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Resumen
La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad de alta prevalencia a nivel mundial,
caracterizada por déficit y resistencia a la insulina e hiperglicemia. El estrés oxidativo (EO)
ocupa un lugar central en su progresion y el desarrollo de alteraciones secundarias, entre las
cuales se encuentra la disfuncion muasculo esquelética, la cual se manifiesta con debilidad e
intolerancia al ejercicio, asociados a un menor contenido y funcién mitocondrial. Algunas
estrategias enfocadas a controlar el EO asociado a la DM2 han mostrado mejorar la expresion
y actividad de enzimas antioxidantes, efectos que podrian estar mediados por el factor nuclear
eritroide 2 relacionado al factor 2 (NRF2), factor de transcripcién que regula la expresion de
distintos antioxidantes celulares. Entre estas, el zinc podria estimular la activacion de la
proteina quinasa B (AKT) impidiendo la activacion de la proteina Fyn y sus efectos inhibitorios
sobre NRF2, mientras que el ejercicio de resistencia, ademas de activar AKT, podria estimular
la formacion de complejos de actina con NRF2, y la activacion de sus efectos. Como objetivo
de esta investigacion se evaluo el efecto combinado y por separado de la suplementacion con
zinc y entrenamiento de fuerza en la expresion génica de Nrf2, catalasa (Cat) y superdxido
dismutasa (Sod) y la respuesta antioxidante en el musculo gastrocnemio de ratas con DM2.
Para esto se utilizaron muestras de musculo gastrocnemio previamente recolectadas de 30
ratas Wistar con DM2 inducida por dieta alta en grasas (HFD) y estreptozotocina, distribuidas
en cuatro grupos experimentales: HFD, HFD + zinc (Zn), HFD + entrenamiento (Ex), HFD +
zinc + entrenamiento (ZnEx) y tratadas durante 12 semanas. En el musculo gastrocnemio se
midio la expresion génica de Nrf2, Cat y Sod, actividad enzimética de Catalasa y niveles de
glutation reducido (GSH), oxidado (GSSG) y su relacion (GSH/GSSG). La intervencion
combinada o aislada no produjo efectos significativamente positivos sobre los parametros
antioxidantes estudiados, aunque el grupo ZnEx present6 un leve aumento sobre la expresion
de Nrf2 y Cat en comparacion al tratamiento por separado, y el grupo Ex y ZnEx exhibieron
una leve mejor relacion GSH/GSSG que el grupo HFD. También se observé una correlacion
positiva entre los niveles de expresion de Nrf2 y Cat. Sin embargo, el resto de los indicadores,
especialmente en el grupo Zn, mostraron una disminucién en sus niveles producto de la
intervencién. Ademas, se observéO un aparente antagonismo entre los efectos de la
suplementacion con zinc y ejercicio de fuerza isométrica. Es posible que las caracteristicas de
la suplementacién y la intensidad del entrenamiento hayan determinado la falta de resultados
positivos producto de la intervencion. Se requiere continuar investigando, poniendo a prueba

diferentes dosis de suplementacion y protocolos de entrenamiento.



Abreviaturas

AKT: Proteina quinasa B

ARE: Elementos de respuesta antioxidante
CAT: Catalasa

Cu: Cobre

Cys: Cisteina

EO: Estrés oxidativo

GCL: y-Glutamil-cisteina ligasa
GGT: y-Glutamil-transferasa
Glu: Glutamato

Gly: Glicina

GPx: Glutatién peroxidasa

GS: Glutamato sintetasa

GSH: Glutation reducido

GSHt: Glutation total

GSSG: Glutatién disulfuro
HbA1C: Hemoglobina glicosilada
HFD: Dieta alta en grasas

HO-1: Hemo-oxigenasa 1

IGF-1: Factor de crecimiento similar a
insulina

INSR: Receptor de insulina

IPGTT: Prueba de tolerancia a la glucosa
intraperitoneal

IR: Resistencia a la insulina
IRS: Sustrato del receptor de insulina

KEAPL: Proteina 1 tipo kelch asociada a
ECH

KPE: Buffer de fosfato de potasio con sal
disodica EDTA

MHT: Tiempo maximo de agarre
MT: Metalotioneinas
NQO1: NADPH quinona reductasa 1

NRF2: Factor nuclear eritroide 2 relacionado
al factor 2

PB: Buffer de fosfato

PI13K: Fosfoinositol-3-quinasa

RNS: Especies reactivas de nitrégeno
ROS: Especies reactivas de oxigeno

RT-qgPCR: PCR en tiempo real con
cuantificacion relativa

SOD: Superodxido dismutasa

STZ: Estreptozotocina



Introduccion

La diabetes corresponde a un grupo de desérdenes metabdlicos caracterizados por la
presencia de hiperglicemia cronica. Las forma mas comun corresponde a la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), de etiologia multifactorial, que representa alrededor del 90-95% de
los casos (American Diabetes Association, 2022) y se caracteriza por una disminucién en
la sensibilidad al efecto de la insulina y una reduccién en la masa funcional de células (3-
pancreaticas que lleva al desarrollo de distintos estadios de deficiencia relativa de esta
hormona y a la presencia de hiperglicemia (American Diabetes Association, 2015;
Christensen & Gannon, 2019). Segun la ultima encuesta nacional de salud, se estima que
la prevalencia nacional de diabetes alcanz6 un total de 1,7 millones de caso en mayores de
15 afios (Ministerio de Salud, 2018), es decir un 12,3% de la poblacion de este grupo etario,
mientras que a nivel mundial se estima un total de 415 millones de casos de DM2 entre
adultos de 20 a 79 afios en 2015, y se proyecta aumentara a 642 millones de casos para el
afio 2040 (Ogurtsova et al., 2017). Esto se combina con las numerosas complicaciones
relacionadas a esta enfermedad, responsables de un significativo aumento en la morbilidad
y mortalidad de estos pacientes (Deshpande et al., 2008). Las complicaciones de la
diabetes se dividen principalmente en microvasculares como neuropatia, nefropatia y
retinopatia, y complicaciones macrovasculares como enfermedad cardiovascular,
accidentes cerebrovasculares y enfermedad arterial periférica (Papatheodorou et al., 2018)
gue contribuyen al 20% a 49% del costo directo total del tratamiento de la DM2 (Einarson
et al., 2018).

Musculo esquelético y su rol en la mantencion de la glicemia

El musculo esquelético (ME) es el tejido méas grande en el cuerpo humano y utiliza entre el
70-80% de una carga de glucosa ingerida, haciéndolo uno de los principales destinos para
este componente. La insulina y la contraccion muscular son los principales estimulos para
la captacion de glucosa en este tejido, realizada principalmente a través del transportador
de glucosa tipo 4 (Por sus siglas en ingles GLUT4) (Deshmukh, 2016). La insulina ejerce
todos sus efectos fisioldgicos conocidos a través de la union a su receptor de tipo tirosina
quinasa (INSR) presente en la membrana plasmatica (Haeusler et al., 2018), permitiendo
su trans-autofosforilacion en residuos especificos de tirosina (Wei et al., 1995) y la

fosforilacion y activacion de distintas proteinas rio abajo como el sustrato del receptor de



insulina (Por sus siglas en ingles IRS) (Hubbard, 2013), fosfoinositol-3-quinasa (PI3K)
(Hodakoski et al., 2014) y la proteina quinasa B (AKT), clave en la ramificacion de la
sefalizacion de insulina (Latva-Rasku et al., 2018) y liberacion de vesiculas almacenadoras
de GLUT4 para permitir el ingreso de glucosa al masculo (Klip et al., 2014) (Figura 1).
Perturbaciones en esta via de sefalizacion a nivel muscular generan resistencia a los
efectos de la insulina y anomalias en el control glicémico, y se ha definido que el estrés
oxidativo (EO) cumpliria un rol clave en el desarrollo de estas alteraciones (Di Meo et al.,
2017).

Rol del estrés oxidativo en la disfuncién muscular asociada con la DM2

El EO corresponde al desbalance entre la produccion y acumulacién de especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno (por sus siglas en inglés ROS y RNS) a nivel celular y tisular y la
capacidad de los sistemas bioldgicos para detoxificar estos productos reactivos (Pizzino et
al., 2017). Distintos procesos ocurridos en la mitocondria y otros sitios celulares generan la
reduccion parcial del oxigeno y la formacién de radicales libres y ROS. Entre estas ultimas
se incluye al radical anion superoxido (O2"), el peréxido de hidrégeno (H202) y el radical
hidroxilo ("OH), especie de mayor reactividad, que puede ser generada a traves de la
reaccion de Fenton entre el H202 e iones de hierro o cobre (Di Meo et al., 2017). Si bien a
niveles fisiolégicos las ROS resultan esenciales para la modulacién de la actividad de
distintas vias celulares (Newsholme et al., 2014), una elevada oxidaciéon de glucosa y/o
acidos grasos sin la suficiente capacidad antioxidante promueve la disfuncién mitocondrial
y la generacién de EO, central en la progresion de la DM2 debido a su rol en el desarrollo
de alteraciones celulares en tejidos como islotes pancreéticos, musculo, tejido adiposo e
higado (Tiwari et al., 2013). Por lo tanto, debido a la importancia de mantener la
homeostasis redox, los miocitos poseen sistemas de defensa antioxidante que permiten
reducir el riesgo de dafo oxidativo producto del aumento en la produccion de ROS. Las
fibras musculares poseen sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Entre los
primeros destacan las enzimas superoxido dismutasa (SOD), encargada de la dismutacién
de Oz para formar H202y O (Culotta et al., 2006); glutation peroxidasa (GPx), que utiliza
glutation reducido (GSH) como donante de electrones para catalizar la reduccion de H20:2
o hidroperoxido organico (ROOH) a H20 y alcohol (ROH) respectivamente (Drevet, 2006);
y catalasa (CAT), que cataliza la hidrdlisis de H202a H20 y O2 (Kirkman & Gaetani, 2007).



Glucosa

Figura 1. Via de sefializaciéon de insulina en el masculo esquelético

El principal mecanismo de accién para las funciones metabdlicas de la insulina corresponde a la via PI3K/Akt. La insulina
interactda con su receptor en el musculo esquelético generando su autofosforilacion en residuos de Tirosina y la activacion
y fosforilacion de IRS1. Esto permite a IRS1 a interactuar con proteinas que poseen dominios SH2 como PI3K, con la cual
interactla a través de la subunidad reguladora de PI3K (p85). De esta forma la subunidad catalitica (p110) accede a su
sustrato PIP2 en la membrana plasmatica, el cual es fosforilado para formar PIP3. Este ultimo sirve como sitio de unién
de quinasas de Serina como PDK1 y AKT, el cual es fosforilado en Thr308 por PDK1 y Ser473 por mTORC2 (no incluido
en la figura), activandose y fosforilando diversos substratos rio abajo en distintas vias funcionales. AKT fosforila TBC1CD4
impidiendo su accion inhibitoria sobre las GTPasas RAB que controlan el trafico de vesiculas, permitiendo la traslocacion
de las vesiculas almacenadoras de GLUT4 y el ingreso de glucosa al miocito. Ins, Insulina; INSR, Receptor de insulina;
IRS, Sustrato del receptor de insulina 1; PIP2, Fosfatidilinositol-4,5 difosfato; PIP3, Fosfatidilindositol-3, 4, 5-trisfosfato;
PDKZ1, Proteina quinasa dependiente de fosfoinositidos 1; AKT, Proteina quinasa B; GSV, Vesiculas almacenadoras de
GLUT4; GLUT4, Transportador de glucosa 4. Fuente: Elaboracion propia.

Por su parte SOD ademas posee tres isoformas en los mamiferos, de las cuales dos se
ubican dentro de la célula. SOD1 utiliza cobre y zinc como cofactor y es la principal isoforma

intracelular, se localiza mayormente en el citosol y en menor proporcion en el espacio

intermembrana mitocondrial. Por su parte, SOD2 se ubica exclusivamente en la matriz



mitocondrial y utiliza manganeso para la reduccion del O2" producido en la cadena
respiratoria, siendo relevante para mantener la funcion de este organelo (Fukai & Ushio-
Fukai, 2011). Por otro lado, SOD3 se ubica en el espacio extracelular y utiliza cobre y zinc
como cofactor (Culotta et al., 2006). En cuanto a los sistemas antioxidantes no enzimaticos
a nivel muscular uno de los méas importantes corresponde al GSH. Su sintesis se debe a
la accion de la y-glutamil-cisteina ligasa (GCL) que a partir de glutamato (Glu) y cisteina
(Cys) sintetiza y-glutamil-cisteina, la cual en combinacion con glicina (Gly) permite la
formacion de GSH por accion de la enzima glutamato sintetasa (GS). El GSH formado
puede ser degradado hasta formar glu, cys y gly respectivamente, los cuales pueden volver
a utilizarse para su sintesis (Bachhawat & Yadav, 2018). EI GSH puede reaccionar
directamente con numerosos radicales donando un atomo de hidrégeno (Yu, 1994).
También, como ya se mencioné es utilizado como sustrato por la enzima GPx y oxidado a
glutation disulfuro (GSSG) para eliminar H202 y ROOH (Meister & Anderson, 1983).
Ademas, participa en la reduccién de otros antioxidantes como la vitamina E (radicales
formados en la reaccion con lipoperdxidos y radicales alcoxilo) y vitamina C (desde radical
semidehidroascorbato producido en el reciclaje de vitamina E) (L & Jh, 2000). Por otro lado,
tanto el GSH como el GSSG pueden ser expulsados del citosol por trasportadores
especificos durante el estrés oxidativo contribuyendo a la regulacion del potencial redox
celular (Cole & Deeley, 2006; Morgan et al., 2013) y posteriormente ser degradados por
accion de la y-glutamil-transferasa (GGT) y peptidasas de membrana a glu, cys y gly, que

pueden ser regresados al interior de la célula por trasportadores especificos.

