4, CEBPp, Lonpl, ClpP y Hsp60 en musculo soleo (musculo
oxidativo) y en cuédriceps (mixto), siendo mas evidente la disminucion de la expresion génica en
musculo soleo (Figura 8A, 8B, 8C, 8D, 8E y 8F). Por otro lado, en musculo gastrocnemio (musculo
glucolitico), se observa un aumento estadisticamente significativo sélo de la proteina CIpP en ratones
DAG al comparar con ratones DC (Figura 8E), una posible explicacion a este fenémeno de acuerdo con
la literatura, es que los muasculos oxidativos son los méas afectados en una condicion de obesidad en
comparacion con los masculos glucoliticos (14,48), lo cual podria deberse a la acumulacion de proteinas
mal-plegadas en la mitocondria, que superaria la capacidad de plegamiento de chaperonas y proteasas
mitocondriales conllevando de esta forma a la disfuncién de las mitocondrias musculares (46), siendo
los musculos con un predominio de fibras oxidativas los méas afectados, ya que presentan mayor cantidad
de mitocondrias (13). Esta hip6tesis es consistente con un estudio realizado en musculo s6leo de ratones
knock-out del gen Lonp1, en donde se observ6 una pérdida tanto de la estructura y funcién mitocondrial
(47) y también con un estudio realizado en ratones alimentados con dieta alta en grasa por 8 semanas, en
el que se observd una disfuncion mitocondrial s6lo en musculos oxidativos (48). Sin embargo, se
requieren mas estudios y experimentos para apoyar esta hipotesis, tales como estudiar marcadores
mitocondriales relacionadas con biogénesis, morfologia y mitofagia mitocondrial, ademas de estudios de
respiracion mitocondrial en otros musculos oxidativos y glucoliticos, con el fin de dilucidar si se
presentan alteraciones en la funcion, dinamica y masa mitocondrial. Por otro parte, en el musculo
gastrocnemio se ha descrito en la literatura un aumento de la expresion génica de ATF5 y proteica de

CIpP en una condicion de dieta alta en grasa (49). Mientras que en otro musculo glucolitico como el
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tibial anterior, se ha sugerido un aumento de la expresion génica de Hsp60 y mtHsp70 (48). Nuestros
resultados en musculo gastrocnemio indican que hubo un aumento significativo de la expresion génica
solo de ClpP en ratones DAG (Figura 8E), en cambio en otros genes como ATF5, ATF4, CEBPf, Lonpl
y Hsp60 (Figura 8A, 8B, 8C, 8D y 8F). no se observaron diferencias significativas, no obstante, cabe
mencionar que en el caso de Hsp60 y Lonpl se observa una tendencia al aumento en ratones DAG
(Figura 8D y 8F). Al considerar investigaciones anteriores, puede sugerirse que la adaptacion
mitocondrial, en una condicién de dieta alta en grasa, es dependiente del tipo de musculo, esperando una
disminucion de la UPR™ en muasculos oxidativos y un aumento en musculos glucoliticos, sin embargo,

s necesario mas estudios para aseverar esta hipotesis.

Se ha descrito que la UPR™ juega un rol protector en condiciones de estrés fisioldgico y que su
disminucién esta asociada con la obesidad en humanos (39), pero la evidencia del comportamiento de la
expresion de la UPR™ en musculo esquelético, uno de los principales dérganos reguladores del
metabolismo, es escasa. Sin embargo, nuestros resultados en musculo séleo y cuadriceps parecen ser
consistentes con estudios realizados en tejido adiposo. En un estudio realizado en tejido adiposo de
gemelos homocigotos obesos (41) se observd una disminucién de la expresién génica de ClpP, Lonply
Hsp60, posiblemente debido a una disminucion del metabolismo y la funcién mitocondrial (41). Por otra
parte, en un estudio comparativo de ratones alimentados con DAG saturadas y no saturadas por catorce
semanas (39) se observé una disminucién de la expresion génica de ClpP en ratones alimentados con

dieta alta en grasas saturadas.

Nuestros resultados de la cuantificacion de los niveles proteicos mediante la técnica de Western blot, no
encontrd alguna diferencia significativa en los niveles proteicos de ATF5, ClpP y Hsp60 tanto en
musculo cuadriceps y gastrocnemio, lo cual pudo ser debido al pequefio tamafio muestral del experimento
(n=3) o por errores procedimentales. En musculo cuadriceps se observa una tendencia al aumento de la
expresion proteica de ATF5y Hsp60 (Figura 9B y 9C) en ratones alimentados con DAG en comparacion

con los ratones alimentados con DC, mientras que en musculo gastrocnemio se observa una tendencia a
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la disminucién de la expresion proteica de ClpP y ATF5 en ratones alimentados con DAG (Figura 10B
y 10C). Sumando a esto, los resultados obtenidos tanto en musculo cuédriceps contrastan con la literatura
anteriormente mencionada (39,41), ya que lo esperado de acuerdo con la evidencia, era que se presentara
una disminucion de la expresion proteica de ATF5 y Hsp60 en muasculos de ratones alimentados con
DAG. No obstante, cabe recalcar que estas diferencias pueden ser debido a errores inherentes al
procedimiento ya explicados anteriormente. Por otro lado, los resultados obtenidos en musculo
gastrocnemio son concordantes con la literatura expuesta anteriormente (39,41), ya que se observa una
disminucion de la expresion proteica de ClpP en ratones alimentados con DAG, sin embargo, nuestros
resultados tanto en misculo cuédriceps como en gastrocnemio no son extrapolables debido a que no hay
diferencias significativas, asimismo como limitacidn de este estudio, no es posible establecer si es que
hay una respuesta diferencial entre masculos rapidos y lentos, ya que por dificultados técnicas las

muestras de ambos musculos se cargaron en geles diferentes.

