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1. Resumen

En la sociedad occidental actual, se ha tratado de potenciar los efectos benéficos del ejercicio en su rol
preventivo de patologias metabdlicas asociadas al estrés oxidativo, a través de la utilizacién de diversos
suplementos nutricionales, para asi obtener las adaptaciones que genera el ejercicio fisico a nivel
fisiologico y celular con un menor tiempo de entrenamiento o realizando ejercicios con intensidades
menores. Es asi como se ha tratado de potenciar la adaptacién antioxidante inducida por el ejercicio
fisico a través de suplementacion de antioxidantes “scavengers”. Sin embargo, en sujetos sanos que
realizan ejercicio, la suplementacién de antioxidantes “scavengers” inhibe las adaptaciones de la
defensa antioxidante inducidas por el ejercicio. Esto obedece a una menor activacion de los factores de
transcripciéon PGC-1a y Nrf2, y con esto, una menor actividad y contenido proteico de diversas enzimas
antioxidantes. Por otra parte, otro tipo de antioxidantes conocidos como “indirectos”, se ha descrito que
inducen una ruta de sefializacion similar al ejercicio, ya que estimulan una produccion de bajos niveles
de especies reactivas de oxigeno. En particular, el flavonoide apigenina ha demostrado mejorar la
defensa antioxidante en modelos de patologias asociadas al estrés oxidativo y en modelos de animales
sanos, ya que genera la activacion del factor PGC-1a4 y Prmt7 asociado a la hipertrofia muscular. No
obstante, no se ha analizado el rol de apigenina en la defensa antioxidante y efecto en la condicién fisica
en un modelo de sujetos sanos, con una perspectiva preventiva. Debido a lo expuesto se plantea como
hipétesis: “La suplementacion de apigenina mejora la condicion fisica y la defensa antioxidante
por medio de la via PGC-1a/Nrf2 en modelos in vivo”.

Para esto, se utiliz6 un modelo de ratones C57BL/6 machos sanos suplementados con apigenina para
luego evaluar la expresion y contenido proteico de los factores PGC-1a/ Nrf2, junto con la de las
enzimas antioxidantes superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa en soleo, FDB y tejido
muscular del ventriculo izquierdo. Posterior a la suplementacion, se observaron aumentos significativos
en el transcrito de PGC-1a, Nrf2 y de enzimas antioxidantes sélo en el masculo séleo, sin embargo, el
aumento de transcrito no fue acompafado de cambios significativos en el contenido proteico de estos

factores y de enzimas antioxidantes.
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2.Abstract

In currently Western society, attempts to enhance the beneficial effects of exercise in its preventive role
in metabolic pathologies associated with oxidative stress, using various nutritional supplements, to obtain
the adaptations generated by physical exercise at the physiological and cellular level, with a shorter
training time or performing exercises with lower intensities. Thus, attempts have been made to enhance
the antioxidant adaptation induced by physical exercise through the supplementation of 'scavenger
antioxidants. However, in healthy subjects who perform exercise, supplementation with antioxidant
scavengers inhibits exercise-induced adaptations in antioxidant defense. This is due to lower activation of
the transcription factors PGC-1a and Nrf2, and with this, a lower activity and protein content of various
antioxidant enzymes. On the other hand, another type of antioxidant known as 'indirect' has been
described, as inducing a signaling pathway similar to exercise since they stimulate the production of low
levels of reactive oxygen species. In particular, the flavonoid apigenin has been shown to improve
antioxidant defense in models of pathologies associated with oxidative stress, and in healthy animal
models, it generates the activation of the PGC-1a4 and Prmt7 factors associated with muscle
hypertrophy. However, the role of apigenin in antioxidant defense and its effect on physical condition in a
model of healthy subjects, with a preventive perspective has not been analyzed. Due to the above, we
hypothesized: “Apigenin supplementation improves fitness and antioxidant defense via the PGC-
1a/Nrf2 pathway in vivo models”.

For this, a model of healthy male C57BL/6 mice supplemented with apigenin was used to evaluate the
expression and protein content of the PGC-1a/Nrf2 factors, together with that of the antioxidant enzymes
superoxide dismutase, catalase, and glutathione peroxidase in soleus, FDB and muscle tissue of the left
ventricle. After supplementation, significant increases in the transcript of PGC-1a, Nrf2, and antioxidant
enzymes were observed only in the soleus muscle. However, the increase in the transcript was not

accompanied by significant changes in the protein content of these factors and of antioxidant enzymes.
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3.Introduccién

3.1. Estrés Oxidativo en patologias metabdlicas

El estrés oxidativo (EO) es una condicion en la cual se pierde el balance entre factores pro oxidantes y
antioxidantes, con predominio de los primeros!. Algunos factores pro oxidantes de relevancia son
especies reactivas de oxigeno (EROS) tales como: radical anion superéxido (O™), perdxido de hidrégeno
(H202) y radical hidroxilo (OH")?. En contraposicién, los factores antioxidantes pueden ser enddgenos,
como por ejemplo: las enzimas superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa
(GPX)3; o exdgenos, tales como: acido ascorbico (Vitamina C; Vit C), a-tocoferol (Vitamina E; Vit E),
diferentes polifenoles, entre otros*. Durante el proceso de envejecimiento y obesidad, se ha observado
un estado de estrés oxidativo crénico, comprometiendo el funcionamiento de diferentes 6rganos®®. En el
musculo esquelético, el EO se asocia con la pérdida de la funcion mitocondrial” y la activacion de
enzimas pro-oxidantes como NAPH Oxidasa 2 (NOX2)8, mientras que en el tejido adiposo visceral, se
asocia a una infiltracion de macréfagos de tipo M1 (inflamatorios), generando un estado pro-inflamatorio
y pro-oxidativo®. Ademas, el aumento en la produccion basal de EROS contribuye al desarrollo de
patologias asociadas al EOQ°, tales como la resistencia a la Insulina (RI)*, diabetes mellitus tipo 2

(DBMT2)*? e hipertension arterial (HTA),

3.2. Ejercicio y Patologias Asociadas a Estrés Oxidativo

Para prevenir las patologias metabdlicas asociadas a EO, el ejercicio fisico es una herramienta
terapéutica eficaz*®, permitiendo la mejora funcional de diversos sistemas y funciones celulares®.
Dentro de sus beneficios destaca el aumento en la defensa antioxidante enddgena, favoreciendo la
prevencion de la RI*°, DMT2° y HTA4, entre otras. Paradojicamente,el ejercicio genera un EO agudo?,
dado que diversas fuentes de EROS aumentan su actividad durante la contraccion muscular'’. Esto se
debe a que el ejercicio fisico es una situacion que desafia los mecanismos homeostéaticos de la célula®®,
pues aumenta los requerimientos energéticos a nivel celular, induciendo la activacién de enzimas como
AMPK!® ademas de modificar el pH intracelular y extracelular’®, induciendo simultAneamente
modificaciones en los flujos iénicos intracelulares generando cambios en el balance redox a través de la

produccién aguda de EROS?. Las EROS inducidas por el ejercicio tienen, por un lado: un origen
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mitocondrial®, principalmente por una fuga de electrones desde el complejo | y complejo 111*°8; y un
origen enzimatico, debido al aumento de actividad de enzimas como: NADPH Oxidasa 2 (NOX2),
ubicada en los tabulos T del sarcolema del musculo esquelético y del musculo cardiaco al momento de
su contraccion®’?2; ademas del aumento en la actividad de la enzima xantina oxidasa (XO), de origen
endotelial, debido a los procesos de isquemia/reperfusion (I/R) inducidos por la contraccion muscular
que restringen temporalmente el flujo sanguineo en los misculos activos!®?3,