Sumado al GSH, otros antioxidantes no enzimaticos corresponden al acido a-lipoico, acido
arico, bilirrubina y ubiquinona (Powers & Jackson, 2008). Por ultimo, estos se combinan
con la accién de antioxidantes dietarios como la vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles) y
carotenoides, relevantes en la proteccién antioxidante de membranas biologicas (El-
Agamey et al., 2004; Miyazawa et al., 2019), y vitamina C (acido ascorbico), la cual puede
eliminar radicales superoxido, hidroxilo e hidroperoxidos lipidicos, ademas de participar en

el reciclaje de vitamina E (Padayatty et al., 2003).

Cuando los sistemas de defensa antioxidantes se ven superados por la generacion de ROS,
se da paso a la generacion de dafio oxidativo y el desarrollo de alteraciones relevantes para

la génesis de enfermedades de caracter metabdlico. Entre estas alteraciones, una de la



mas relevantes corresponde a la resistencia a la insulina (IR) en el ME, la cual se debe a
defectos en los niveles mas proximos de la via de sefializacién de insulina, tanto en la
actividad y fosforilacién del INSR, como de IRS1, PI3K y AKT (Kolterman et al., 1981).
Debido a que la actividad de muchas proteinas quinasas y fosfatasas es regulada por el
estado redox de los tioles de cisteina, se ha propuesto que un ambiente celular mas oxidado
favoreceria los eventos de fosforilacion de serinas/treoninas que caracterizan la

retroalimentacion negativa de la sefializacion de insulina (Fisher-Wellman & Neufer, 2012).

Otra importante consecuencia de la DM2 corresponde a la pérdida de la masa muscular
(Pupim, Heimburger, et al., 2005; Workeneh & Bajaj, 2013), la cual seria hasta dos veces
mas rapida en individuos diabéticos en comparacion con sujetos sanos (Park et al., 2007).
A su vez, en pacientes sometidos a dialisis crénica, la presencia de DM2 fue el predictor
independiente mas importante de pérdida muscular (Pupim, Flakoll, et al., 2005; Pupim,
Heimburger, et al., 2005). Por otra parte, la DM2 también induce cambios en los tipo de
fibra muscular de oxidativa a glicolitica (Oberbach et al., 2006) y alteraciones en el
metabolismo muscular esquelético (Hebert & Nair, 2010; Kelley et al., 2002). Todas estas
alteraciones resultan en disfuncion muscular esquelética, que se manifiesta con debilidad
muscular e intolerancia al ejercicio (Kamei et al., 2004; Poitras et al., 2018; Regensteiner et
al., 1995).

Dentro de las principales causas de las alteraciones en el ME asociadas con la DM2 estan
la disfuncion mitocondrial y el EO. Se ha reportado que el ME de pacientes diabéticos
exhibe un contenido mitocondrial reducido (Boushel et al., 2007; Goodpaster et al., 2000;
Kelley et al., 1999). Sujetos con IR han mostrado una capacidad oxidativa mitocondrial
significativamente menor en el ME en comparacion a individuos sanos (Petersen et al.,
2003), mientras que el cultivo de miocitos de pacientes diabéticos ha permitido observar
alteracion en la funcidn mitocondrial (Gaster et al., 2004). Las mitocondrias son los
principales organelos relacionados a la produccion de ROS, que en exceso pueden dafar
el DNA nuclear y mitocondrial (Song et al., 2007), y la relacion entre la disfuncion
mitocondrial, EO y diabetes ya ha sido bien establecida. Bonnard et al. observé que la
elevacion en los niveles de EO en el musculo gastrocnemio de ratones diabéticos se asocid
con el desarrollo de disfuncidon mitocondrial, incluyendo disminucion en la cantidad de DNA

mitocondrial, aumento en el nUmero de crestas mitocondriales y reduccién en la actividad



de la enzima citrato sintasa (Bonnard et al., 2008). Dos Santos et al. encontro reduccion en
la trascripcion del citocromo b en el ME de ratas diabéticas, lo cual se asoci6 al aumento
de ROS en el musculo séleo, alterando ademas los mecanismos de reparacion mitocondrial
y la homeostasis del organelo (dos Santos et al., 2018; Vartanian et al., 2017). El DNA
mitocondrial oxidado podria no transcribir suficiente citocromo b, deteriorando la funcion del
complejo Il de la cadena transportadora de electrones y llevando al aumento de ROS y la
generacion de dafio oxidativo a nivel muscular (dos Santos et al., 2018). Por otro lado,
Anderson et al. observé que la reduccién en la produccion de H202 mitocondrial a través
del uso de antioxidantes especificos para la mitocondria o modificacién de la expresion de
CAT en el ME de ratones permitio conservar completamente la sensibilidad a la insulina
pese a una dieta alta en grasas (abreviado en inglés como HFD) (Anderson et al., 2009).
Estos hallazgos sugieren que la DM2 promueve la reduccién en el contenido y funcion
mitocondrial y el aumento en la produccion mitocondrial de ROS en el ME, generando un
circulo vicioso que contribuiria a la progresion de esta enfermedad y al dafio oxidativo y

disfunciéon del ME.

Tratamiento de la diabetes enfocado en estrés oxidativo

Los pilares del tratamiento de la DM2 consideran cambios en los estilos de vida, incluyendo
modificaciones alimentarias y ejercicio fisico, en combinacion con el uso de medicamentos
hipoglicemiantes orales enfocados en mejorar la secrecion de insulina y la sensibilidad a su
accion, ademas del uso de insulina exégena en etapas avanzadas de la enfermedad (Tan
et al., 2019). Debido a su rol clave en el desarrollo de DM2, distintas estrategias
terapéuticas enfocadas en controlar el EO han sido puestas a prueba recientemente.
Algunos estudios de suplementacion con minerales como cromo y zinc han observado
efectos positivos sobre el control glicémico, el metabolismo de insulina, el riesgo de DM2 e
incluso la expresion y actividad de enzimas antioxidantes (Fernandez-Cao et al., 2019;
Khodavirdipour et al., 2020; Nazem et al., 2019; San Mauro Martin et al., 2016; X. Wang et
al., 2019), efectos que se ha propuesto podrian estar mediados por el factor nuclear
eritroide 2 relacionado al factor 2 (NRF2) (S. R. Lee, 2018; Marreiro et al., 2017).

NRF2 es un factor de transcripcion maestro que regula a los elementos de repuesta
antioxidante (abreviado en inglés como ARE) y promueve la expresién de antioxidantes
como hemo-oxigenasa 1 (HO-1), NADPH quinona oxidorreductasa 1 (NQO1), CAT, SOD,

10



GCL y GS. La proteina 1 tipo kelch asociada a ECH (por sus siglas en inglés KEAP1) inhibe
la actividad transcripcional de NRF2 al inducir su ubiquitinacién y posterior degradacién
proteosomal en condiciones de homeostasis. Bajo condiciones de estrés, los residuos de
cisteina del sensor de KEAP1 son modificados, suprimiendo la ubiquitinacion de NRF2
(Cuadrado et al., 2019; McMahon et al., 2010; K. Wang et al., 2013). Una vez libre, NRF2
se une a los ARE e induce transcripcion de sus genes diana, mejorando la respuesta
antioxidante y protegiendo a la célula frente al dafio oxidativo. Ademas, debido a la
presencia de secuencias similares a ARE en la region promotora del gen Nrf2, este puede
activar su propia expresion génica (Mi-Kyoung et al., 2002). Por otro lado, NRF2 puede
estimular la produccion del gen Keapl estimulando su propia degradacion, y limitando una
sefalizacion descontrolada (O.-H. Lee et al., 2007). Sumado a lo anterior, la sobreexpresion
de NRF2 en ratones diabéticos ha mostrado mejorar la resistencia a la insulina y prevenir
el desarrollo de DM2. De esta forma, se propone que la via NRF2/KEAP1/ARE posee un

potencial terapéutico frente a los efectos de la DM2 inducidos por EO (Uruno et al., 2013).

Zinc, diabetes y estrés oxidativo

El zinc es un micronutriente esencial, que forma parte de alrededor de 300 metaloenzimas
necesarias en el metabolismo de macronutrientes, inmunidad y respuesta antioxidante,
entre otras numerosas funciones (Jarosz et al., 2017; Livingstone, 2013; Vallee & Falchuk,
1993). Participa en la regulacion de la transcripcion genética, sefializacién celular,
secrecion de hormonas y apoptosis (Truong-Tran et al., 2000). Posee actividad mimética
de insulina y participa en la via de sefializacién, almacenamiento y secrecion de esta
hormona (Myers, 2015). El zinc contribuye al control del EO formando parte de la enzima
cobre-zinc SOD, la cual elimina ROS al catalizar la dismutacion de Oz a H202y Oz (Mariani
et al.,, 2008). Ademas, se ha reportado que los efectos antioxidantes del zinc estarian
también mediados por la regulacion positiva de NRF2, considerado regulador maestro de
la respuesta antioxidante (S. R. Lee, 2018; Marreiro et al., 2017), contribuyendo a disminuir
el dafio oxidativo inducido por DM2 en distintos 6rganos (Li et al., 2014). El zinc estimularia
la expresion y transcripcion de NRF2 a través de la activacién de AKT, que a su vez inhibe
la activacion de FYN, proteina que favorece la exportacion de NRF2 desde el nucleo al

citosol para su degradacion (Li et al., 2014). El zinc induciria la activaciéon de AKT de forma
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directa a través de la via de sefalizacion de insulina, ademas de impedir su desfosforilacion

al inhibir la accion de Ser/Thr fosfatasas como la Proteina Fosfatasa 2 (S. Lee et al., 2009).
Ejercicio fisico, diabetes y estrés oxidativo

El ejercicio tiene una poderosa accion sobre el metabolismo y puede modificar la funcion
muscular y fenotipo de las fibras. El ejercicio de resistencia aerdbica regular se asocia al
aumento en la expresion de cadenas de miosina lentas y a un cambio del fenotipo de las
fibras hacia el tipo 1, caracterizadas por tener una mayor capacidad oxidativa y resistencia
a la fatiga (Baldwin & Haddad, 2001; Grgic et al., 2018), ademas de mejorar la capilaridad
muscular, aumentar el nimero y tamafio de las mitocondrias (Prior et al., 2004). Esta
modalidad se asocia a un aumento en el consumo de Oz y demanda energética,
estimulando la produccion de ATP, y consecuentemente la generacion mitocondrial de ROS
(Vargas-Mendoza et al., 2019). Por su parte, el ejercicio de fuerza produce aumento de la
fuerza muscular esquelética a través de la hipertrofia de las fibras, aumento del uso de
sustratos, biogénesis mitocondrial y aumento en la captacién de glucosa en el ME, cambios
gue contribuyen a mejorar el control glicémico (Zanuso et al.,, 2017). Ademas de estas
adaptaciones, el entrenamiento puede mejorar la sensibilidad muscular a la insulina y
restaurar la homeostasis de la glucosa en individuos con trastornos metabdlicos como la
DM2, considerandose clave en la prevencién y tratamiento de esta enfermedad (Moghetti
et al., 2016). Es asi que el entrenamiento de fuerza ha mostrado beneficios como el
aumento en la traslocacion de GLUT4 mediado por AMPK (Kido et al., 2016), aumento en
la oxidacion mitocondrial (Pesta et al., 2017) y aumento en la fosforilacion de Akt en Ser4’3
y Thr3% (Camera et al., 2010). Ademas, en conjunto al factor de crecimiento similar a
insulina (IGF)-1, insulina, testosterona y leucina, el ejercicio de fuerza estimula la via
anabdlica PISK/AKT/mTOR, considerada la principal via de sintesis muscular proteica en
respuesta a factores de crecimiento, que también induce la reorganizacion de filamentos
de actina y su despolimerizacion, permitiendo la formacion de un complejo con NRF2,
favoreciendo su traslocacién al ndcleo y su accion sobre la respuesta antioxidante (Vargas-
Mendoza et al., 2019). Sumado a esto, se ha observado que la actividad contractil del
musculo estimularia la fosforilacion de p62 en Ser®! estimulando su unién competitiva a
KEAP1, permitiendo asi su disociacion de NRF2 y la traslocacion de este ultimo al ndcleo
(Yamada et al., 2019).
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Ejercicio fisico, zinc, diabetes y estrés oxidativo

Existe escasa bibliografia respecto de la intervencién combinada con zinc y ejercicio en el
contexto de diabetes, especialmente estudiando la magnitud del efecto combinado sobre el
estrés oxidativo, estado oxidativo y/o respuesta antioxidante. Una extensa busqueda, entre
mas de 80 articulos, permitid encontrar solamente una investigaciéon con caracteristicas
similares a las propuestas. Bicer et al. estudié el efecto combinado y/o por separado de la
suplementacién con zinc y ejercicio de natacion agudo en ratas macho Sprague-Dawley de
4 a 6 meses de edad con diabetes inducida por estreptozotocina (STZ). Los animales se
distribuyeron entre 8 grupos (control sano, control diabético, zinc, ejercicio, zinc + ejercicio,
diabético + zinc, diabético + ejercicio y diabetes + zinc + ejercicio) de los cuales algunos
fueron suplementados con 6mg/kg/dia de sulfato de zinc intraperitoneal por 4 semanas y/o
realizaron 30 minutos de natacién (solo una vez) al finalizar la suplementacion con zinc y
previo al sacrificio. El grupo diabético suplementado con zinc + ejercicio, seguido del grupo
diabético suplementado con zinc, mostraron menores concentraciones de malondialdehido
y mayores de GSH en plasma, a la vez que una mayor actividad de GPX y SOD en
eritrocitos que el grupo control diabético y diabético + ejercicio. Sin embargo, los grupos no
diabéticos presentaron los mejores resultados en todos los indicadores producto de la
intervencion combinada (Bicer et al., 2012). Aunque este protocolo incluyé una uUnica
intervencién con actividad fisica y no se estudié su efecto sobre el misculo esquelético, su
combinacion con zinc produjo resultados positivos y superiores a los de la suplementacion
aislada con zinc en la respuesta antioxidante y estado oxidativo en el plasma de ratas
diabéticas, lo cual podria indicar un efecto sinérgico de ambos tratamientos. Sin perjuicio
de lo anterior y considerando la escasa evidencia existente, se vuelve de interés estudiar
el efecto y posible sinergia del tratamiento con zinc y ejercicio sobre la respuesta oxidativa
de sujetos diabéticos en otros tejidos relevantes en la fisiopatologia de la DM2, como el

musculo esquelético.