En resumen, en los resultados de la cuantificacion de los niveles de proteinas de la UPR™ tanto en
musculo gastrocnemio como en cuadriceps, si bien no se observaron diferencias significativas entre los
ratones DAG y DC para establecer hip6tesis tentativas o conclusiones, al considerar nuestros resultados
obtenidos mediante la técnica de RT-gPCR podemos sugerir que hay una expresion génica diferencial
de la UPR™ dependiendo del tipo de musculo y por otra parte, nuestros resultados obtenidos en cuanto a
la fuerza y capacidad aerébica mediante las metodologias de fuerza de agarre y velocidad maxima en
trotadora respectivamente, se puede sugerir que los ratones obesos presentaron una pérdida tanto de la

capacidad aérobica como de la fuerza muscular en relacién a los ratones normopeso.

45



Conclusiones

Los ratones alimentados con DAG al término de las doce semanas de experimento, subieron
considerablemente de peso debido a un aumento significativo del tejido adiposo y ademas
desarrollaron insulinorresistencia.

En la evaluacion de la fuerza y capacidad aer6bica en ratones obesos y normopeso, los ratones
obesos presentaron una disminucion de la fuerza y capacidad aerdbica con respecto a los ratones
normopeso, lo cual fue concordante de acuerdo con la literatura, ya que debido a la condicion de
insulinorresistencia es esperable la disminucidn de estos parametros en ratones obesos, por ende,
nuestros resultados en esta materia son apoyados por investigaciones anteriores.

En la expresion génica de la UPR™ en diferentes tipos de musculos en ratones obesos y
normopeso, en concordancia con nuestra hipdtesis se observa una disminucion génica relativa
de los genes ATF5, ATF4, CEBPf, Lonpl, ClpP y Hsp60 en musculos que presentan fibras
oxidativas (musculo séleo y cuédriceps) de ratones obesos, mientras que en musculo
gastrocnemio con predominio de fibras glucoliticas s6lo se observé un aumento significativo del
gen ClpP en ratones obesos. Esto, nos permite sugerir que hay una expresion génica diferencial
dependiendo del tipo de musculo. Sin embargo, es necesario realizar mas experimentos y
estudiar el comportamiento de la UPR™ en otros musculos oxidativos y glucoliticos.

En nuestros resultados de la cuantificacion de los niveles de proteina ATF5, ClpP y Hsp60 en
masculo cuéadriceps y gastrocnemio, no se observaron diferencias significativas en ratones

obesos comparado con ratones normopeso.

Nuestros resultados son un aporte y antecedente para futuros estudios que tengan por objetivo

caracterizar la regulacién y expresion génica de la UPR™ en diferentes tipos de musculos en una

condicion de obesidad, de la cual hay pocos antecedentes al dia de hoy. Como futura proyeccion de

esta investigacion, se recomienda estudiar el comportamiento de esta via a diferentes tiempos de

exposicion frente a una dieta obesogénica, con el objetivo de evaluar el comportamiento de esta via

de sefializacion, tanto en una fase aguda como crdnica de exposicion.
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Anexo

1. Certificado -Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA)

CICUA

COMITE INSTITU AL OF
CUNSADD WSS DE ANIMALES

VID:

8 |k = L
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Santiago, 22 de diciembre de 2020
certificado N2: 20431 — INT — UCH
CERTIFICADO

El Comite Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica que
en el Protocolo PT-2020-RT-AdC del Proyecto de Investizacion titulado "Morfologia mitocondrial
como requlador de sarcopenia a través del mecanismo de resp ap inas mail plegad

mitecondrial™ de los Investigadores Dra. Andrea del Campeo, Profesora Asistente, Pontificia
Universidad Catdlica de Chile y de Francisco Diaz, Asistente de Investigacion, licenciado en
Educacion Fisica, Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA), Universidad de Chile,
ambos patrocinados per el Académico Dr. Redrigo Tronceso, Profesor Asedado, INTA, Universidad

=

de Chile, no se plantean acciones en sus proc os que contravengan las normas bioéticas de
manejo y cuidado de animales. Asi mismo, |3 metodologia experimental planteada satisface lo

estipulado en el Programa Institucional de cuidado y Uso de Animales de la universidad de chile.

Los Investigadores se han comprometido a la ejecucion de este proyecto dentro de las especificaciones
sefialadas en el protocolo revisado y autorizado por el CicUA, 3 mantener los procedimientos
experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacion sin previa aprobacion por parte de este
comité.

Se ptorga la presente certificacion para el uso de un total de 111 ratones, especie Mus musculus, de la
cepa C57BI/6, provenientes del Instituto de Salud Publica, desde enero del 2021 a septiembre del
2022, tismpo estimado de sjecucion del estudio, el cual sera financiado por Proyecto FONDECYT da
Iniciacion N= 11190756,

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de la Vicerrectoria de Investigacién y Desarrollo, y estd
constituido por 53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 acodémicas (12 de eilos médicos veterinarios),
y 8 miembros no gsociodos o la academia o investigacion, y que cuentan con experiencig en bioetica
relacioneda @ mantencien y use de onimales. El certificade gque emite el Comité procede de ia
aprobacion del “Protocolo de Manejo y Cuidado de Animaoles” después de un estudio acucioso y de ia
acogida de los investigadores de las observaciones exigidas por el Comite.
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