Las EROS generadas durante la realizacion de ejercicio inducen adaptaciones siguiendo el principio de
“hormesis™®*, en el que aumentos moderados de las concentraciones de EROS inducen una adaptacion
gue permite aumentar el contenido y la actividad de enzimas antioxidantes tanto en el musculo
esquelético®®, masculo cardiaco®, como en glébulo rojo'®, mejorando de esta manera el estado redox
general debido a una mejor defensa antioxidante!®?®, Estas adaptaciones son mediadas por medio de
factores de transcripcion sensibles al aumento de la concentracion de EROS, como el peroxisome
proliferator-activated receptor y co-activator 1 a (PGC-1a)?’ y el nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2
(Nrf2)% 1o que se ha denominado efecto “pre condicionante?®. Durante la realizacion de ejercicio fisico,
las EROS, principalmente H»0,, inducen una activacion de la via PGC-1a/Nrf2?8, debido a que PGC-1a
acta como un coactivador transcripcional a través del reclutamiento y la corregulacion de muditiples
factores de transcripcion gque regulan la expresion génica de diversas proteinas y factores, del musculo
esquelético y masculo cardiaco, incluyendo Nrf-218243031  Ademas las EROS pueden inducir cambios
conformacionales en el complejo Nrf2, que normalmente se encuentra secuestrado en el citosol por
Keapl y tras el aumento de EROS inducidos por el ejercicio, se modifican covalentemente los grupos tiol
de Keapl disocidandose del complejo Nrf2, permitiendo que éste transloque al nucleo uniéndose a los
“‘Antioxidants Response Elements” (ARE), gatillando un aumento en la expresién de enzimas

antioxidantes tales como SOD, CAT y GPX163232,

3.3. Suplementacidon Antioxidante y Ejercicio

Si bien el ejercicio es una herramienta de caracter preventivo de patologias metabdlicas asociadas al EO
cronico, ya que permite el aumento enddgeno del contenido de enzimas antioxidantes en el musculo
esquelético mejorando el estado antioxidante general, la suplementacion con antioxidantes exdgenos se
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ha utilizado como co-tratamiento para la obesidad, DMT2 y HTA334 Los antioxidantes exégenos
pueden cumplir diferentes funciones frente a las EROS®**%, como escindir cadenas de radicales
perodxilos, radicales alquilos y alcoxilos, descomponer el O, y H,O,. Los antioxidantes que cumplen
esas funciones actian en forma directa y son denominados “scavengers™’. Otros antioxidantes,
denominados “antioxidantes indirectos” pueden inducir la activacion de factores de transcripcion
asociados a los ARE por medio de aumentos moderados de niveles de EROS®*¥* permitiendo el
aumento del contenido enddgeno de enzimas antioxidantes. Entre los antioxidantes “scavengers”
mayormente utilizados en el tratamiento de patologias metabdlicas se encuentra la Vit C y Vit E133334
que han demostrado disminuir biomarcadores de dafio por EO en sujetos con HTA?®3, ademas de mejorar
parametros clinicos como las presiones arteriales sistélica y diastélica'®.Sin embargo, los intentos de
potenciar los efectos adaptativos inducidos por el ejercicio sobre la defensa antioxidante
endogena en sujetos sanos que realizan ejercicio a través de la suplementacion de antioxidantes
“scavengers” han fracasado. Asi, la suplementacion de antioxidantes “scavengers” ha
demostrado disminuir el transcrito y contenido proteico de factores de transcripcion asociadas a
los ARE, y por consiguiente, se observa una menor cantidad y actividad de enzimas
antioxidantes**2. En modelos pre-clinicos con animales sanos que realizan ejercicio fisico, se ha visto
gue la suplementacion de Vit Cy Vit E, ya sea en conjunto o por separadas, disminuye la expresion de
PGC-1a 44344 y SOD*4344 en el masculo esquelético, ademas de disminuir la actividad de SOD, CAT y
GPX*~%_Junto con lo anterior, en modelos animales que realizan ejercicio fisico, la suplementacion de
antioxidantes “scavengers” ha demostrado disminuir la capacidad aerébica de estos ratones, y con ello,
la tolerancia para realizar ejercicios de larga duracién*“°. Estos resultados se deben a que la Vit C y Vit
E disminuyen la concentracién de diferentes EROS, en especial el radical anion O2", lo que impide la
formacion de H.O, por medio de SOD!. Las EROS, en particular el H,O, actla como sefializador
celular*®=*® ya que participa en la activacion de los factores de transcripcion como Nrf2264° y PGC-1a
2850:No obstante, es necesaria una cantidad minima de H.O; para poder ejercer su efecto sefializador
285051 Asi, el ejercicio pierde sus efectos benéficos asociados a una mejora en la defensa antioxidante
enddgena en sujetos sanos, cuando se realiza en conjunto a una suplementacion de antioxidantes

exdgenos “scavengers”, dado que este tipo de antioxidante inhibe la via PGC-1a /Nrf2, junto con
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disminuir la expresion y actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPX*~*, De esta manera,
el ejercicio fisico pierde su rol preventivo frente a las patologias metabdlicas asociadas al EO

cronico al realizarse en conjunto a una suplementacion de antioxidantes “scavengers”“°.

3.4. Apigenina v ejercicio

Los antioxidantes “indirectos” como los &cidos grasos poliinsaturados® y flavonoides como
apigenina®?%3, han demostrado poseer un efecto “pre-condicionante” similar al ejercicio®, aumentando
el transcrito, contenido proteico y actividad de enzimas antioxidantes a través de la via PGC-1a/Nrf2 en
patologias metabdlicas asociadas al EO®**%’ pero su efecto en las adaptaciones antioxidantes
inducidas por el ejercicio fisico no ha sido clarificado.