Considerando la evidencia presentada es posible suponer que tanto el zinc como el
entrenamiento de fuerza podrian resultar de relevancia en la modulacion de la respuesta
antioxidante del ME a través de la estimulacion de la accion de NRF2, pudiendo asi
constituir importantes estrategias terapéuticas para el control de la DM2.
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Hipotesis
Con los antecedentes ya mencionados, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:
¢,Puede la suplementacién con zinc, en combinacién con el entrenamiento de fuerza,
aumentar la respuesta antioxidante mediada por NRF2 en el ME de un modelo animal de
DM2? Esto permite generar la siguiente hipétesis: La suplementacidén con zinc en conjunto
con entrenamiento de fuerza estimula la actividad transcripcional de Nrf2 y la respuesta
antioxidante celular en el tejido muscular esquelético de ratas con DM2 inducida por HFD
y una pequefia dosis de STZ en mayor medida que el tratamiento con zinc y entrenamiento

por separado, y estos a su vez mas que la ausencia de tratamiento.

Objetivo General
Evaluar el efecto combinado y por separado de la suplementacidn con zinc y entrenamiento
de fuerza en la expresion génica de Nrf2, Cat y Sod y respuesta antioxidante en el masculo

gastrocnemio de ratas con DM2 inducida por HFD y una pequefia dosis de STZ.

Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto combinado y por separado de la suplementacion con zinc y
entrenamiento de fuerza sobre la expresién génica de Nrf2, Cat y Sod en el musculo
gastrocnemio de los distintos grupos experimentales a través de la cuantificacion de los
niveles de mRNA de Nrf2, Cat y Sod.

2. Evaluar el efecto combinado y por separado de la suplementacién con zinc y
entrenamiento de fuerza sobre la respuesta antioxidante en el musculo gastrocnemio de
los distintos grupos experimentales a través de la medicién de la actividad enzimatica de
CAT y SODy la cuantificacion de los niveles de GSH, GSSG y la relacion entre GSH/GSSG.

Cumplimiento de Objetivos
Con fecha de finalizacién del proyecto y de entrega del proyecto de tesis, se logré el
cumplimiento total del primer objetivo y parcial del segundo, pudiendo realizar dos de los
tres ensayos planificados para este Ultimo objetivo. Esto debido a la imposibilidad de
efectuar la medicion de la actividad enzimatica de SOD, a causa de problemas con los
reactivos necesarios para su realizacion. Los reactivos comprados en 2021 fueron recién
entregados, de forma parcelada y con muchos meses de retraso producto de la situacion
sanitaria, durante 2022. En particular, el reactivo BCS (Bathocuproinedisulfonic acid,

disodium salt) necesario para el ensayo de actividad enziméatica de SOD, fue entregado en
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un periodo de casi nula presencia de personal en el departamento de nutricion y pese a
sefalarse como entregado en la factura, fue el Unico dentro de varios productos que, a
pesar de haber revisado numerosas veces entre los distintos laboratorios del
establecimiento, no pudo ser localizado dentro de las dependencias del departamento de
nutricion. Sumado a eso, la enzima CAT (también adquirida en 2021) también necesaria
para la medicion de la actividad de SOD y CAT, recién fue entregada a principios de junio
2022. Ambas situaciones, impidieron la realizacion del ensayo planificado, y en honor a los
plazos establecidos para la finalizacion del proyecto de tesis, se decidié prescindir del
mismo. Sin perjuicio de lo anterior, con el objetivo de publicar la presente investigacion en
una revista cientifica en un futuro, se evaluara la realizacion del ensayo faltante una vez

finalizada la tesis.
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Métodos
Esta tesis se establece complementariamente al Proyecto FONDECYT N° 1160792
“Interaction between supplemental zinc and muscle-strength training as a key element to
improve type-2 diabetes therapy”, utilizando muestras de musculo gastrocnemio

previamente recolectadas.

Establecimiento de modelo murino de DM2

Se utilizé cincuenta y dos ratas Wistar macho de 14 semanas (250-350g) alojadas en
grupos de 4 animales por jaula. Para la induccion de DM2 se aliment6 a las ratas por 18
semanas con una HFD elaborada en el Departamento de Nutricién de la Universidad de
Chile segun se ha descrito previamente (Garcia-Diaz et al., 2007) (Figura 2). Esta dieta se
compuso de paté de cerdo, chocolate blanco, papas fritas, galletas, tocino y pellet estandar
en una proporcion 2:1:1:1:1:1, y con un 9,3% de energia como proteinas, 31,5% como
carbohidratos y 59,2% como lipidos (462 kcal/100g). La ingesta alimentaria se registro cada
2-3 dias; y el peso corporal se midié semanalmente. Con prop0sitos comparativos, un grupo
de 7 animales se alimentd con dieta estandar para ratas (CE) (Harlan Ibérica, Barcelona,
Espafa) durante el periodo experimental, con un 16,6% de energia como proteinas, 73,1%

como carbohidratos y 10,3% como lipidos (349 kcal/100g).

A las 18 semanas, se realizo una prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT)
con 2 g de glucosa (como solucién de glucosa al 30%) / kg de peso corporal y la glucosa
en sangre se midid a los 0y 120 minutos a partir de una gota de sangre de la cola utilizando
un glucometro (Abbott Diabetes Care Ltd., UK). Se consider6 como diagnéstico de DM2
valores de glucosa en sangre 2250 mg/dL a los 120 min. Aquellas ratas con una glicemia
<250mg/dL fueron inyectadas con una pequeia dosis de STZ (10 mg/kg de peso corporal).
A los 4 dias, estas ratas se sometieron a una nueva IPGTT, y se incluy6 en la siguiente

fase del estudio solo aquellas con glucosa en sangre 2250 mg/dL a los 120 minutos.

Treinta de 52 animales continuaron hacia la siguiente fase experimental, de los cuales 9
fueron inyectados con STZ. Estos se distribuyeron equitativamente entre los grupos

experimentales: 2 ratas en el grupo Zn, Ex y ZnEx, y 3 en el grupo HFD.
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52 Ratas Wistar

(14 Semanas) Distribucion 4

animales por jaula

Alimentacién por 18 semanas
Grupo CE

Grupo HFD, Zn, Ex y ZnEx

Dieta estandar (Pellet) Dieta Cafeteria (HFD)
L
———— I —>
IPGTT 0-120 min
(29 glucosa/kg)
(Semana 18)
Glicemia P N Glicemia
2250mg/dL | "] <250mg/dL
o
o«
v
Pequefia dosis STZ
(10mg/kg)
Nueva IPGTT
y y
L P Glicemia
Diagnéstico DM2 (<« > 250mg/dL
4 A 4

| Inclusién en estudio

Grupo CE (n=7) n=30 (9 con STZ)

Figura 2. Protocolo de Induccién de diabetes con dieta alta en grasas y pequefia dosis de estreptozotocina

IPGTT, Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal; STZ, Estreptozotocina.

Suplementacion con zinc y entrenamiento de fuerza
Tras establecer la diabetes, se asigno a las ratas a uno de cuatro grupos experimentales:
i) Control alimentado con HFD (HFD; n=7); ii) HFD + suplementacion con zinc (Zn; n=8);

iii) HFD + entrenamiento (Ex; n=8); iv) HFD + suplementacién con zinc + entrenamiento
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(ZnEx; n=7). El grupo CE se mantuvo en las mismas condiciones experimentales de la
etapa previa (Figura 3). Los grupos suplementados con zinc recibieron 250 mg de zinc
(como sulfato)/kg de dieta, mientras que los animales alimentados con HFD sin
suplementacion recibieron 32,1 mg de zinc/kg de dieta. Por su parte, el grupo CE

alimentado con dieta estandar (Pellet) recibié 125 mg zinc/kg de dieta.

Los grupos con entrenamiento realizaron un programa de fortalecimiento muscular a través
de contracciones isométricas, similar al propuesto por Kruger (Kriger et al., 2013), y
descrito previamente por Barham (Barham, 2018). Brevemente, se ubico a las ratas en una
rejilla en sentido vertical y con la cabeza arriba, donde se sujetaron activamente tanto con
sus patas delanteras como traseras. En sus colas se fijé una carga externa, correspondiente
a un porcentaje de la masa corporal del animal medida en cada sesion de entrenamiento.
Esta no gener6 lesiones corporales, intolerancias ni limitaciones de movimiento. En cada
sesion de entrenamiento se realiz6 3-4 series de 2 repeticiones de 45 segundos de
duracién, permitiéndoles descansar 30 segundos entre repeticiones y 2 minutos entre
series. El peso de carga se mantuvo entre 0-55% del peso corporal y se aument6 de manera
progresiva segun la tolerancia del animal (Anexo 1). El programa de entrenamiento tuvo
una duracion de 12 semanas, con una frecuencia de 3 veces a la semana, asegurando un
descanso de al menos 48 horas entre cada sesion, en las cuales los animales no realizaron
actividad fisica de forma planificada. La progresion en la capacidad de desarrollar fuerza
isométrica se valorg a través del tiempo maximo de agarre (por sus siglas en inglés MHT)

en segundos, evaluado alas 0, 6 y 12 semanas de entrenamiento.

Cerca del final de la intervencion los animales se sometieron a una IPGTT adicional, segun
se describié previamente, sumando una determinacion de glucosa a los 60 min. Luego de
finalizar la semana 12 las ratas se mantuvieron en ayuno durante la noche y se midi6 la
glucosa sanguinea. Posteriormente las ratas fueron anestesiadas, sacrificadas por
exanguinacion y la sangre se recolecto a través de puncion cardiaca. Dentro de los tejidos
extraidos, pesados y congelados, se incluyé al muasculo gastrocnemio, el cual se ha
utilizado de forma habitual para la evaluacién de los efectos de la DM2 a nivel de ME
(Aragno et al., 2004; Frigero et al., 2018). El estudio se llevd a cabo en el bioterio del
Departamento de Nutricion (Facultad de Medicina, Universidad de Chile). Todos los

procedimientos fueron aprobados por el Comité de Bioética sobre Investigacion en
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Animales de la Facultad de Medicina (Universidad de Chile) (Anexo 2) y llevados a cabo
segun las guias institucionales de cuidado y uso de animales de laboratorio.

Validacion del modelo de intervencion

Para la validacion del modelo de suplementacion con zinc se considerd la concentracion de
zinc presente en las dietas HFD con y sin suplementacion (sub seccion “Suplementacion
con zinc y entrenamiento de fuerza”), el consumo estimado de zinc entre los grupos con y
sin suplementacién, y la concentracién de zinc plasmatico; en cuanto al modelo de
entrenamiento de fuerza se consider6 el MHT en la semana 0, 6 y 12, la curva de peso de
las ratas durante el periodo de intervencion y el peso del masculo gastrocnemio. Por otro
lado, se consideraron variables metabdlicas para el seguimiento del estado de la DM2,

incluyendo glicemia, insulina plasmatica y hemoglobina glicosilada (HbA1C).

Medicién de la expresion génica

La medicion de la expresion génica de Nrf2, Caty Sod se realiz6 a través de PCR en tiempo
real con cuantificacion relativa (RT-qPCR). Brevemente, 100mg de cada muestra de
musculo gastrocnemio se homogenizé en 1ml de TRIzol Reagent (Invitrogen) e incubd a
temperatura ambiente por 5 minutos. Se afadié 200uL de cloroformo a cada muestra y se
les incubé nuevamente por 3 minutos en las mismas condiciones. Luego se centrifugaron
por 15 min a 12000g y 5°C. El sobrenadante acuoso, correspondiente al RNA extraido, se
traspas6 a un tubo Eppendorf de 1,5 ml al cual se afiadié 500uL de isopropanol. Las
muestras se incubaron durante la noche a -20°C y centrifugaron a la mafana siguiente a
120009 por 10 minutos y 4°C, eliminando posteriormente el sobrenadante. El pellet de RNA
restante fue lavado con 1ml de etanol al 75% y centrifugado por 5 min a 7500g y 4°C. Se
eliminé el sobrenadante y se dejo secar el pellet al aire por 10 minutos, luego se
resuspendio con 10uL de H20 libre de nucleasas e incubo por 10 min a 60°C. ElI RNA fue
cuantificado a 260/280nm utilizando el lector de microplacas NanoQuant Infinite 200 PRO
(Tecan, Suiza) en una microplaca de cuarzo. Para evaluar la integridad del RNA se realizo
una electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X, utilizando bromuro de etidio
como agente intercalante.

Se afadié H:0 libre de nucleasas a 3ug de RNA hasta alcanzar un volumen de 10uL por

muestra, a los cuales se agregd 1uL de DNasa y 1L buffer de reaccion 10X (Promega) y
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se dejo incubar por 30 min a 37°C. Posteriormente se anadié 2uL de solucion stop

(Promega), se incub6 por 2 min a temperatura ambiente y centrifugé a 10000g por 1,5 min.

Grupo CE (n=7) n=30 (9 con STZ)

Distribucién en 4 grupos

! |

| HFD (n=7) | | | | ZnEx (n=7) | | Ex (n=8) |
v v v
Alimentacion
con HFD
Alimentacién con
Dieta estandar
(Pellet) + +
Suplementacién
con Zn (250mg/ =+
kg de dieta)
+
_“i 111
T 17 Entrenamiento de
T _1::: fortalecimiento muscular
H- 3 veces/semana
\ 4 A A A4 A4
12 semanas de tratamiento

A

Sacrificio y extraccién tejidos

!

Musculo
Gastrocnemio

Determinaciones

| |

Expresion génica Concentracion de GSH, A‘g‘;‘:&g:e
Nrf2, Caty Sod1 GSSG y GSH/GSSG
(RT-GPCR)

Figura 3. Protocolo tratamiento con dieta alta en grasas, suplementacion con zinc y entrenamiento de fuerza
y determinaciones en musculo gastrocnemio.