Particularmente, apigenina (4°,5,7,-trihidroxiflavona), un flavonoide presente en una variedad de frutas,
vegetales, como naranjas, ajo, propdleos y manzanilla®®, ha demostrado aumentar la expresion de PGC-
1a y Nrf2 en patologias metabdlicas asociadas al EO como el higado graso no alcohélico®, resistencia a
la insulina®®, disfuncion vascular® y cancer®. Ademas, en modelos animales sanos no entrenados,
apigenina ha demostrado aumentar expresion de PGC-1a4 y Prmt7 asociados a la hipertrofia
muscular®?, ya que no disminuye las concentraciones de H.0,%, resultado opuesto al observado con
antioxidantes “scavengers”:. En cultivo celular primario de musculo cardiaco, se ha observado que
diferentes concentraciones de Apigenina no disminuyen la produccion de H.O., contrariamente a lo
descrito con otros flavonoides, como epicatequina, quercetina y keapferol, los cuales si exhiben un
poder reductor y han demostrado disminuir la produccion de H.O. en relacion al grupo control®.
Adicionalmente, otros flavonoides como hesperetina y luteonina presentan un poder reductor equivalente
a la Vit C y Vit E®?, mientras que apigenina presenta un potencial reductor significativamente menor que
Vit C y Vit E®2. En lineas celulares 22Rv1%’, Hela, SiHa y CasKi, C33A®%, se ha observado que apigenina
induce una reduccién en el potencial de membrana mitocondrial, induciendo un aumento en la fuga de
02", y luego de su dismutacion por SOD, un aumento en H20», el que actia como sefializador celular en
la via PGC-1a y Nrf2 . Junto con lo anterior, posterior a la exposicion de apigenina, se ha observado un
aumento en la actividad de CAT en lineas celulares Hela, Caski y C33%, mientras que en lineas
celulares C2C12, la estimulacion con apigenina induce un incremento en la expresién de PGC-1a°%.
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Son pocas las investigaciones que han caracterizado el efecto de apigenina en la defensa antioxidante
en modelos animales sanos. Algunos trabajos que se han aproximado al efecto que tiene apigenina en
el ejercicio, han demostrado que en ratones obesos no entrenados, aumenta la distancia recorrida por
éstos en un tapiz rodante, comparados con su control obeso sin suplementacion®. Un estudio de Jin
Jang y cols® con ratones C57BL/6 sanos no entrenados, alimentados con una dieta con un 0,4% de
apigenina, demostré un aumento significativo en la masa muscular del cuadriceps de los ratones, sin
modificar el peso total de ellos. Ademas, lograron recorrer una mayor distancia en una Unica prueba de
carrera comparado con ratones controles al final del tiempo de suplementacién y presentaron una mayor
expresion de PGC-1a y PGC-1a4 en estos musculos.

Si bien, estos antecedentes muestran un efecto favorable de apigenina en animales sanos,
ningan trabajo ha evaluado su efecto en la defensa antioxidante en modelos experimentales y su

relacién con la condicidn fisica.

4.Racional

Por su rol como inductor de EROS en bajo nivel y presentar un efecto pre-condicionante, apigenina
ofrece una interesante alternativa como potenciador de la adaptacion antioxidante endégena que puede
mejorar la condicion fisica en sujetos sanos. Presenta una via de sefializacién celular similar al ejercicio
a través del aumento de EROS de origen mitocondrial en un bajo nivel, aumentando la expresién de los
factores PGC-1a y Nrf2 %2, sin poseer un potencial reductor como lo la Vit C y la Vit E®2. Ademas,
apigenina no disminuye la produccion de H,0:%?, y por consiguiente, se espera que actlle como un
mimético del ejercicio simulando sus efectos adaptativos asociados a la respuesta de la defensa
antioxidante, mejorando la condicién fisica de sujetos sanos por medio del aumento de la actividad de
las enzimas antioxidantes. Apigenina, por poseer una ruta de sefializacion EROS/PGC1-a/Nrf2 similar al
ejercicio®*®!, podria replicar los efectos adaptativos de este Gltimo, mejorando la defensa antioxidante
enddgena de sujetos sanos junto con la condicién fisica. Este punto de vista conduce a sugerir la
asociacion con una menor prevalencia de patologias asociadas al EO, y con esto, un menor gasto en la

salud publica en el tratamiento de patologias como la HTA, diabetes mellitus tipo 2, cancer, entre otros.
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5.Hipotesis

“La suplementaciéon de apigenina mejora la condicion fisica y la defensa antioxidante junto con la via

PGC-1a/Nrf2 en modelos in vivo”.

6.0bjetivo General

Determinar el efecto de la suplementacion de apigenina en la condicion fisica, en la via PGC-1a/Nrf2 y

enzimas antioxidantes en un modelo in vivo.

7.0bjetivos Especificos

7.1. Objetivo Especifico 1:
Evaluar el efecto de la suplementacion de apigenina en la fuerza, velocidad maxima y resistencia

aerdbica en un modelo in vivo.

7.2. Objetivo Especifico 2:

Evaluar el efecto de la suplementacion de apigenina sobre el estado redox general en un modelo in vivo.

7.3. Objetivo Especifico 3:

Evaluar el efecto de diferentes dosis de apigenina sobre la expresion de transcrito y niveles proteicos de

la via PGC-1a /Nrf2 y de enzimas antioxidantes en un modelo in vivo.
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8. Metodologia

8.1. Animales de experimentacion:

Para el protocolo de suplementacion de Apigenina se utilizaran 40 ratones macho de la cepa C57BL/6

provenientes del Departamento de Nutricion de la Universidad de Chile de 3 meses de edad.

8.2. Protocolo de alimentacién:

Los animales seran divididos en 4 grupos, cada grupo tendr4 10 animales divididos de la siguiente
forma; un grupo control vehiculo (C), y tres grupos que seran suplementados con Apigenina con las
siguientes dosis: 30 mg/kg de apigenina, 60 mg/kg de apigenina y 100 mg/kg de apigenina °8%5%¢ Todos
los grupos seran suplementados 6 dias a la semana, durante 7 semanas por medio de un vehiculo de

mantequilla de mani®’.

8.3. Determinacion variables objetivo especifico 1:

Posterior al programa de suplementacion, se realizaron las siguientes evaluaciones de condicién fisica:

8.4. Fuerza extremidades:

La fuerza muscular de las extremidades de los ratones fue evaluada a través de un test de agarre
invertido®® . Los ratones fueron colocados individualmente en el centro de una rejilla de alambre de
25x25 cm (alambre ancho <0,1 cm y espaciado 0,5 cm), montado 35 cm por encima de una plataforma
blanda. Después de invertir suavemente la rejilla, se registrd el tiempo de suspension del ratén (latencia
de agarre). Este procedimiento se realiz6 tres veces y se consideré el promedio de cada evaluacién. Los
valores de tiempo en suspension se calcularon para cada ratén. Los datos son presentados en términos
de impulso, por lo que son considerados el tiempo de cada raton en suspension respecto a su peso.
Test carrera: El test de carrera es adaptado del protocolo utilizado por Del Campo et al.®® El protocolo de
velocidad incremental que comenz6é a una velocidad de 0,8 Km / hora durante 3 minutos y luego la
velocidad se increment6 en 0,2 Km/ hora cada 2 minutos hasta el agotamiento para calcular la Velocidad

maxima alcanzada.
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8.5. Test de resistencia:

Al dia siguiente del test de velocidad, se realiz6 una prueba de resistencia descrita por Del Campo y cols
al.%®. Se utilizard un protocolo que con una velocidad de 0,8 Km / hora durante 3 minutos y luego la
velocidad se incrementd al 80% de la velocidad méaxima previamente alcanzado por cada raton. La

prueba se realiz6 hasta el agotamiento y se registré el tempo en segundos.

8.6. Determinacion de variables objetivo especifico 2:

Posterior al sacrificio de los ratones con isoflurano, se extrajeron aproximadamente entre 500 pL de
sangre por medio de una puncién cardiaca, luego la sangre fue transferida a tubos EDTA de 4 mL para
luego ser centrifugada y asi obtener plasma y glébulos que fueron hemolizados para su posterior
evaluacion. Las muestras de sangre fueron separadas en plasma y glébulos rojos mediante un proceso
de centrifugacion a 2000 g durante 10 minutos, el plasma fue guardado en tubos Eppendorf de 500 uL
para su analisis, mientras que los glébulos rojos fueron lavados en suero fisiolégico y luego hemolizados
con agua bidestilada. En el plasma obtenido se evalud la capacidad antioxidante total del plasma por
medio del FRAP ASSAY*®®, mientras que en las muestras hemolizadas de glébulos rojos se analizaron el

contenido de MDA, la actividad de la CAT*, SOD"?y la actividad de GPX™.

8.6.1. Capacidad antioxidante del plasma.

Se medié a través del FRAP ASSAY (del Inglés The Ferric Reducing Ability of Plasma) descrito por
Benize & Strain®, en el cual se mide en bajo pH el cambio de absorbancia a 593 nm debido a la
formacion de un complejo Fe(ll)-tripiridiltriazina de color azul a partir de una sal incolora de Fe(lll) en una

reaccion no especifica. El resultado obtenido se describird como pmol/ litro de plasma.

8.6.2. Malondialdehido (MDA).

La determinacién del MDA se realiz6 a través de la técnica descrita por H Ohkawa’ En el cual los
radicales libres y especies reactivas de oxigeno oxidan a los acidos grasos poliinsaturados de las
membranas celulares y lipoproteinas transformandolos en &cidos grasos peroxidados, los cuales sufren
un acortamiento de su cadena lateral liberando MDA, por lo que la concentracion sérica de MDA, es

proporcional a los acidos grasos poliinsaturados oxidados siendo un buen indicador de peroxidacion
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lipidica. La determinacion se basa en la reaccion colorimétrica de peréxidos lipidicos con TBA (4cido
tiobarbiturico) para dar malondialdehido (MDA). El resultado obtenido ser& dividido por la concentracion

de hemoglobina de la muestra para obtener nmol/g de Hb.

8.6.3. Superdéxido dismutasa (SOD).

La actividad de la superoxido dismutasa se medi6 a través de la técnica descrita por Misra & Fridovich
" en el cual se mide la inhibicion producida por la SOD sobre la reducciéon del citocromo-c. El
citocromo-c se reduce en presencia de anion superdxido, por ello, se procede a la creacion de un
sistema productor de anion superoxido (sistema xantina-oxidasa). La SOD compite con el citocromo-c
por dicho anién, mediante el descenso en la produccién de citocromo-c reducido. La curva obtenida es
dividida por la concentracién de hemoglobina de la muestra para obtener la actividad enzimatica medida

en unidades de SOD /g de Hb.

8.6.4. Catalasa (CAT).

La actividad de la actividad de catalasa(CAT) se medio a través de la técnica descrita por Bergmeyer
1 en el cual se realiza una lectura de la actividad de la catalasa que promueve la descomposicion de
H.O. en H,O y O, mediante espectrofotometria a 240 nm en intervalos de 5 é 10 segundos, durante 1
min. Se calcula el promedio de variacién de O.D. por 5 segundos. La curva obtenida es dividida por
concentracion de hemoglobina de la muestra para obtener la actividad enzimatica medida en k/g de Hb.

Siendo k la pendiente de la curva de descomposicion de H2O;,

8.6.5. Glutation Peroxidasa (GPX).

Para medir la actividad de la Glutatién Peroxidasa se utilizo la técnica descrita por Flohé & Gunzler 73, en
el cual se mide la formacion instantanea de glutation oxidado a través de la GPX, y que es reducido de
forma continua por un exceso de glutation reductasa activa y NADPH presentes en la mezcla. La
subsecuente oxidacion de NADPH a NADP+ se mide con espectrofotometria. La curva obtenida es
dividida por la concentracion de hemoglobina de la muestra para obtener la actividad enzimatica medida

en unidades de GPX /g de Hb.
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8.7. Determinacién variables objetivo especifico 3:

Posterior al término de la suplementacion y sacrificio de los animales de experimentacién, se lisara los
musculos séleo, FDB vy tejido muscular del ventriculo izquierdo para evaluar la expresion de transcrito
de genes mediante qPCR”™ de PGC1-a,Nrf2, SOD,CAT y GPX por medios de sondas TaqMan. El
contenido de proteinas mediante Western Blot®>’® PGC1-a, SOD,CAT y GPX, ademas de la expresion

de genes

8.7.1. Transcrito de ARN

Se aislé el ARN total de los musculos soleo, FDB y del tejido ventricular usando Trizol (Invitrogen, Corp.,
Carlsbad, CA, EE. UU.), de acuerdo con el protocolo del fabricante. Luego se cuantifico en el
NanoQuant Infinite M200Pro (TECAN, M"annedorf, Suiza). Posteriormente se sintetiz6 ADNc utilizando
el kit de transcripcion inversa de cDNA de alta capacidad (Thermo FisherScientific, Waltham, EE. UU.).
Los ADNc se amplificaron con sondas Tagman (Thermo Fisher Scientific) para el peroxisoma
coactivador gamma del receptor activado por proliferador 1l-alfa (Pgc-1a) (Mm01208835 _m1), nuclear
factor, erythroid derived 2, like 2 (Nrf2) (Mm00477784 _ml), SOD (Mm01313000_m1), CAT
(Mm00437922_m1) y GPX (MmM00656767_g1).

La RT-PCR se realiz6é con Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies, Santa Clara, California, EE. UU.)
segun las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems, Foster City, California). Los niveles de ARN
mensajero se normalizaron mediante el ARN de Ppia (Mm02342430 _g1) para soleo, FDB y BAT vy tejido

muscular del ventriculo izquierdo. Los datos se analizaron por el método 2(AACY,

8.7.2. Western blot

Los musculos soleo, FDB y del tejido ventricular izquierdo de los ratones utilizados en este proyecto
fueron homogenizadas y sonicadas en buffer de lisis RIPA, que contiene NaCl 140 mM, EDTA 1 mM,
EGTA 1 mM, BAPTA 1 mM,Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, Triton X-100 al 1 % y céctel inhibidor de proteasa
(Roche Diagnostics,Alemania). Las muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida SDS al 10% y
luego transferido a una membrana de PVDF. Las membranas fueron transferidas se bloquearon con

leche descremada al 5% (Svelty, Nestlé) en TBST. Los anticuerpos primarios utilizados fueron: Anti-
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Pgcla de ThermoFisher technologies (1:1000; PA5-38021, Canada), AntiSOD de Cellsignaling
technologies (1:1000; D9V9C; EE.UU), AntiCAT de Cellsignaling technologies (1:1000, D5N7V, EE.UU)
y AntiGPX de ThermoFisher Technologies (1:200;702762, Canada), AntiGAPDH como control de carga
FDB y tejido muscular de ventriculo izquierdo de Sigma-Aldrich( 1:5000;G9545,EE.UU), y por ultimo
AntiTubulina de Cellsignaling technologies ( 1:5000; #2146, EE.UU.)