STZ, Estreptozotocina; RT-gPCR, PCR cuantitativa en tiempo real; GSH, Glutation reducido; GSSG, Glutation oxidado.
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En un tubo Eppendorf de 0,2 ml se anadié 2,3 pL de RNA tratado con DNasa, 7,7uL de H20
libre de nucleasas y 10uL Improm Il Reverse Transcription System (Promega) y se llevé al
termociclador por 135 min para la retrotranscripcion a cDNA. Al cDNA resultante se afiadio
10uL de H20 libre de nucleasas. En strips de 0,2uL se afadié 2uL de cDNA de cada
muestra, 1uL de mix de partidores 5uM, 10uL de Brilliant Il SYBR Green QPCR Master Mix
(Agilent) y 7uL de H20 libre de nucleasas. La amplificacion y deteccion de los genes se
realizé en el equipo AriaMx Real-time PCR System y los resultados fueron analizados
utilizando el software AriaMx 1,8 (Agilent). La cuantificacidon relativa de los genes diana
Nrf2, Sod y Cat se realizé utilizando el método del 2-22CT(Pfaffl, 2004), utilizando como
control interno la expresion del gen Gapdhl. Los partidores fueron disefiados utilizado el
software AmplifiX 1.5.4 (Institute of NeuroPhysiopathology, Aix 182 Marseille Université,

Marseille, France) (Tabla 1)

Tabla 1. Caracteristicas partidores para analisis de la expresion génica

Gen NUmero de acceso  Tm (°C) Secuencia Posicion

Factor Nuclear Eritroide 2 56,5 Forward: AAGGCACGGTGGAGTTCAAT 1041

'(QNer';g'O”ado al Factor 2 NM _031789.9 554  Reverse: GTGTTGGCTGTGCTTTAGGT 1216

Catalasa (Cat) NV 012520.2 551  Forward: CATGTGCATGCATGACAACC 1305

DM Dle020.2 551  Reverse: TAGAATGTCCGCACCTGAGT 1453

Superoéxido dismutasa 1 55,8 Forward: ATGTTGGAGACCTGGGCAAT 335

(Sod1) NM_017050.1 563  Reverse: TTCCACCTTTGCCCAAGTCA 335
Glveeraldehvde-3-phosphate Forward: GTGAACGGATTTGGCCGTAT
y yae-s-prosp NM_017008.4 Reverse: AGCTTCCCATTCTCAGCCTT

dehydrogenase 1 (Gapdhl)

Medicion de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica de CAT se determiné a través de un ensayo espectrofotométrico
(Weydert & Cullen, 2010). Brevemente, se utiliz6 como solucion base buffer de fosfato
50mM (PB). 25mg de musculo gastrocnemio fueron homogenizados en 1,5ml de PB y se
determiné su concentracion de proteinas utilizando el Bio-Rad Bradford Protein Assay Kit
II, segun las instrucciones del proveedor. Se elaboré una solucién de H202. 30mM con PB y
se ajustd su absorbancia en 240nM a 1150-1200 diluyendo con PB.

El espectrofotémetro fue calibrado utilizando una cubeta de cuarzo con 3,5 ml de PB. Cada
muestra se analiz6 en duplicado afladiendo 20uL de muestra, 2ml de PB y 1ml de solucion
de H20230mM a una cubeta de cuarzo de 3,5ml y se midié su absorbancia a 240nm cada

30 segundos durante 2 minutos. Para el blanco se remplazo la solucion de H202 30mM por
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1 ml de PB. La actividad de catalasa se determind a partir de la disminucion en la
absorbancia durante 1 minuto y considerando un coeficiente de extincién para el H202 de
43,6 M1 cmy se expres6 como U de catalasa/mg de proteina.

Medicién de los niveles de glutation

Los niveles de GSH total (GSHt), GSH, GSSG y la relacion GSH/GSSG se determinaron a
través del método de reciclaje enzimatico (Rahman et al., 2006). Brevemente, se utilizé una
solucién base de 0,1M buffer de fosfato de potasio con sal disédica EDTA 5 mM (KPE).
30mg de musculo gastrocnemio se homogenizaron en 2ml de una solucién de extraccion
de 0,1% triton-X y 0,6% acido sulfosalicilico en KPE y posteriormente se centrifugaron a
8000g y 4°C por 10 minutos. Se agregd 100uL de sobrenadante en dos tubos Eppendorf
de 1,5ml para la medicién de GSHt y GSSG, y 100uL de KPE en otros dos tubos que
posteriormente fueron utilizados como blanco y se conservaron en hielo. Se le afiadio 2uL
de solucion de 10% 2-vinilpiridina en KPE al tubo de muestra y al blanco para GSSG y se
les dejo incubar en oscuridad y a temperatura ambiente durante 60 minutos, luego se
afiadié 6uL de solucion de 16,6% trietanolamina en KPE e incubd por 10 minutos en las
mismas condiciones. Se anadié 20uL por cuadruplicado de cada muestra y blanco a una
placa de 96 pocillos. 120uL de una mezcla de soluciéon de DTNB y solucion de glutation
reductasa en KPE y 60uL de solucion de NADPH en KPE se agregd a cada pocillo. La
absorbancia se midié a 405nm en el lector de microplacas NanoQuant Infinite 200 PRO
(Tecan, Suiza). La concentracion de GSHt y GSSG se determind a través de curvas
estandares para cada molécula y la concentracion de GSH se calculé como GSHt —
2GSSG, y expresaron en ymol/g de tejido. La relacion GSH/GSSG se calculé como (GSHt
— 2GSSG)/GSSG y se expresé en uM/uM.

Andlisis estadisticos

De acuerdo con un andlisis de potencia, el tamafio muestral de 7 y 8 sujetos por grupo
permitid6 observar diferencias de hasta 2.5 U/mg de proteina en la actividad enzimética
antioxidante de CAT, considerando una desviacién estandar (DE) de 1,9 (Jenkins, 1981;
Lammi-Keefe et al., 1984), con una potencia del 80% y una confianza del 95%.

Para verificar el supuesto de normalidad se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk (Anexo 3).
Valores con distribucién normal se expresaron como promedios + DE, y aquellos con

distribucion no normal se expresaron como medianas y rangos intercuartiles.
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Para el andlisis estadistico entre grupos se utiliz6 ANOVA de una via con la prueba post
hoc de Tukey si la distribucion de la variable estudiada era normal, y la prueba de Kruskal-
Walllis con la prueba post hoc de Dunn si la distribucion de la variable estudiada era no
normal. En el caso de medidas repetidas se utilizd6 ANOVA de medidas repetidas
(distribucion normal) y la prueba de Friedman (distribucién no normal). Se utilizé la prueba
U de Mann-Whitney para comparar variables distribuidas de forma no normal entre dos
muestras independientes. Se utilizé ANOVA de dos vias para analizar la relacion entre los
tratamientos combinados sobre las variables de estudio (Concentracién de GSH, GSSG y
relacion GSH/GSSG; Expresion relativa de Nrf2, Cat y Sod1; Actividad de CAT), para lo
cual se incorporo la suplementacion con zinc y el entrenamiento de fuerza como variables
nominales. Se utilizo el coeficiente de correlacion de Spearman para estudiar la relacién
entre el MHT, el zinc plasmatico y la expresion relativa de Nrf2, Cat y Sod1 con las variables
de estudio.

Se considerd6 como diferencias significativas valores p menores a 0,05. Se utilizé los
softwares GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, Inc.) y SPSS Statistic 23 (IBM
Corporations) para Windows para el analisis estadistico.

Financiamiento
La presente tesis se financid por la Comisiébn Nacional de Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica (CONICYT) como parte del proyecto FONDECYT 1160792. Financiamiento

otorgado a Dr. Manuel Ruz Ortiz.
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Resultados

En la Figura 4 se presenta una curva de peso segun grupo y semana durante el periodo
de induccion de diabetes (18 semanas), previo al periodo de tratamiento con zinc y/o
entrenamiento de fuerza. De esta forma, en esta etapa el nombre asignado a cada grupo
solo hizo referencia a su distribucion. Todos los grupos fueron alimentados con HFD, a
excepcion del grupo CE alimentado con dieta estandar. Se observé un aumento significativo
del peso a través de las semanas (ANOVA de medidas repetidas, p<0,0001), ademas todos
los grupos mostraron diferencias significativas entre el peso en la semana 1 vs la semana
6, 12y 18 (p <0,01, <0,05 y <0,05 respectivamente). Solo los grupos alimentados con HFD
mostraron diferencias significativas entre el peso en la semana 6 vs la semana 12y 18 (p
<0,01 y <0,05) y la semana 12 vs la semana 18 (p < 0,05).
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Figura 4. Curva de peso ratas durante el periodo de induccién de diabetes

Promedio de peso semanal durante el periodo de 18 semanas para induccién de diabetes, donde el grupo HFD, Zn, Ex y
ZnEx fueron alimentados con dieta alta en grasas y el grupo CE, con dieta estandar. El nombre de cada grupo solo hace
referencia a su distribucion, ya que en este periodo el tratamiento separado o combinado con Zinc y/o entrenamiento de
fuerza no habia comenzado. ANOVA de medidas repetidas, p < 0,0001. Los valores son presentados como promedios *
DE.

Durante el periodo de tratamiento con zinc y/o entrenamiento de fuerza (Figura 5) se

observé una variacion significativa del peso en todos los grupos (prueba de Friedman, p <
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0,01). Todos los grupos, a excepcion del grupo Ex, mostraron un aumento estadisticamente

significativo de peso entre la semana 1y 12 (p < 0,05). En cuanto a la ganancia de peso

total durante el periodo de intervencion, no se encontré diferencias significativas entre

grupos (p = 0,507) (Figura 6). La ingesta estimada de alimento (g/dia) fue de 31,6 + 20,9

en el grupo HFD, 31,6 £+ 20,9 en el grupo Zn, 32,1 £ 7,1 en el grupo Exy 32,6 + 36,6 en el

grupo ZnEx. No se encontraron diferencias significativas entre grupos. En cuanto a la

ingesta de zinc, esta fue significativamente mayor en los grupos suplementados Zn y ZnEx

en comparacion a los grupos no suplementados HFD y Ex (6,7 [6,2 — 7,2] vs 1,2 [0,9 —1,4]

mg zinc/rata/dia, p < 0,001) (Figura 7).
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Figura 5. Curva de peso ratas durante el periodo de induccién de tratamiento

CE
HFD
Zn
Ex
ZnEXx

Peso semanal segun grupo durante el periodo de 12 semanas de tratamiento con zinc y/o entrenamiento de fuerza.

Prueba de Friedman, p < 0,01. Los datos son presentados como medianas * rangos intercuartiles.
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Figura 6. Ganancia de peso periodo de intervencion.

Ganancia de peso total durante el periodo de tratamiento. Prueba de Kruskal-Wallis y prueba post hoc de Dunn.Los
valores son expresados como medianas + rangos intercuartiles.

En la Tabla 2 se presentan los parametros antropométricos y bioquimicos de los grupos
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Figura 7. Consumo de zinc por dia
grupos suplementados vs no
suplementados

Suplementado: Grupo Zn y ZnEx; Sin
suplementacion: Grupo HFD y Ex.
Prueba de U de Mann-Withney.
(**) p < 0,001. Los valores son
expresados como medianas y rangos
intercuartiles.

estudiados. Es relevante destacar que el grupo ZnEx se
compuso de un numero menor de animales en
comparacion al resto de los otros grupos (n=5 vs 7- 8)
debido a la pérdida de algunas muestras producto de
problemas en el almacenamiento. Todos los grupos
alimentados con HFD alcanzaron valores de glucosa en
sangre 2250 mg/dL (IPGTT 120) y significativamente
mayores que el grupo CE al finalizar el periodo de
induccion de DM2 excepto el CE (151 [142-235] mg/dL
vs 377 [292-466] mg/dL, p < 0,001). El grupo HFD
alcanzé el peso corporal mas alto al finalizar el periodo
de tratamiento con 680 g (615 - 7509) y el grupo CE el
mas bajo con 514 g (489 — 648 g). Al normalizar el peso
del musculo gastrocnemio con el peso corporal, el grupo
HFD alcanz6 el menor valor con 3,7 = 0,69 mg/g,
mientras el grupo CE presento la relacion peso musculo
gastrocnemio/peso corporal mas alta (4,7 = 1,13 mg/g),
seguido del grupo ZnEx (4,5 + 0,63 mg/g), Ex (4,3+1,1

mg/g) y Zn (4,1 £ 0,71 mg/g). En cuanto a los niveles de Zinc plasmético, la concentracion
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mas alta se encontré en el grupo ZnEx con 147,2 + 26,81 ug/dL, seguido del grupo CE
(142,1 + 12,5 ug/dL), Ex (131,9 + 15,33 ug/dL), Zn (130,2 + 17,5 pg/dL) y por ultimo HFD
(128,8 £ 13,1 pg/dL). Ninguno de los pardmetros presentados en la Tabla 2 presento
diferencias estadisticamente significativas a excepcion de la IPGTT120 al finalizar el

periodo de induccion de diabetes.

Tabla 2. Parametros antropométricos y bioguimicos de los grupos estudiados al finalizar periodo de
intervencién e IPGTT al finalizar el periodo de induccién de diabetes

CE HFD Zn Ex ZnEx valor p
n 7 7 8 8 5
Peso corporal (g) 514 (489-648) 680 (615-750) 652 (606-710) 664 (505-743) 650 (483-718) 0,346
Peso GC (g) 2,8+0,11 2,7£0,35 2,8+0,21 2,7+0,24 28+027 0,554
(Prﬁ;/og)ec /'Peso Corporal 4,7+1,13 3,7 40,69 41+071 43+11 45+063  0,370°
IPGTT 120 min (mg/dL)® 151 (142-235)® 354 (263-454)% 305 (282-489)™ 412 (288-490)® 351 (310-441)% 0,053
Glicemia Final (mg/dL) 276 + 23,45 279 £ 65,04 347 £ 75,49 315 £ 60,95 328+60,05  0,174°
HbA1C (%) 3,80 (3,60-3,90) 4,00 (3,90-4,50) 4,05 (3,75-4,38) 3,95 (3,70-4,35) 3,80 (3,75-4,25) 0,422°
Insulina (ng/mL) 0,11 (0,11-0,13) 0,14 (0,10-0,31) 0,11 (0,09-0,17) 0,14 (0,10-0,18) 0,11 (0,10-0,56) 0,799"
Zinc (ug/dL) 142,1 + 12,5 128,8 + 13,1 130,2 + 17,5 131,9 + 15,33 147,2+ 26,81  0,294°

GC, Musculo Gastrocnemio; IPGTT, Prueba de tolerancia a glucosa intraperitoneal; 2 p < 0,001; Los valores son
expresados como mediana * rangos intercuartiles o promedios + DE: ? Prueba de Kruskal-Wallis y prueba post hoc de
Dunn, ¢ Prueba ANOVA de una via y prueba post hoc de Tukey o @ Prueba de Mann Withney entre la mediana de los
animales de los grupos de intervencion y el grupo CE. € Utilizado para confirmar diagnéstico de diabetes (2250 mg/dL),
posterior al periodo de induccién de la enfermedad.

Entrenamiento de fuerza

Los resultados del entrenamiento de fuerza se evaluaron a través del MHT en la semana
0, 6 y 12 de entrenamiento y se presentan en la Tabla 3. Vale destacar que la medicion del
MHT del grupo HFD (control no entrenado) se realiz6 solo al final el periodo de
entrenamiento (semana 12), mientras que en el resto de los grupos no entrenados (CE y
Zn) el MHT no fue medido, debido a que someterlos a una prueba fisica podria constituir
un estimulo fisiolégico en forma aguda, pudiendo alterar los resultados. Ambos grupos
entrenados mostraron un aumento significativo del MHT entre la semana Oy 12 (Tabla 3y
Figura 8A) donde el grupo Ex duplicé (21 [13 - 51] vs 48 [27 — 113] segundos, p <0,05) y
el grupo ZnEx triplico (22 [19 — 32] vs 65 [41 — 96] segundos, p <0,01) su tiempo de agarre.
Al comparar entre grupos, no se encontré diferencias significativas entre los grupos Ex y
ZnEx en ninguno de los 3 periodos de tiempo. Por otro lado, en la semana 12 (Figura 8B)
tanto el grupo Ex (48 [27 — 113] vs 18 [13 — 22] segundos, p < 0,05) como ZnEx (65 [41 —
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96] vs 18 [13 — 22] segundos, p < 0,01) alcanzaron una MHT significativamente mayor que

el grupo HFD.

Tabla 3. Tiempo maximo de agarre (segundos) segun semana grupos entrenados y HFD

Grupo Semana 0 Semana 6 Semana 12 Valor p
Ex 21 (14-51)2 36 (21-84) 48 (27-113) 0,018*
ZnEx 22 (19-32)° 43 (33-84) 65 (41-96) <0,001*
HFD - - 18 (13-22)
Valor p 0,975** 0,694™ 0,002™

(*) Friedman test; (**) U de Mann-Whitney test; (***) Kruskal-Wallis. Los valores son expresados
como mediana * rangos intercuartiles. Prueba post Hoc de Dunn: 2p < 0,05; P p < 0,01; ¢ p < 0,05;

dp<0,01.
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Figura 8. Tiempo maximo de agarre semana0, 6y 12.
Comparacion tiempo maximo de agarre entre la semana 0, 6 y 12 por grupo (A) y comparacion tiempo maximo de agarre

semana 12 entre grupos. Test de Friedman (A) y prueba de Kruskal-Wallis (B) y prueba post hoc de Dunn (A y B).
(*) p <0,05; (**) p <0,01; (***) p <0,001. Los valores son expresados como medianas + rangos intercuartiles.

Efecto de la suplementacion con zinc y entrenamiento de fuerza en la respuesta
antioxidante: Expresion génica de Nrf2, Cat y Sod1

El grupo CE mostr6 la expresion relativa mas alta de Nrf2, seguido del grupo HFD, y ambos
lograron una expresion significativamente mayor que el grupo Ex (0,74 [0,46 — 1,8] y 0,64
[0,45 — 0,71] vs 0,41 [0,36 — 0,50], p < 0,05 y 0,01 respectivamente), que presento los
niveles mas bajos de expresion. El grupo Zn (0,44 [0,29 — 0,66]) y ZnEx (0,59 [0,32 — 1,1])

no mostraron diferencias significativas con ningun otro grupo (Figura 9A).
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En cuanto a la expresion relativa de Cat (Figura 9B) y Sod1 (Figura 9C) no se encontro
diferencias significativas entre los grupos. Sin perjuicio de lo anterior, el grupo ZnEx mostro
la expresion relativa méas alta de Cat (1,1 [0,62 —1,7]), seguido del grupo HFD (0,94 [0,47
—1,1)), CE (0,64 [0,45 —1,7]), Zn (0,50 [0,25 —0,82]) y por Ultimo Ex (0,44 [0,27 —0,52]),
gue mostro los niveles mas bajos de expresion relativa de Cat. Por su parte, la expresion
relativa de Sod1 fue mayor en el grupo CE (0,66 [0,38 —1,7]), seguido del grupo HFD (0,64
[0,45 —0,88]), Ex (0,42 [0,32 —0,53]), ZnEx (0,41 [0,19 —0,65]) y por ultimo el grupo Zn
(0,35 [0,23 —0,53)).
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Figura 9. Expresion génica relativa de Nrf2, Cat y Sod1.

Expresion génica relativa de Nrf2 (A) Cat (B) y Sod1 (C). Prueba de Kruskal-Wallis y prueba post hoc de Dunn.
(*) p <0,05; (**) p <0,01. Los valores son expresados como medianas + rangos intercuartiles.

Cuando se analizo la influencia individual o combinada del tratamiento con zinc o
entrenamiento de fuerza sobre los niveles de expresidn génica relativa de Nrf2, Cat y Sod1,
se encontrd un efecto significativo el tratamiento combinado sobre la expresion de Nrf2 y
Cat (ANOVA de dos vias, p < 0,05) (Tabla 4).

Tabla 4. ANOVA de dos vias interaccion entre suplementacion con zinc y entrenamiento de fuerza

GSH GSSG GSH/GSSG Nrf2a Cata Sodia  Actividad de
(valor p) (valor p) (valor p) (valor p) (valorp) (valor p) Catalasa
(Valor p)
Entrenamiento de 0,061 0,777 0,182 0,609 0,445 0,285 0,449
fuerza
;i‘ﬂeme“tac'on con 0,388 0,164 0,615 0,467 0,837 0,272 0,087
Entrenamiento x 0,081 0,857 0,142 0,030+ 0,016 0,636 0,039*

Suplementacion
(*) p <0,05; (?) Expresion génica.
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Al evaluar la relacion entre la expresion relativa de Nrf2, Cat y Sod1 con la concentracion
de zinc plasmatico o el MHT en la semana 12, no se encontr6 correlacion. Por el contrario,
se encontrd una correlacion positiva moderada entre la expresiéon de Nrf2 y la expresion de
Cat (r =0,57 [IC 95% 0,27 — 0,76], p < 0,001) (Figura 10A) y Sod1 (r = 0,63 [IC 95% 0,37
— 0,80], p<0,001) (Figura 10B). El detalle de las correlaciones no significativas puede ser

encontrado en el Anexo 4.

A)

oy
~

r=0,57 r=0,63
e P<0001 p < 0,001

w
1
w
1

N
1

N
1

[ ]

=
1
S
[N
1

Expresion relativa de Cat
[ J

Expresion relativa de Sod1
[ J

o

o

T 1 T T T T 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5

Expresion Relativa de Nrf2 Expresion Relativa de Nrf2

Figura 10. Asociacion entre expresion relativa de Nrf2, Cat y Sod1

Correlacion entre la expresion relativa de Nrf2 con Cat (A) y Sod1 (B) en los grupos CE, HFD, Zn, Ex y ZnEx. Coeficiente
de correlacion de Spearman, p < 0,001.

Efecto de la suplementacion con zinc y entrenamiento de fuerza en la respuesta
antioxidante: Niveles de GSH/GSSG

Los niveles de GSHt fueron 0,59 £+ 0,16 umol/g de tejido en el grupo CE; 0,54 £ 0,15 pmol/g
de tejido en el grupo HFD; 0,41 + 0,17 umol/g de tejido en el grupo Zn; 0,40 + 0,18 umol/g
de tejido en el grupo Ex; y 0,39 = 0,15 umol/g de tejido en el grupo ZnEx. El grupo CE
presentd los niveles mas elevados de GSHt mientras que el grupo ZnEx presenté la
concentracion mas baja, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre
grupos (ANOVA de una via, p = 0,0919).

Por su parte, los niveles de GSH (Figura 11A) en el grupo CE fueron de 0,45 £ 0,13 pmol/g
de tejido, concentracidn significativamente mayor en comparacioén a los otros grupos de
intervenciéon (HFD 0,25 + 0,13 umol/g de tejido, Zn 0,18 + 0,10 uymol/g de tejido, Ex 0,23 +
0,13 uymol/g de tejido, ZnEx 0,22 + 0,09 ymol/g de tejido; p < 0,05), mientras que el grupo

Zn presento los niveles mas bajos de GSH.
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Por otro lado, el grupo HFD presenté los niveles mas altos de GSSG con 0,14 (0,12 - 0,14)
umol/g de tejido (Figura 11B), logrando una diferencia significativa con el grupo CE que
mostré la concentracion mas baja (Kruskal-Wallis, p < 0,05). No se observé diferencias

significativas entre los otros grupos.

Finalmente, la relacion entre las concentraciones de GSH/GSSG (Figura 11C) fue de 6,45
(3,79 — 7,63) en el grupo CE, valor significativamente mayor en comparacion al grupo Zny
HFD (p <0,01) que presentaron la relacion mas baja entre las concentraciones de
GSH/GSSG con 1,45 (0,64 — 3,25) y 1,81 (1,23 — 1,88) respectivamente.
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Figura 11. Niveles de GSH y GSSG y relacién GSH/GSSG

Concentracion en musculo gastrocnemio de GSH (A) y GSSG (B) en pmol/g y relacion de GSH/GSSG (C) en uM/uM.
Prueba ANOVA de una via y prueba post hoc de Tukey (A), Prueba de Kruskal-Wallis y prueba post hoc de Dunn (B y C).
(*) p < 0,05; (**) p <0,01; (**) p < 0,001. Los valores son expresados como medianas + rangos intercuartiles. GSH,
Glutation reducido; GSSG, Glutatién disulfuro.

Al analizar la influencia individual o combinada del tratamiento con zinc o entrenamiento de
fuerza sobre los niveles de GSH, GSSG y la relacion GSH/GSSG no se encontré un efecto
significativo en ninguno de los casos (ANOVA de dos vias, p > 0,05) (Tabla 4).

Al evaluar la relacién entre los niveles de GSH y GSSG con la concentracién de zinc
plasméatico o el MHT en la semana 12, se encontré una correlacion negativa moderada
entre el MHT y los niveles de GSSG (r = -0,46 [IC 95% -0,76 — -0,01], p < 0,05) (Figura
12A). En tanto, al examinar su relacion con la expresion de los distintos genes analizados,
los niveles de expresion génica de Sod1l mostraron una correlacién positiva, aunque baja,
con la concentracion de GSH (r = 0,35 [IC 95% 0,001 — 0,62], p < 0,05) (Figura 12B). Las

correlaciones no significativas pueden ser encontradas en el Anexo 4.
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Figura 12. Asociacion entre GSH y expresion relativa de Sod1, y GSSG y tiempo maximo de mantencion

Correlacion entre MHT a la semana 12 y concentracion de GSSG (A) y correlacion niveles de expresion relativa de Sod1
y concentracion de GSH (B) en los grupos CE, HFD, Zn, Ex y ZnEx. Coeficiente de correlacion de Spearman, p < 0,05.
GSH, Glutation reducido; GSSG, Glutation disulfuro.

Efecto de la suplementacién con zinc y entrenamiento de fuerza en la respuesta
antioxidante: Actividad de Catalasa

CAT mostro la mayor actividad en el grupo HFD con 19,63 (10,53 — 31,56) U/mg de
proteina, logrando una diferencia significativa en comparacién al grupo Zn, que presento el
nivel mas bajo de actividad enzimatica con 7,11 (2,36 — 10,58) U de catalasa/mg de
proteina (Kruskal-Wallis, p <0,05) (Figura 13). El grupo CE mostré la segunda mayor
actividad de CAT (12,96 [11,06 — 17,47] U de catalasa/mg de proteina), seguido del grupo
Ex (10,40 [5,99 — 15,87] U/mg de proteina) y ZnEx (9,02 [7,38 — 15,70] U/mg de proteina).
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Figura 13. Actividad enzimética de catalasa

Prueba de Kruskal-Wallis y prueba post hoc de Dunn. (*) p < 0,05. Los valores son expresados como medianas y rangos
intercuartiles.
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Al analizar la influencia individual o combinada del tratamiento con zinc o entrenamiento de
fuerza sobre la actividad de CAT, se encontrd6 un efecto significativo del tratamiento

combinado sobre esta actividad enziméatica (ANOVA de dos vias, p < 0,05) (Tabla 4).

En cuanto a la relacion entre la actividad de catalasa con la concentracion plasmatica de
zinc o el MHT en la semana 12, se encontré una correlaciéon negativa moderada entre el
MHT vy la actividad de esta enzima (r = -0,45 [IC 95% -0,75 — -0,01], p <0,047) (Figura
14A). Por otro lado, cuando se evalud su relacion con la expresién de los distintos genes
analizados, los niveles de expresién génica de Sod1l mostraron una correlacion positiva
baja con la actividad de catalasa (r = 0,36 [0,01— 0,63], p < 0,05) (Figura 14B). Las

correlaciones no significativas pueden ser encontradas en el Anexo 4.
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Figura 14. Asociacién entre actividad de catalasa y tiempo maximo de mantencién y expresion relativa de
Sod1l

Correlacion MHT a la semana 12 y actividad de catalasa (A) y correlacion niveles de expresion relativa de Sod1 y actividad
de catalasa (B) en los grupos CE, HFD, Zn, Ex y ZnEx. Coeficiente de correlacion de Spearman, p < 0,05.