como control de carga de soleo. La incubacién de los anticuerpos primarios se realizé durante 12 horas.
Posteriormente, se realizé un lavado de las membranas y se incubaron durante 1,5 h con anticuerpo
secundario anti-rata (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Se utilizé para detectar la transferencia el
kit de quimioluminiscencia LumiFlash™ Infinity Chemiluminescent Substrate, Taipei, Taiwan, siguiendo
las instrucciones del fabricante. La quimioluminiscencia se detect6 usando un escaner C-DiGit R Blot y
el programa Image Studio software versién 3.1 (LI-COR) para la adquisicion de imagenes y analisis
densitométrico,

9.Tamaio muestral:

Aceptando un riesgo a de 0.05 y un riesgo B de 0.2, se necesita un n de 8 animales en cada grupo para
detectar una diferencia igual o superior al doble de la actividad de Gpx segun el trabajo de Hamid y
cols*2. Se asume que la desviacion estandar comin es de 1.3 unidades de la actividad de GPX. Se ha
estimado una tasa de pérdidas de seguimiento del 20%, por lo que serd necesario un total de 10
animales por grupo.

10. Analisis estadistico:

Las comparaciones de los datos se realizaran dependiendo de la distribucién de los datos, segun el test
de Shapiro-Wilk. En caso de distribucién normal se realizé un analisis one-way ANOVA y un post hoc de
Dunnet para determinar la diferencia significativa entre los grupos. Ademas, se realiz6 un analisis de
correlacion de Pearson entre las variables para cada tejido evaluado. Un valor p<0.05 fue considerado
como una diferencia estadisticamente significativa y se utilizé el software GraphPad Prism 8 (GraphPad

Software, San Diego, CA).
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11. Resultados

11.1. Objetivo 1: Evaluar el efecto de la suplementaciéon de apigenina en la fuerza y velocidad méxima

en un modelo in vivo de ejercicio.

Para evaluar el efecto de la suplementacién de apigenina en la condicién fisica de los animales de
experimentacion, se realizaron diversas pruebas para evaluar la velocidad, resistencia y fuerza de cada
uno de los animales de experimentacion. Para evaluar la velocidad maxima, se utilizé un tapiz rodante
en el cual se fue aumentando la velocidad de carrera (m/min) (Figura 1-A) hasta el agotamiento de los
ratones. Luego de obtener la velocidad maxima de los animales de experimentacién, se realiz6 un test
de resistencia en el cual los animales tuvieron que correr al 80% de la velocidad maxima alcanzada en
un tapiz rodante durante el mayor tiempo posible (seg) (Figura 1-B), y por ultimo, para evaluar la fuerza,
se realiz6 un test de agarre invertido, en el cual los animales fueron colgados de una rejilla y se
contabilizé el tiempo que permanecieron colgados, y este tiempo fue normalizado por el peso de cada
uno (seg/gr) (Figura 1-C). Respecto a las pruebas de velocidad maxima alcanzada, la prueba de
resistencia y la prueba de fuerza, no se observaron diferencias significativas entre los animales
suplementados con apigenina con las dosis utilizadas (30 mg/kg, 60 mg/kg y 100 mg/kg) en ninguna de

las variables de condicion fisica mencionadas anteriormente respecto al grupo control.
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Figura 1. Efecto de apigenina sobre las capacidades Fisicas.

Valores en promedios + SD posterior a 7 semanas de suplementacion de apigenina en las dosis 30
mg/kg; 60 mg/kg y 100 mg/kg y grupo control (C) en; A- Velocidad maxima alcanzada en m/min. B-
Tiempo maximo recorrido en segundos. C- Fuerza corregida por peso en s/gr. Las comparaciones de los
datos se realizaron con el analisis One-way ANOVA con un post hoc de Dunnett para comparaciones
multiples n=7 a 10 animales por grupo.

11.2. Objetivo 2: Evaluar el efecto de la suplementacién de apigenina sobre la defensa antioxidante

general en un modelo in vivo.

Para evaluar el estado redox general de los animales de suplementacion, se evalu6 en plasma la
capacidad antioxidante del plasma por medio del FRAP ASSAY, como biomarcador de dafio por EO se
utilizé el malondialdehido (MDA) en eritrocito, ademas de evaluar la actividad de las enzimas
antioxidantes en eritrocito SOD; CAT y GPX.

Posterior a las 7 semanas de suplementacién de apigenina, no se observaron cambios en el contenido
de MDA en eritrocito entre los grupos suplementados con apigenina (30 mg/kg, 60 mg/kg y 100 mg/kg)
en comparacion al grupo control (Figura 2-A). Respecto a la defensa antioxidante general, no se
observaron diferencias significativas entre los grupos suplementados con apigenina (30 mg/kg, 60 mg/kg
y 100 mg/kg) comparados con el grupo control en el FRAP ASSAY (Figura 2-B).

Por ultimo, para finalizar el objetivo 2, se evalu6 la actividad en eritrocito de las enzimas antioxidantes
SOD (Figura 2-C), CAT (Figura 2-D) y GPX (Figura 2-E). Posterior a la suplementacion de 7 semanas de

apigenina, no se observan cambios significativos en los grupos 30 mg/kg, 60 mg/kg y 100 mg/kg en la
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actividad de SOD comparados con el grupo control (Figura 2-C). Sin embargo, se observé una
disminucion significativa en la actividad de CAT en eritrocito en los grupos suplementados con 30 mg/kg
(291,6 + 48,7 unidades/g Hb, p=<0,02) y en el grupo suplementado con 60 mg/kg (292+44,28 unidades/g
Hb, p=<0,02) comparados con el grupo control (353,9+ 49,92 unidades /g Hb) (Figura 2-D). Ademas, se
observé una disminucion significativa en la actividad de GPX en eritrocito en todos los grupos
suplementados con apigenina comparados con el grupo control (5,06+1,03 unidades/ g Hb) (Figura 2-E).
La actividad de GPX de los grupos suplementados con apigenina fue la siguiente; 30 mg/kg (3,69 £ 06
unidades/ g Hb, p=<0,01), 60 mg/kg (2,75% 0,93 unidades/ g Hb, p=<0,0001) y 100 mg/kg (3,46+1,33
unidades/g Hb, p=<0,003).