En la Tabla 5 se presenta un resumen de los principales resultados significativos

obtenidos en la investigacion.
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Tabla 5. Resumen principales resultados significativos

Suplementacion y Entrenamiento

* IngestadezincenZnyZnEx>HFDyEx 2
* 1 MHT semana 12 vs 0 en Ex y ZnEx P
* MHT semana 12 en Exy ZnEx > HFD ¢

Expresion Génica

*  Expresion Nrf2 en CEy HFD > Ex ©
* Influencia significativa tratamiento combinado sobre expresion Nrf2 y Cat d
*  Correlacion positiva expresion Nrf2 con expresion Cat y Sod1 €

Niveles de Glutation

*  [GSH] en CE > HFD, Zn, Exy ZnEx f

* [GSSG]enHFD >CE¢

* GSH/GSSG enCE >HFDy Zn°¢

*  Correlacion positiva [GSH] con expresién Sod1 €

*  Correlacion negativa [GSSG] con MHT semana 12 €

Actividad enzimética Catalasa

* Actividad catalasa en HFD > Zn ¢

* Influencia significativa tratamiento combinado sobre actividad catalasa ¢
*  Correlacién negativa actividad catalasa con MHT semana 12 ¢

*  Correlacion positiva actividad catalasa con expresion Sod1 ©

MHT, Tiempo méximo de Agarre; [GSH], Concentracion de Glutation Reducido; [GSSG], Concentracién
de Glutation Oxidado; GSH/GSSG, Relacién Glutation Reducido y Glutation Oxidado.2 Prueba U de
Mann-Whitney; b Test de Friedman; ¢ Prueba de Kruskal-Wallis y post hoc de Dunn, ¢ ANOVA de dos
vias; e Coeficiente de correlacion de Spearman; f ANOVA de una via y post hoc de Tukey

Discusion

Se ha sugerido que el zinc y el entrenamiento de fuerza podrian tener efectos positivos
sobre la respuesta antioxidante y la modulacién del dafio oxidativo en el musculo
esquelético a causa de la DM2. Es asi como en este trabajo se ha propuesto que el zinc,
en combinacion al entrenamiento de fuerza, podrian modular la respuesta antioxidante en
el masculo gastrocnemio de ratas diabéticas a través de la induccién de los efectos de
NRF2, proteina que participa en la expresion de distintas moléculas de antioxidantes,
incluidas las enzimas SOD y CAT, pudiendo contribuir al aumento de su actividad, y GCL y
GS involucradas en la sintesis del GSH (Cuadrado et al., 2019; Vargas-Mendoza et al.,
2019; K. Wang et al., 2013; Yamada et al., 2019), pudiendo llevar al aumento en los niveles
de esta proteina y generando una mejoria en el estado oxidativo, evaluado a través de la
relacion GSH/GSSG, en el tejido estudiado.
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Para la induccion de diabetes se establecio un protocolo de alimentacién con HFD en ratas
jovenes, el cual se prolongé durante 18 semanas y culminé con el diagndstico de DM2 en
aquellos animales con una glucosa en sangre 2250 mg/dL a los 120 minutos, administrando
una pequefia dosis de STZ en las ratas con una glicemia menor al criterio diagndstico y
evaluando nuevamente el logro del parametro deseado. Esto permiti6 que 30 de 52
animales fueran incluidos en la siguiente fase del proyecto, de los cuales 9 fueron
administrados con STZ vy distribuidos equitativamente entre los grupos de intervencion,
permitiendo controlar diferencias asociadas al uso de STZ para lograr el diagnéstico de
DMZ2. Las ratas alimentadas con HFD que se incluyeron en la siguiente fase de intervencion
mostraron una glicemia significativamente mayor a la del grupo CE, mostrando los positivos
resultados del modelo de induccion de diabetes a través de HFD y una pequefia dosis de
STZ. Este modelo ha exhibido previamente caracteristicas metabodlicas y de progresion
natural similar a la DM2 en humanos, ademas de causar hiperglicemia estable y de larga
duraciéon (Gheibi et al., 2017). Ha mostrado utilidad para estudiar los efectos del EO en
distintos tejidos, incluyendo el ME (Baldissera et al., 2016), ademas de alteraciones en
parametros bioquimicos, marcadores inflamatorios, sefalizacién de insulina, entre otras
(Garcia-Diaz et al., 2007; Gheibi et al., 2017; Vivero et al., 2021).

En relacién con el protocolo de intervencion con HFD y suplementacion con zinc y/o
entrenamiento de fuerza, al final del periodo de tratamiento todos los grupos mostraron un
peso mayor en comparacion al peso inicial. Pese a que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la ingesta alimentaria entre grupos, al evaluar la ingesta
de zinc se observé que los grupos suplementados consumieron en promedio sobre 6 veces
mas zinc que los grupos no suplementados, diferencia estadisticamente significativa.
Resulta llamativo que, pese a la notoria diferencia en la ingesta, la concentracién de zinc
plasmatico no haya mostrado diferencias entre grupos, sin embargo, otros estudios con
administracion de zinc en cantidades elevadas han reportado resultados similares. Podany
et al. estudi6 los efectos del consumo excesivo de zinc en ratones C57/B16 en periodo
neonatal sobre el estrés oxidativo, para lo cual se administré 100ug zinc en 20uL de
sucralosa 10% desde el segundo hasta el décimo dia neonatal en el grupo suplementado
(10 veces la ingesta adecuada), mientras que el control recibio solo 20uL de sucralosa 10%.

Al analizar los niveles de zinc plasmatico no se encontré diferencias entre los grupos
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producto de la suplementacion (Control 32+6 uM vs Suplementado 31,8+3,2 uM), mientras
la acumulacién tisular de zinc en el intestino delgado e higado mostro ser significativamente
mayor producto de la administracion de zinc (Podany et al., 2019). Piao et al. evalué los
efectos subtoxicos del zinc en distintos tejidos y érganos de ratas Wistar que recibieron
4mg/kg de zinc (Znwow), 8 mg/kg de zinc (Znwigh) 0 tratamiento control (solucion salina)
administrados intraperitonealmente una vez cada dos dias durante 14 dias. Pese a que el
grupo Znnigh recibié el doble de suplementacion que el grupo Znow Y alin mas que el grupo
control, los niveles de zinc en sangre resultaron similares en todos los grupos (Control 6,90+
2,25 pg/g vs Zniow 7,28 £ 1,62 ug/g vs Znwigh 7,31 £ 1,76 pg/g, p > 0,05) (Piao et al., 2003).
Por el contrario, en el estudio de Bicer et al. donde se administro 6mg/kg/dia de sulfato de
zinc intraperitoneal en ratas Sprague-Dawley por 4 semanas de forma separada o en
combinacion a la realizacién de natacion una vez al finalizar el periodo de suplementacién,
se observé que la suplementacion aumentd de forma significativa el zinc en plasma. Sin
embargo, la presencia de diabetes disminuy6 de forma importante el zinc plasmatico pese
a su suplementacion, haciéndola incluso inferior al grupo control no suplementado.
Ademas, el zinc plasmético en los grupos diabéticos suplementados no mostré diferencias
(Diabetes + zinc y Diabetes + zinc +natacion). La actividad fisica también disminuyo el zinc
plasméatico en todos los grupos en comparacion a sus respectivos controles, a excepcion
de los grupos diabéticos suplementados como se mencion6 (Bicer et al.,, 2012). En
consecuencia, es posible que el zinc plasmatico no logre reflejar el estatus real de este
mineral en el organismo de las ratas frente a la administracion de concentraciones elevadas
de zinc, especialmente en el contexto de diabetes. Pese a ser uno de los biomarcadores
mas utilizados y haberse demostrado su utilidad previamente (Lowe et al., 2009), este
indicador posee limitaciones debido a que puede verse afectado producto de la inflamacién
y alimentacion, generando variaciones diurnas de hasta 20%. Es por tanto que, para lograr
una mejor estimaciéon del estado nutricional de zinc se ha sugerido la medicion de sus
reservas intercambiables o su contenido en metalotioneinas (MT) (Hess et al., 2007;
Wieringa et al., 2015), de la misma forma que podria ser de utilidad medir su concentracion

en los tejidos estudiados (Podany et al., 2019).

En cuanto al entrenamiento de fuerza, los grupos entrenados mostraron un aumento

significativo en el MHT entre el inicio y el final de las 12 semanas de intervencién, ademas
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de mostrar un rendimiento significativamente mayor en la prueba fisica en la semana 12 en
comparacion el grupo HFD, demostrando el éxito del programa de entrenamiento sobre el
fortalecimiento muscular de las ratas. Como se mencion6 previamente, en los grupos CE y
Zn (no entrenados) no se midié el MHT para evitar la presencia de estimulos fisiol6gicos
gue pudiesen alterar el resto de los parametros evaluados en el estudio. Entre el grupo Zn
y ZnEx no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el MHT medido a
la mitad y final de la intervencion, sin embargo, el grupo ZnEx presentd un rendimiento 20%
y 50% mayor en la semana 6 y 12 respectivamente, en comparacion al grupo EXx, lo cual
podria dar cuenta de un efecto sinérgico de la suplementacion con zinc y el entrenamiento
de fuerza en el rendimiento fisico de los animales. Se ha reportado que los incrementos en
el MHT estan asociados a hipertrofia de fibras musculares tipo 1l en el musculo
gastrocnemio (aumento en micrometros determinado a partir de la medicion del diametro
de las fibras), segun observo previamente Kruger et al. en un protocolo de entrenamiento
similar al presentado (Krlger et al., 2013). Pese a que la medicion de la hipertrofia de las
fiboras no ha sido motivo de esta investigacién, es posible que estas modificaciones
estructurales hayan contribuido al fortalecimiento muscular observado en las ratas. No se
observaron diferencias en el peso del masculo gastrocnemio de los animales entrenados
en comparacion a los no entrenados, pero al normalizar el peso muscular por el peso
corporal de los animales, el grupo Ex y ZnEx mostraron una relacion peso musculo
gastrocnemio/peso corporal (mg/g) 16% y 20% mayor al grupo HFD y 5% y 10% mayor que
el grupo Zn, respectivamente, aunque menor a la del grupo CE, pudiendo dar cuenta del
efecto negativo de la DM2 sobre la integridad del musculo esquelético por sobre el

entrenamiento.

Respecto de los parametros de la respuesta antioxidante estudiados, a diferencia de lo
esperado, el tratamiento con zinc y/o entrenamiento de fuerza no produjo un aumento en
ninguno de estos en comparacion al grupo HFD, a excepcion de la expresion génica de Cat
gue alcanz6 su mayor magnitud en el grupo ZnEx, aunque esta diferencia no logré ser
estadisticamente significativa. Esto eleva la interrogante de si las caracteristicas del
protocolo de suplementacion y actividad fisica fueron las necesarias para lograr los efectos
esperados, o si los mecanismos de accion de ambas intervenciones en el muasculo

gastrocnemio fueron diferentes de lo presupuestado. Al analizar los resultados se observo
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que el grupo Zn presentd los menores niveles de expresion de Sod y la menor
concentracién de GSH y actividad de catalasa, mientras que al combinar la suplementacion
de zinc con entrenamiento de fuerza (ZnEx) el valor de estos parametros parece haberse
restaurado hasta lograr valores cercanos a los del grupo Ex. Esto permite plantear la idea
de un posible antagonismo entre los efectos de la suplementaciéon con zinc y el
entrenamiento de fuerza, en donde el ejercicio pareceria haber disminuido parcialmente los
aparentes efectos negativos del zinc observados sobre las variables de la respuesta
antioxidante estudiadas en el musculo gastrocnemio. Es sabido que, en niveles adecuados
en el organismo, el zinc cumple un rol relevante en la respuesta antioxidante como cofactor
de la enzima SOD y a través de su rol en la regulacion de la expresion de MT. Ademas,
contribuiria en la regulacion de la expresion de distintos sistemas antioxidantes a través de
la induccion de la accién de NRF2 (Marreiro et al., 2017; Prasad & Bao, 2019). Es posible
cuestionarse si la cantidad de zinc entregada a los grupos suplementados fue reducida o
insuficiente, impidiendo asi cambios a nivel plasmatico y efectos positivos sobre la
respuesta antioxidante en el muasculo esquelético. Sin embargo, como se mencioné
previamente, el grupo Zny ZnEx recibieron sobre 6 veces mas zinc a través de la dieta que
los grupos no suplementados. Considerando que todos los grupos, a excepcion del CE,
fueron alimentados con la misma dieta HFD (sin variaciones en su composicion a excepcion
de la adicion de sulfato de zinc) es posible descartar la presencia de elementos en la
alimentacion que hayan afectado de forma significativa la absorcion de zinc, como fitatos o
fibra (Lonnerdal, 2000), especificamente en los grupos suplementados en comparacion al
resto. Ademas, si ese fuera el caso, seria esperable observar la ausencia de efectos
producto de la suplementacién con zinc y que el grupo Zn presentara parametros de
respuesta antioxidante similares a los exhibidos por el grupo HFD. Por el contrario, el grupo
Zn presentd una disminucion en todos los parametros antioxidantes estudiados en
comparacion a todos los grupos, incluyendo al grupo HFD, dando cuenta de la presencia
de un aparente efecto negativo producto de la suplementacion. Ahora bien, se ha propuesto
que el requerimiento de zinc en ratas, tanto en periodo de crecimiento como de mantencion,
corresponde a 12 mg de zinc/kg de dieta (National Research Council (US) Subcommittee
on Laboratory Animal, 1995), mientras que en esta investigacion se han utilizado
concentraciones de 250 mg de zinc por kg de dieta, concentracion elevada que, pese a no

alcanzar niveles toxicos, ha mostrado que puede llevar al desarrollo de deficiencia de Cobre
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(Cu) cuando el consumo de este ultimo mineral es proporcionalmente bajo, lo cual se ha
relacionado con efectos pro oxidantes en el organismo (Sandstead, 1995). En particular,
altas ingestas de zinc afectarian la absorcién de Cu (DiSilvestro & Cousins, 1983) debido a
su capacidad para regular la sintesis de MT en las células de la mucosa intestinal, las cuales
en parte controlan el ingreso de Cu al cuerpo. Cuando las células de las mucosas son ricas
en MT, poco cobre es absorbido y, por el contrario, es regresado al lumen intestinal cuando
las células de la mucosa se renuevan (Sandstead, 1995). Ademas, elevadas
concentraciones de zinc pueden desplazar competitivamente al Cu desde su proteina de
union y transportadora en el organismo, contribuyendo al desarrollo de deficiencia (Prasad
& Bao, 2019). En consecuencia, la reduccion en los niveles de Cu llevaria a la disminucion
en la expresion y actividad de enzimas dependientes de cobre, como la ceruloplasmina,
citocromo c oxidasa y la Cu-Zn SOD que posee un rol clave en la respuesta antioxidante.
Esto ha llevado a destacar la relevancia de administrar cantidades suficientes y
proporcionales de Cu en paralelo a la administracion suplementaria de zinc (Maret &
Sandstead, 2006). Sumada a la alta concentracion de zinc suplementada en esta
investigacion, es probable que la dieta HFD debido a su composicibn basada
principalmente en alimentos ultra procesados (paté de cerdo, chocolate blanco, papas fritas
y galletas) contenga una baja cantidad de micronutrientes, incluyendo un reducido
contenido en Cu, 0 al menos proporcionalmente bajo en comparacion al zinc administrado.
Por tanto, una posible explicacion para los resultados observados en el grupo Zny, en parte
ZnEx es que, debido a un elevado consumo de zinc por tiempo prolongado en contraste
con una ingesta no proporcional de Cu, los grupos suplementados hayan visto afectada
parte de su respuesta antioxidante producto de un deterioro en su estado nutricional de Cu.
Sin perjuicio de lo anterior, es importante destacar que la respuesta antioxidante es un
fendmeno amplio y complejo, en el cual participan una serie de diversos componentes
(Chan & Decker, 1994; Zuo & Pannell, 2015) y en esta investigacion se ha estudiado solo
una parte de esta. Es por esta razon, que en futuras investigaciones se sugiere integrar el
andlisis de variables como el contenido de zinc en el tejido estudiado y la ingesta y estatus
nutricional de Cu y otros minerales que puedan verse influidos por la suplementacion de
elevadas concentraciones de zinc, ademas de analizar distintas dosis de suplementacion y
marcadores de dafio oxidativo que permitan diferenciar el efecto del consumo elevado de

zinc en el masculo sobre la respuesta antioxidante.
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Por su parte, es reconocido que la actividad fisica posee efectos positivos sobre la
regulacion de la glicemia, parametros metabolicos y el estatus inflamatorio (Church et al.,
2010; Hajizadeh Maleki & Tartibian, 2018; Nunes et al., 2016; Zanuso et al., 2017). En tanto,
los efectos del ejercicio sobre el estrés oxidativo, aunque han mostrado ser positivos,
exhiben una alta dependencia de la modalidad de entrenamiento utilizada y el estado de
salud inicial de los pacientes (Oliveira et al., 2020; Poblete-Aro et al., 2018). En cuanto al
ejercicio de fuerza y la contraccidbn muscular se ha propuesto que estos podrian estimular
la respuesta antioxidante a través de la induccién de NRF2 (Vargas-Mendoza et al., 2019;
Yamada et al., 2019). Sin embargo, son pocos los estudios que han incluido un protocolo
de entrenamiento isométrico de larga duracion para el fortalecimiento muscular y estudiado
su impacto en el estrés oxidativo como en la presente investigacion. Neves et al. compard
el efecto de un entrenamiento de fuerza dinamico (DRT) vs isométrico (IRT) 5
veces/semana durante 12 semanas en la capacidad redox muscular, el estado inflamatorio,
la fuerza e hipertrofia muscular de ratas Wistar sanas. Ademas, al grupo IRT se le afladi6
cargas del 30% del Peso de Carga Maxima. El grupo DRT mostré mejoras significativas en
la homeostasis glicémica, el estatus redox y el balance inflamatorio en comparacién al
control y el grupo IRT. En patrticular, el grupo IRT mostré niveles de éxido nitrico, actividad
de catalasa y niveles de glutation (GSH, GSSG y GSH/GSSG) en el muasculo tibial anterior
sin diferencias al grupo control, mientras que la capacidad antioxidante total (equivalentes
trolox) y la actividad de SOD resultaron menores en el grupo IRT (diferencia no
estadisticamente significativa). De forma similar al estudio de Neves et al., en nuestra
investigacion el entrenamiento de fuerza isométrico no mostré efectos estadisticamente
significativos sobre los parametros antioxidantes. En particular, al igual que el tratamiento
con zinc, la expresion de Nrf2 (diferencia estadisticamente significativa) y enzimas
antioxidantes, y la actividad de Catalasa resulté menor en el grupo Ex en comparacion al
grupo HFD. Sin embargo, el entrenamiento parece haber tenido un efecto positivo de baja
intensidad sobre el estado oxidativo en el musculo gastrocnemio, logrando una relacion
GSH/GSSG levemente mayor que el grupo HFD, aunque significativamente menor en
comparacion al grupo CE. Esta idea parece verse reforzada al observar una relaciéon
negativa de moderada intensidad al correlacionar los niveles de GSSG con el MHT en la
semana 12. Por tanto, es posible que el entrenamiento haya influenciado la respuesta

antioxidante por medio de factores no estudiados en esta investigacion e independientes
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de NRF2, debido a que el grupo Ex presentd la menor expresion de este factor de
transcripcion. Peters et al. encontré que un entrenamiento isométrico de 6 semanas en
adultos hipertensos, basado en contracciones de 45 segundos utilizando el dinamdmetro
de mano, produjo mejoras en las defensas antioxidantes medidas por la relacion
GSH/GSSG en plasma en comparacion al inicio de la intervencion, mientras que no se
observaron modificaciones en los demas parametros antioxidantes estudiados (Peters et
al., 2006). Tal como se observé en el estudio de Neves et al., el tipo de ejercicio, asi como
su intensidad y frecuencia jugarian un rol relevante en las modificaciones a nivel muscular,
incluyendo los parametros oxidativos. Ademas, logré observar que las mejoras en el perfil
glicémico se asociaron a mejoras en el estatus redox (Neves et al., 2019). Kruger et al.,
pese a no haber estudiado los efectos del entrenamiento isométrico sobre la respuesta
antioxidante, compar6 los efectos del entrenamiento de fuerza isométrico con un
entrenamiento aerébico, encontrando que este Ultimo genero una mayor mejora en la
tolerancia a la glucosa en ratones obesos y un aumento significativo en los niveles de
GLUT4 en el musculo gastrocnemio, lo cual podria estar relacionado con mejoras en el
perfil oxidativo (Kruger et al., 2013). Por tanto, es posible que el protocolo de entrenamiento
utilizado en la presente investigacion no haya tenido la intensidad suficiente para producir
mejoras significativas en la respuesta antioxidante en contraste a lo observado con ejercicio
de fuerza dindmico o ejercicio aerdbico, especialmente considerando que no se observaron
mejoras en el perfil glicémico producto de la intervencion. Por otro lado, es importante
considerar que a diferencia de otras investigaciones, este estudio contd con ratas diabéticas
gue fueron expuestas a HFD por un periodo prolongado (30 semanas), probablemente
alterando su capacidad de respuesta metabdlica y antioxidante al entrenamiento, asi como
se ha observado en otros estudios, donde los animales diabéticos entrenados presentaron
niveles de actividad enzimatica antioxidante en plasma menores a los grupos diabéticos
control (Bicer et al., 2012).

Tal como se mencion6 previamente, a diferencia de lo esperado, la intervencion combinada
con zinc y entrenamiento de fuerza no mostré un aumento significativo sobre los parametros
de la respuesta antioxidante estudiados en comparacion al grupo HFD. El andlisis
estadistico (ANOVA de dos vias) mostr6 una influencia significativa producto del

tratamiento combinado sobre la expresion de Nrf2 y Cat, sin embargo, dichos parametros
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no mostraron diferencias estadisticamente significativas en el grupo ZnEx en comparacion
al resto de los grupos. Sin perjuicio de lo anterior, es posible observar una tendencia no
significativa al aumento en los niveles de expresion de Nrf2 en el grupo ZnEx en
comparacion al grupo Zn y EX, y en los niveles de expresion de Cat en comparacion al
grupo Zn, Ex y HFD. Ademas, se observé una correlacion positiva de moderada intensidad
entre los niveles de expresion de Nrf2 y Cat. Esto podria dar cuentas de la existencia de un
efecto positivo sinérgico entre ambas intervenciones sobre la expresion de Nrf2, y
parcialmente a través de la accion de este ultimo, sobre la expresion de Cat. Ahora bien,
es probable que la intensidad de estos efectos se haya visto influida por los factores
discutidos en los parrafos previos. Sumado a lo anterior, los niveles de expresion génica de
Cat no se correlacionaron con su actividad enzimatica, lo cual podria estar asociado a
mecanismos de regulacion post transcripcional de la expresion final de la enzima (Sadi et
al., 2014). En paralelo, se observé que el tratamiento combinado redujo los niveles de
GSH/GSSG vy la actividad de catalasa, aunque en un grado menor que la suplementacion
aislada con zinc y un poco mayor que el entrenamiento aislado. Esto podria indicar un
posible efecto antagdnico de ambas intervenciones en dichos pardmetros en el masculo
gastrocnemio, en donde el entrenamiento pareceria contrarrestar parcialmente los
aparentes efectos del zinc. Sin embargo, es relevante mencionar que la relacion
GSH/GSSG presenté una tendencia no significativa al aumento en el grupo ZnEx en
comparacion al grupo HFD, aunque de menor intensidad que en el grupo Ex. El ejercicio
ha mostrado tener un importante efecto sobre la regulacion de la homeostasis del zinc. En
particular se ha observado un aumento en la expresion y niveles de MT producto del
ejercicio en distintos tejidos, incluyendo el musculo gastrocnemio (Saxena et al., 2010),
tejido adrtico (Bobillier et al., 2001), células del tabulo proximal renal (Podhorska-Okotow et
al., 2006), hipocampo (Ni et al., 2011) y médula espinal (Hashimoto et al., 2009). Las MT
resultan claves en la regulacion de los niveles de zinc y su distribucion en el espacio
intracelular, y frente a elevadas concentraciones de este mineral lo unen fuertemente,
pudiendo ademas secuestrarlo hacia organelos o exportarlo de la célula (Palmiter, 2004).
Por otro lado, el ejercicio ha mostrado regular positivamente a distintos transportadores
intracelulares de zinc, pudiendo favorecer su movilizacién desde el citosol a organelos
celulares (Ni et al., 2011). Sumado a lo anterior, el ejercicio contribuiria a la redistribucion

del zinc no solo a nivel celular sino a lo largo del organismo. Es asi, que luego de 10
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semanas de entrenamiento en hombres jovenes se observé un aumento de los niveles de
zinc en plasma y una reduccién en eritrocitos (Toro-Roman et al., 2022), mientras que el
entrenamiento prolongado en el tiempo en ratas mostré una disminucion de los niveles de
zinc en el musculo soleo y gastrocnemio, en paralelo a un aumento a nivel renal (Kuru et
al., 2003). De esta forma, y considerando lo discutido previamente, es posible que el
entrenamiento haya favorecido la redistribucién de los niveles de zinc a través de distintas
vias, influyendo positivamente sobre su homeostasis y contribuyendo a la disminucion de
posibles efectos negativos sobre los pardmetros antioxidantes estudiados productos de una

elevada administracion de zinc.

Resulta llamativo que los grupos tratados con zinc y/o entrenados mostraron una
concentracion de GSHt (0,40 = 0,16 pmol/g tejido promedio entre los grupos Zn, EX y ZnEx)
menor que el grupo CE (0,59 + 0,16 ymol/g de tejido) y HFD (0,54 + 0,15 umol/g). Esta
tendencia no significativa a la disminucion en los niveles de GSHt podria reflejar un posible
efecto de las intervenciones sobre su sintesis o eflujo desde los tejidos. Sin embargo, no
se encontré evidencia en la bibliografia que permita apoyar esta idea. Sin considerar la
direccion de las modificaciones en los parametros estudiados, es interesante discutir
brevemente la magnitud de los valores de GSH y GSSG encontrada en el tejido estudiado.
En relacién con el GSH, existe una alta heterogeneidad en la unidad utilizada para expresar
los niveles de esta molécula y su contraparte oxidada, los cuales en esta investigacion se
han expresado en pmol/g de tejido, dando concentraciones aparentemente bajas y menores
a 1. Mientras que la mayoria de los estudios expresan la concentracion de GSH por mg de
proteina, Barazzoni et al. encontré concentraciones de GSH y GSSG en torno a 200-300
pmol/mg tejido (0,2-0,3 umol/g tejido) y 18-35 pmol/mg tejido (0,018-0,035 umol/g tejido) en
el musculo gastrocnemio de ratas sometidas a una infusion de insulina, glucosa y acidos
grasos no esterificados (Barazzoni et al., 2012), concentraciones bastante similares a las
encontradas en la presente investigacion. Otros estudios en el musculo gastrocnemio de
ratas diabéticas han exhibido concentraciones en torno a ~8 uM/mg proteina para GSHt
(Sanchez-Duarte et al., 2021), ~0,7-1,8 nmol/mg proteina para GSH y ~0,017 nmol/mg
proteina para GSSG (Diniz Vilela et al., 2016; Herlein et al., 2009). Estas diferencias en la
forma de expresar el contenido de GSH dificulta la comparacioén con nuestros resultados,

especialmente considerando que el contenido de proteina utilizado para este ensayo no fue
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cuantificado. Por otro lado, es importante considerar que existen diferencias entre las
metodologias utilizadas en los estudios presentados que contribuyen a la heterogeneidad
de resultados. Si perjuicio de lo anterior, los valores presentados por Barazzoni et al.
permitirian sefialar que el contenido de GSH y GSSG en el musculo gastrocnemio presente
en este estudio es comparable a los resultados obtenidos en otros estudios en el musculo

gastrocnemio de ratas.