Al realizar las correlaciones entre los resultados de biomarcadores de EO en eritrocito (Figura 3),
observamos una correlacién positiva entre el contenido de MDA (nmol /gr HB) con la actividad de CAT (
k/ g HB) en eritrocito ( r=0,441 y p= 0,005) (Figura 3-A), una correlacién positiva entre el contenido de
MDA (nmol /gr HB) con la actividad de GPX ( U/ g HB) en eritrocito ( r=0,383 y p= 0,016) (Figura 3-B) y
una correlacion positiva entre la actividad de CAT ( k/ g HB) en eritrocito con la actividad de GPX ( U/ g

HB) en eritrocito ( r= 0,66 y p= 0,0001) (Figura 3-C).
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Figura 2. Efecto de apigenina sobre biomarcadores de estrés oxidativo en sangre.

Valores se expresan en promedio + SD. Efecto de apigenina posterior a 7 semanas de
suplementaciéon en las dosis 30 mg/kg; 60 mg/kg y 100 mg/kg y grupo control (C) en A- MDA en
eritrocito (nmol/ g Hb) B- Capacidad antioxidante del plasma medido por el FRAP ASSAY (umol/l)
C- Actividad de SOD en eritrocito (U/ g Hb) D- Actividad de CAT en eritrocito (k/ g Hb) E- Actividad
de GPX en eritrocito (U/ g Hb). Las comparaciones de los datos se realizaron con el analisis One-
way ANOVA con un post hoc de Dunnett para comparaciones multiples * p=<0,01; **p=<003;
***%n=<0,0001. n= entre 5y 10 animales por grupo.
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Figura 3. Correlaciones asociadas a biomarcadores de dafio por estrés oxidativo en
sangre.

Correlacién de variables evaluadas en eritrocito en A- Correlacién contenido de MDA con actividad de
CAT. B- Correlacion contenido de MDA con actividad de GPX. C- Correlacion actividad de CAT con
actividad de GPX.

11.3. Objetivo 3: Evaluar el efecto de diferentes dosis de apigenina sobre la expresién de transcrito y

niveles proteicos de la via PGC-1a /Nrf2 y de enzimas antioxidantes en un modelo in vivo.

Para cumplir este objetivo y evaluar el efecto de apigenina posterior a la suplementacién por 7 semanas
en la via PGC-1a/Nrf2 ademas de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPX, se utilizaron 3 tejidos
musculares diferentes; El musculo soleo que presenta un perfil metabdlico predominantemente
oxidativo, el musculo FDB que presenta un perfil metabdlico predominantemente glucolitico, y tejido
muscular del ventriculo izquierdo del corazén, que presenta un perfil metabélico predominantemente
oxidativo. Para esto, se realizaron las técnicas de qPCR para evaluar los niveles de ARNm y su
expresion relativa mediante el transcrito de estos genes de los grupos suplementados respecto al
control, ademas de la evaluacién de los niveles proteicos mediante western blot de los grupos
suplementados respecto al grupo control.

Respecto al cofactor PGC-1a (Figura 4), en el musculo soleo, se observa un aumento significativo en los
grupos suplementados con una dosis de 60 mg/kg (p=<0,03)(Figura 4-A), con un aumento de 2,02(x
0,62) junto con la dosis 100 mg/kg de apigenina (p= <0,001) (Figura 4-A), con un aumento de 3,09 (x
0,51) veces la expresion relativa del transcrito comparado con el grupo control, mientras que al evaluar
el contenido de proteinas de PGC-1a en el musculo soleo, no se observaron diferencias significativas

entre los grupos suplementados y el grupo control (Figura 4-4). Al evaluar la expresion del transcrito de
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PGC-1a en el musculo FDB (Figura 4-C) y en el tejido muscular del ventriculo izquierdo (Figura 4-D), no
se observaron diferencias significativas entre los grupos suplementados comparados con el grupo
control. Los resultados del contenido de proteinas en FDB y muasculo de ventriculo izquierdo por medio

de western blot para PGC-1a no se pudieron obtener.
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Figura 4. Efecto de la apigenina en los niveles de PGC-1a en soleo, FBD y tejido muscular
ventriculo izquierdo.

Valores se expresan en unidades relativas respecto al control (c) £ SD. Efecto de apigenina
posterior a 7 semanas de suplementacion en las dosis 30 mg/kg; 60 mg/kg y 100 mg/kg y grupo
control (C) en A- Expresioén relativa de PGC-1a en soleo. B- Cambio relativo de proteinas de
PGC-1la por medio de western blot en soleo. C- Expresion relativa de PGC-1a en FDB. D-
Expresion relativa de PGC-1a en Ventriculo Izquierdo. Las comparaciones de los datos se
realizaron con el andlisis One-way ANOVA con un post hoc de Dunnett para comparaciones
multiples; *p=<0,03. ***p=<0,001. n=entre 3 y 5 animales por grupo.



En cuanto al factor Nrf2 (Figura 5), en el tejido soleo (Figura 5-A) se observaron aumentos significativos
en la expresion relativa del transcrito con las dosis 60 mg/kg de 2,22 (+ 0,48) veces (p=<0,01) respecto
al grupo control, mientras que la dosis de 100 mg/kg mostré un aumento en la expresion del transcrito de
Nrf2 de 2,03 (+ 0,88) veces (p=<0,04) respecto al grupo control. La dosis 30 mg/kg no presentd
diferencias significativas comparados con el grupo control. Por otra parte, posterior al programa de
suplementacion de apigenina de 7 semanas, no se observaron cambios significativos en la expresion
relativa del transcrito de Nrf2 con las diferentes dosis utilizadas en los tejidos FDB (Figura 5-B) y en el
tejido muscular del ventriculo izquierdo (Figura 5-C). Los resultados del contenido de proteinas en soleo,

FDB y musculo de ventriculo izquierdo por medio de western blot para Nrf2 no se pudieron obtener.
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Figura 5. Efecto de apigenina en los niveles de Nrf2 en soleo, FDB y tejido muscular ventriculo
izquierdo.

Valores se expresan en unidades relativas respecto al control (c) £ SD. Efecto de apigenina posterior
a 7 semanas de suplementacion en las dosis 30 mg/kg; 60 mg/kg y 100 mg/kg y grupo control (C) en
A- Expresion relativa de Nrf2 en soleo. B- Expresion relativa de Nrf2 en FDB. C- Expresion relativa de
Nrf2 en Ventriculo Izquierdo. Las comparaciones de los datos se realizaron con el analisis One-way
ANOVA con un post hoc de Dunnett para comparaciones multiples; *p=0,04;**p=<003. n=entre 3y 5
animales por grupo.
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Referente a la enzima antioxidante SOD (Figura 6), se observé un aumento significativo de la expresion
del transcrito en el musculo soleo en todas las dosis de suplementacion de apigenina; la dosis 30 mg/kg
presentd un aumento de 1,9 veces (x 0,59) (p=<0,01) respecto al grupo control, la dosis 60 mg/kg
presenté un aumento de 1,85 (+ 0,41) veces (p=<0,03) comparado con el grupo control, mientras que la
dosis 100 mg/kg presentdé un aumento de 1,95 veces (+ 0,51) (p=<0,01) comparados con el grupo
(Figura 6-A). Sin embargo, al evaluar el contenido de proteina de SOD por medio de WB en soleo, no se
observaron cambios significativos de los grupos suplementados comparados con el grupo control (Figura
6-B). Por otra parte, al evaluar la expresion del transcrito de SOD y contenido de proteinas de SOD en el
musculo FDB, no se observaron diferencias significativas en los grupos suplementados respecto al
control en la expresién de SOD (Figura 6- C) y al contenido de proteinas de SOD (Figura 6-D). En el
caso del musculo de ventriculo izquierdo, no se observaron cambios significativos de los grupos
suplementados con apigenina comparados con el grupo control en la expresion del transcrito de SOD
(Figura 6-E) y en el contenido de proteinas de SOD en el tejido muscular del ventriculo izquierdo (Figura

6-F).
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Figura 6. apigenina en los niveles de SOD en soleo, FBD y tejido muscular ventriculo izquierdo.
Valores se expresan en unidades relativas respecto al control (C) £ SD. Efecto de apigenina posterior
a 7 semanas de suplementacién en las dosis 30 mg/kg; 60 mg/kg y 100 mg/kg y grupo control (C) en
A- Expresion relativa de SOD en soleo. B- Cambio relativo de proteinas de SOD por medio de western
blot en soleo. C- Expresién relativa de SOD en FDB. D- Cambio relativo de proteinas de SOD por
medio de western blot en FDB. E- Expresion relativa de SOD en tejido cardiaco muscular de ventriculo
izquierdo. F- Cambio relativo de proteinas de SOD por medio de western blot en tejido cardiaco
muscular de ventriculo izquierdo. Las comparaciones de los datos se realizaron con el analisis One-
way ANOVA con un post hoc de Dunnett para comparaciones mdltiples * p=<0,01; **p=<003. n= entre
3 y 5 animales por grupo.
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Respecto a la enzima antioxidante CAT (Figura 7), se observé un aumento significativo en expresion del
transcrito de esta enzima en soleo en las dosis 60 mg/kg (p=<0,03) y 100 mg/kg (p=<0,02) (Figura 7-A)
con un aumento en la expresion en 2,19 (+ 0,47) veces respecto al grupo control para la dosis 60 mg/kg
y un aumento de 2,29 (+ 0,9) veces la expresion para la dosis 100 mg/kg comparado con el grupo
control. Sin embargo, al evaluar el contenido de proteina de CAT por medio de WB en soleo, no se
observaron cambios significativos de los grupos suplementados comparados con el grupo control (Figura
7-B). Respecto al musculo FDB, no se observaron cambios significativos en la expresion del transcrito
de CAT de los grupos suplementados comparados con el grupo control (Figura 7-C), y de igual forma, no
se observaron cambios significativos en el contenido de proteinas de CAT evaluadas con western blot
de los grupos suplementados comparados con el grupo control (Figura 7-D). Con respecto al musculo de
ventriculo izquierdo, no se observaron cambios en la expresion del transcrito de CAT (Figura 7-E) ni
cambios en el contenido de proteinas de CAT (Figura 7-F) de los grupos suplementados comparados

con el grupo control.
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Figura 7. Efecto de apigenina en los niveles de CAT en soleo, FDB y tejido muscular de ventriculo
izquierdo.

Valores se expresan en unidades relativas respecto al control (C) + SD. Efecto de apigenina posterior a 7
semanas de suplementacion en las dosis 30 mg/kg; 60 mg/kg y 100 mg/kg y grupo control (C) en A-
Expresion relativa de CAT en soleo. B- Cambio relativo de proteinas de CAT por medio de western blot
en soleo. C- Expresion relativa de CAT en FDB. D- Cambio relativo de proteinas de CAT por medio de
western blot en FDB. E- Expresion relativa de CAT en tejido cardiaco muscular de ventriculo izquierdo. F-
Cambio relativo de proteinas de CAT por medio de western blot en tejido cardiaco muscular de ventriculo
izquierdo. Las comparaciones de los datos se realizaron con el andlisis One-way ANOVA con un post
hoc de Dunnett para comparaciones multiples * p=<0,02; **p=<003. n= entre 3 y 5 animales por grupo.

En cuanto a la enzima antioxidante GPX (Figura 8) se observé un aumento significativo en la expresion
del transcrito de esta enzima en soleo (Figura 8-A) en las dosis 30 mg/kg (p= 0,003) con un aumento en
la expresion del transcrito de 2,08 (+0,48) veces respecto al grupo control. La dosis 60 mg/kg mostro un

aumento significativo en la expresion de GPX (p= 0,01) de 1,9 veces (x0,21) comparado con el grupo
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control, mientras que la dosis 100 mg/kg mostré un aumento significativo (p= 0,01) de 1,9 (+0,54) veces
comparado con el grupo control. Sin embargo, y al igual que en las otras enzimas antioxidantes
descritas, no se observaron cambios en el contenido de proteinas de GPX en el musculo soleo
evaluados por medio de western blot (Figura 8-B), mientras que en el musculo FDB, no se observaron
cambios significativos en los grupos suplementados respecto al grupo control en la expresion del
transcrito de GPX (Figura 8-C) y en el contenido proteico de esta enzima (Figura 8-D). De igual forma,
en el muasculo de ventriculo izquierdo, no se observaron cambios significativos en los grupos
suplementados respecto al grupo control en la expresion del transcrito de GPX (Figura 8-E) y en el

contenido proteico de esta enzima (Figura 8-F).
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Figura 8. Efecto de apigenina en los niveles de GPX en soleo, FDB y tejido muscular de
ventriculo izquierdo.

Valores se expresan en unidades relativas respecto al control (C) + SD. Efecto de apigenina
posterior a 7 semanas de suplementacién en las dosis 30 mg/kg; 60 mg/kg y 100 mg/kg y grupo
control (C) en A- Expresion relativa de GPX en soleo. B- Cambio relativo de proteinas de GPX
por medio de western blot en soleo. C- Expresion relativa de GPX en FDB. D- Cambio relativo
de proteinas de GPX por medio de western blot en FDB. E- Expresion relativa de GPX en tejido
cardiaco muscular de ventriculo izquierdo. F- Cambio relativo de proteinas de GPX por medio de
western blot en tejido cardiaco muscular de ventriculo izquierdo. Las comparaciones de los
datos se realizaron con el analisis One-way ANOVA con un post hoc de Dunnett para
comparaciones multiples * p=<0,01; **p=<003. n= entre 3 y 5 animales por grupo.