En paralelo a todo lo ya mencionado, es importante destacar que, pese a la direccion de
las modificaciones observadas en los parametros estudiados, la magnitud de las diferencias
entre los grupos de intervencién no logré ser estadisticamente significativa en la mayoria
de los casos. De la misma forma y como ya se menciond, la respuesta antioxidante es un
fendmeno amplio, en el cual participan distintos componentes, tanto a nivel muscular como
en el organismo y en este estudio se estudié solo una pequefia parte de esta en un tejido
especifico. Es asi que, a pesar de no obtenerse los resultados esperados sobre los
parametros antioxidantes estudiados en el musculo gastrocnemio, no es posible descartar
gue la intervencion haya tenido efectos sobre otros parametros antioxidantes no estudiados
en este u otros tejidos, y de la misma manera, no es posible asegurar que los resultados
locales observados sean un reflejo global de la respuesta antioxidante y estado oxidativo
en el organismo de ratas diabética tratadas con suplementacién con zinc y/o entrenamiento

de fuerza.

Dentro de las limitaciones de este proyecto, el efecto de la intervencién sobre los niveles
de NRF2 se evalu6 a través de la expresion génica y no proteica de este factor de
transcripcion, pudiendo existir diferencias entre los niveles de mMRNA y proteinas de NRF2
producto de modificaciones post transcripcionales. No se ha incluido la medicion de la
expresion proteica de NRF2, a través de por ejemplo western blot, debido a la cantidad
limitada de muestra de tejido de musculo gastrocnemio y recursos disponibles para los
analisis. Sin perjuicio de lo anterior, la evidencia ha mostrado concordancia entre la
direccion del cambio en los niveles de mRNA vy proteinas de NRF2 (Neilson et al., 2021).
Ademas, la medicién de la expresion génica de Cat y Sod, la cual es regulada en parte por
NRF2, constituye un indicador de la actividad de esta proteina. Sumado a lo anterior, todos
los marcadores estudiados fueron analizados una vez finalizado el periodo de intervencion,

impidiendo detectar adaptaciones, cambios a través del tiempo en dichos pardmetros o
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modificaciones agudas sobre estos productos del entrenamiento. Es importante destacar
que durante el disefio del presente proyecto se consideré la inclusion de la determinaciéon
del dafio oxidativo a través de la medicidon de proteinas carboniladas y/o isoprostanos, sin
embargo, la cantidad de muestra necesaria para dichos ensayos, en contraste con la
cantidad de muestra disponible, sumado a los recursos disponibles dentro del proyecto,
impidieron la inclusion de estas determinaciones. En otro aspecto, aunque el modelo de
DMZ2 inducida por HFD en ratas es una buena aproximacion para el estudio de potenciales
estrategias terapéuticas para esta enfermedad, se ha propuesto que la duracién de los
protocolos puede afectar el desarrollo de alteraciones fisiopatologicas (Heydemann, 2016),
pudiendo limitar la interpretacion de los resultados y la extrapolacion de conclusiones a
modelos de mayor complejidad. Sumado a lo anterior, y como se discutié en la seccidn
“Cumplimiento de objetivos”, la medicion de la actividad de SOD no pudo llevarse a cabo,
pudiendo representar la pérdida de informacion util para el analisis de los efectos de la

intervencion.

Conclusion
La presente investigacion estudio los efectos del tratamiento de suplementacion con zinc
y/o entrenamiento de fuerza isométrico sobre pardmetros de la respuesta antioxidante en
el masculo gastrocnemio de ratas con diabetes inducida por HFD y una pequefia dosis de
STZ. La intervencién combinada o aislada no produjo efectos significativamente positivos
sobre los parametros de la respuesta antioxidante estudiados, aunque se observo un leve
efecto positivo de la suplementacion en conjunto con entrenamiento sobre la expresion de
Nrf2 y Cat en comparacion al tratamiento por separado. Ademas, el entrenamiento y el
tratamiento combinado mostraron un leve efecto positivo sobre el estado oxidativo medido
por GSH/GSSG. Sin embargo, la intervencion mostré efectos aparentemente negativos en
el resto de los indicadores, especialmente en el grupo suplementado con zinc. Sumado a
lo anterior, se observo un aparente antagonismo entre los efectos de la suplementacion con
zinc y ejercicio de fuerza isométrica. Es posible que las caracteristicas de la suplementacién
y la intensidad del entrenamiento hayan determinado la falta de resultados positivos

producto de la intervencion.

Hasta donde se sabe, esta seria la primera investigacion en estudiar el efecto del

tratamiento combinado con zinc y entrenamiento de fuerza isométrica sobre la respuesta
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antioxidante a nivel muscular, y se han obtenido interesantes resultados que motivan a
extender la investigacion en esta direccion. Futuros estudios que evalien el efecto de
distintas dosis de suplementacién con zinc en combinacién a protocolos de entrenamiento
de distintas caracteristicas e intensidades sobre la respuesta antioxidante a nivel muscular
son necesarios para ampliar nuestro conocimiento sobre la interaccion de dichos

tratamientos y su potencial efecto coadyuvante sobre la DM2.
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Anexos

Anexo 1. Programa de entrenamiento de fortalecimiento muscular

Semana/ n° repeticiones x Re:sistgncia externa . n° repeticiones x Re:sist_encia externa
Dia series afiadida (% masa Semana/ Dia series afiadida (% masa
corporal) corporal)
Evaluacion inicial (Semana 0) Evaluacion Intermedia (Semana 6)
S1/ D1 2x3 0 S7/ D1 2x3 40
S1/ D2 2x4 0 S7/ D2 2x4 15
S1/ D3 2x3 5 S7/ D3 2x3 45
S2/ D1 2x4 5 S8/ D1 2x4 40
S2/ D2 2x3 0 S8/ D2 2x3 15
S2/ D3 2x4 10 S8/ D3 2x4 45
S3/D1 2x3 15 S9/ D1 2x3 45
S3/ D2 2x4 5 S9/ D2 2x4 20
S3/ D3 2x3 20 S9/ D3 2x3 50
S4/ D1 2x4 20 S10/ D1 2x4 45
S4/ D2 2x3 5 S10/ D2 2x3 20
S4/ D3 2x4 25 S10/ D3 2x4 50
S5/ D1 2x3 35 S11/D1 2x3 50
S5/ D2 2x4 10 S11/ D2 2x4 25
S5/ D3 2x3 40 S11/ D3 2x3 55
S6/ D1 2x4 35 S12/ D1 2x4 50
S6/ D2 2x3 10 S12/ D2 2x3 25
S6/ D3 2x4 40 S12/ D3 2x4 55
Evaluacion Final (Semana 12)

53



Anexo 2. Certificado Aprobacion Comité de Bioética Facultad de Medicina
Universidad de Chile

<>
UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
--:--,:,- COMITE DE BIOETICA SOBRE INVESTIGACION EN ANIMALES

CERTIFICACION

El Comit de Bidiica Sobre Investigacin en Animales de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, certifica que en el Proyecto de Investigaciin titulado “Interaccién entre la
suplementacion con zinc y entrenamiento de fuerza como elementos claves para mejorar el
tratamiento de la diabetes tipo-2. (Interaction between supplemental zinc and muscle-strength
training as a key element to improve type-2 diabetes therapy)”, cuyo Investigador Responsable es
el Prof. Manuel Ruz Ortiz del Departamento de Nutricin, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile, no se plantean acciones que contravengan las Normas Biddticas Bisicas de Manejo y
Cuidados de los Animales a utilizar en los procedimientos experimentales planificados
(Protocolo CBA 0869 FMUCH).

El Prof. Ruz se ha comprometido a mantener los procedimientos experimentales
planteados en el Protocolo de trabajo y a no realizar modificaciin alguna sin previa notificacin y
posterior aprobaciin por parte de este Comit.

Se otorga la presente certificaciin por 48 meses, tiempo estimado de ejecucin del proyecto,
el cual sed financiado por FONDECYT REGULAR 1160792.

El Comité de Bioética sobre Investigacion en Animales de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile
esta constituido por 13 miembros con experiencia en bioética asociada a experimentacion animal: 3
veterinarios, 8 académicos de diversas disciplinas y 2 personas ajenas a la academia. El certificado que
emite el Comité procede de la aprobacién del “PROTOCOLO DE MANEJO Y CUIDADOS DE ANIMALES
DE LABORATORIO” después de un estudio acucioso por sus miembros y de la acogida de los
investigadores o jefes de Bioterios, de las observaciones exigidas por el Comité.

O U
(NS,
4
W

/G” Comité de Etica & ’7,
estigacion »

C_ \/CL/ 8 :\&a[nc |

Dr. Carlos Vale\uz;xela Y;n Q ;

Presidente (S’} N
Comité de Bioética sobre Investigac

Santiago, 14 de junio de 2016.

Comité de Bioética sobre Investigacion en Animales
Facultad de Medicina - Universidad de Chile
Avda. Independencia 1027, Independencia 8380453, Santiago, Chile
Fono: 2 978 6923, Email: cba@med.uchile.cl
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Anexo 3. Analisis de normalidad prueba de Shapiro-Wilk

Tabla 6. Prueba de normalidad Shapiro-wilk

Variable dependiente Estadistico gl Valorp
Peso Final Ratas 0,875 35 0,001*
Peso musculo gastrocnemio 0,965 35 0,331
Relacion peso GC/Peso corporal 0,975 35 0,606
Glicemia Final 0,952 33 0,152
IPGTT 120 0,928 35 0,025*
HblAc 0,569 35 0,000*
Insulina Plasma 0,589 33 0,000*
Zinc en plasma 0,985 33 0,926
MHT Semana O 0,866 13 0,047*
MHT Semana 6 0,887 13 0,088
MHT Semana 12 0,849 20 0,005*
Concentracion GSHt 0,952 35 0,132
Concentracion GSH 0,957 35 0,181
Concentracion GSSG 0,882 35 0,001*
GSH/GSSG 0,805 35 0,000*
Expresion relativa Nrf2 0,713 34 0,000*
Expresion relativa Cat 0,807 34 0,000*
Expresion relativa Sod1 0,732 34 0,000*
Actividad enzimatica Catalasa 0,930 35 0,028*
Peso Induccion DM2 Semana 1 0,974 37 0,530
Peso Induccién DM2 Semana 2 0,972 37 0,456
Peso Induccién DM2 Semana 3 0,969 37 0,380
Peso Induccién DM2 Semana 4 0,975 37 0,547
Peso Induccién DM2 Semana 5 0,964 37 0,278
Peso Induccién DM2 Semana 6 0,964 37 0,279
Peso Induccién DM2 Semana 7 0,964 37 0,269
Peso Induccién DM2 Semana 8 0,956 37 0,150
Peso Induccién DM2 Semana 9 0,957 37 0,161
Peso Induccién DM2 Semana 11 0,953 37 0,116
Peso Induccién DM2 Semana 12 0,955 37 0,143
Peso Induccion DM2 Semana 14 0,941 37 0,051
Peso Induccién DM2 Semana 16 0,954 37 0,127
Peso Induccion DM2 Semana 17 0,958 37 0,175
Peso Induccién DM2 Semana 18 0,943 37 0,058
Peso Tratamiento Semana 1 0,945 37 0,068
Peso Tratamiento Semana 3 0,931 37 0,025*
Peso Tratamiento Semana 6 0,901 37 0,003*
Peso Tratamiento Semana 7 0,905 37 0,004*
Peso Tratamiento Semana 8 0,902 37 0,003*
Peso Tratamiento Semana 9 0,891 37 0,002*
Peso Tratamiento Semana 10 0,889 37 0,002*
Peso Tratamiento Semana 11 0,886 37 0,001*
Peso Tratamiento Semana 12 0,882 37 0,001*
Peso Tratamiento Semana 13 0,894 37 0,002*
Peso Tratamiento Semana 14 0,884 37 0,001*
Ganancia Peso Tratamiento 0,917 37 0,009*
Pérdida de peso Semana Tratamiento 12 a 14 0,888 37 0,001*

p < 0,05 se rechaza hipétesis nula (datos tienen distribuciéon normal) y se acepta la hipétesis alterna
(datos no tienen una distribucion normal); p > 0,05 se acepta hip6tesis nula (datos tienen distribucion
normal) y se rechaza hipotesis alterna (datos no tienen distribuciéon normal). (*), p < 0,05; IPGTT,
Prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal; HbAlc, Hemoglobina Glicosilada; MHT, Tiempo
maximo de agarre; GSHt, Glutation total; GSH, Glutation Reducido; GSSG, Glutation oxidado.



Anexo 4. Correlaciones (tablay graficos)

Tabla 7. Correlaciones Spearman Zinc plasmatico, MHT semana 12 y expresion relativa Nrf2, Cat y Sod1 con variables de estudio

Expresion

Expresion

GSH valor p GSSG valor p relativa valor rilxegir\fglggt valor p Relativa valor p AC(;ttI;/IIg:: valor
Nrf2 P Sod1 P
Zinc plasmatico 0,092 -0,22 0,088 0,11 0,019 0,051
IC 95 0,610 0,222 0,631 0,548 0,919 0,779
( 0) (-0,27-0,43) (0,54- -0,15) (-0,28-0,43) (-0,26-0,45) (-0,34-0,37) (-0,31-0,40)
MHT semana 12 -0,32 -0,46¢ -0,3 -0,09 -0,41 -0,45° 0.047
IC 950 0,172 0,039* 0,200 0,700 0,074 i
( 0) (-0,67- -0,16) (-0,76- -0,01) (-0,66-0,18) (-0,52-0,38) (-0,73-0,06) (-0,75- -0,01)
Expresion Nrf2 0,15 0,25 - 0,572 <0.001* 0,632 <0.001* 0,30
IC 95% 0,397 0,153 - " S 0,083
( 0) (-0,21-0,47) (-0,11-0,55) (0,27-0,76) (0,37-0,80) (-0,051-0,59)
Expresion Cat 0,26 0,29 - - - 0,26
0,098 - - - 0,137
(IC 95%) (-0,09-0,56) (-0,06-0,58) - - - (-0,09-0,56)
Expresion Sodl 0.35 0,32 - - - 0,36 0,037
IC 950 0,043+ 0,063 - - o
( 0) (0,001-0,62) (-0,03-0,60) - - - (0,01-0,63)

R de Spearman con IC 95%. (*) p <0,05; (**) p <0,001; (&) Correlaciéon positiva moderada; () Correlacién positiva baja; (¢) Correlacién negativa moderada.
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