Por ultimo, una vez que se obtuvieron los resultados de las diferentes variables tanto de condicién fisica,
estado redox general evaluado en plasma y en eritrocito, y la evaluacion del transcrito de genes y
contenido proteico de la ruta PGC-1a/ Nrf2 en los musculos soleo, FDB y del tejido del ventriculo

izquierdo, se realizé una correlacién entre las distintas variables para tratar de observar de mejor
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manera la interaccion entre estar variables con la suplementacién de apigenina. Respecto al musculo
soleo (Figura 9), podemos ver que existe una correlacion positiva entre la expresion relativa de PGC-1a
con la expresion relativa de Nrf2 (r= 0,816 y p=0,0001) ( Figura 9-A), en la expresion relativa de PGC-1a
con la expresion relativa de SOD (r=0,641 y p=0,002) (Figura 9-B), en la expresion relativa de PGC-1a
con la expresion relativa de CAT (r=0,794 y p=0,0001) (Figura 9-C) y en la expresion relativa de PGC-1a

con la expresion relativa de GPX (r=0,472 y p=0,036) (Figura 9-D).
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Figura 9. Correlaciones asociadas a la expresioén relativa de mRNA en soleo.

Correlacién de variables evaluadas en soleo en A- Correlacién expresion relativa PGC-1a con la
expresion relativa de Nrf2. B-Correlaciéon expresion relativa PGC-1a con la expresién relativa de
SOD. C- Correlacion expresion relativa PGC-1a con la expresion relativa de CAT. D- Correlacion
expresion relativa PGC-1a con la expresién relativa de GPX.

En cuanto al musculo FDB (Figura 10), se observaron correlaciones positivas entre la expresion relativa
de PGC-1a con la expresion relativa de Nrf2 (r= 0,476 y p=0,034) (Figura 10-A), en la expresion relativa
de PGC-1a con la expresion relativa de SOD (r=0,503 y p=0,024) (Figura 10-B) y en la expresion relativa
de PGC-1a con la expresion relativa de CAT (r=0,588 y p=0,008) (Figura 10-C).
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Figura 10. Correlaciones asociadas a la expresién relativa de mRNA en FDB.
Correlaciéon de variables evaluadas en FDB en A- Correlacion expresion relativa PGC-1a con la
expresion relativa de Nrf2. B-Correlacion expresion relativa PGC-1a con la expresion relativa de
SOD. C- Correlacion expresion relativa PGC-1a con la expresion relativa de CAT.

Por ultimo, referente al masculo de ventriculo izquierdo (Figura 11), podemos ver que existe una

correlacion positiva entre la expresion relativa de PGC-1a con la expresion relativa de SOD (r= 0,8834 y

p=0,0001) (Figura 11-A), en la expresion relativa de PGC-1a con la expresién relativa de CAT (r= 0,835

y p=0,0001) (Figura 11-B), en la expresion relativa de PGC-1a con la expresion relativa de GPX (r=

0,503 y p=0,024) (Figura 11-C). Ademas, se observé una correlacién positiva en el contenido proteico de

la enzima SOD con el contenido proteico de la enzima CAT (r= 0,551 y p=0,018) (Figura 11-D), en el

contenido proteico de la enzima SOD con el contenido proteico de la enzima GPX (r= 0,757 y p=0,0001)

(Figura 11-E).
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Figura 11. Correlaciones asociadas a la expresion relativa de mRNA y contenido de proteinas
en tejido muscular del ventriculo izquierdo.

Correlacion de variables evaluadas en tejido muscular del ventriculo izquierdo en en A- Correlacion
expresion relativa PGC-1a con la expresion relativa de SOD. B-Correlacion expresion relativa PGC-
la con la expresion relativa de CAT. C- Correlacion expresion relativa PGC-1a con la expresion
relativa de GPX. D- Correlacion contenido de proteinas de SOD con CAT. E- Correlacion contenido
de proteinas de SOD con GPX.
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12. Discusioén

12.1. Efectos de apigenina sobre la condicidn fisica.

Posterior a la suplementacién durante 7 semanas con apigenina en ratones sanos, no se observaron
cambios en la condicion fisica de los ratones asociadas a la fuerza, resistencia y velocidad (Figura 1).

Estos resultados contrastan con los obtenidos por Jin Jang®, en el cual ratones suplementados con una
dosis de 0,2% y 0,4% de apigenina por medio de una dieta AIN-76 modificada, presentaron un aumento
significativo en la distancia recorrida posterior a la suplementacion de apigenina por 7 semanas. El test
de distancia recorrida utilizado por Jin Jang®! comenzé con una velocidad de 10 m/min, mientras que en
nuestro modelo, por limitaciones técnicas de la trotadora utilizada, el protocolo comenzé con una
velocidad de 16 m/min, esto pudo implicar una fatiga mayor en los ratones utilizados en nuestro modelo,
y por lo tanto, no presentar una diferencia significativa comparado con el grupo control. En otros trabajos
en los cuales se suplement6 con apigenina y se observaron mejoras significativas en el test de carrera,
fueron con modelos de animales obesos®®’’ o envejecidos’®, los cuales al presentar EO y estado redox
alterado, apigenina logré mejorar la defensa antioxidante endogena, disminuir marcadores de dafio por
EO en sangre y tejidos®®’8, ademas de disminuir la atrofia muscular en un modelo de ratones obesos” y

envejecidos’®, y con esto, lograr una mayor fuerza y resistencia en carrera’®,

12.2. Efectos de apigenina en el estado redox general

Respecto a la defensa antioxidante enddégena medida en eritrocito y plasma , no se observaron cambios
significativos en el contenido de MDA en eritrocito (Figura 2-A), en la capacidad antioxidante del plasma
( Figura 2-B) o en la actividad de SOD (Figura 2- C), y contrario a los resultados esperados, se observo
una disminucién significativa en la actividad de las enzimas CAT (Figura 2-D) en las dosis 30 mg/kg y
60 mg/kg y en la actividad de GPX en eritrocito se observé una disminucion significativa en todas las
dosis utilizadas de apigenina (Figura 2- E).

Estos resultados se pueden explicar ya que la sangre es el tejido que recibe parte de la produccion de
EROS de los diferentes 6rganos del cuerpo, modificando diversos biomarcadores de EO en el plasma y
eritrocito’®8°. Margaritelis y cols®! realizaron una revision sistematica para evaluar la asociacion entre

biomarcadores de dafio por estrés oxidativo en sangre con diferentes érganos en diversos modelos de
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investigacion, principalmente en modelo de rata y raton. En la revision, dan cuenta que de un total de 42
estudios que evaluaron MDA en sangre, junto con su contenido en diversos tejidos, y observaron que 37
de estos trabajos presentan el mismo cambio direccional (aumento o disminucién significativos) en el
contenido de MDA en sangre como en los diversos 6rganos evaluados. En la revisiébn podemos destacar
los resultados obtenidos en el contenido de MDA de corazén, érgano evaluado en 15 estudios de los 42
trabajos incluidos en el trabajo de Magaritelis y cols®. De los 15 estudios analizados, 13 presentan
cambios en la misma direccion en los niveles en sangre de MDA como en corazon. Por otra parte, la
enzima SOD, fue evaluada en 28 trabajos, de los cuales, 23 presentan el mismo cambio direccional
evaluado en sangre que en tejidos, de los cuales destacan los trabajos que evaluaron corazén (8
articulos) y muasculo esquelético (4 articulos). Mientras la actividad de la enzima CAT fue evaluada en 23
articulos, de los cuales, 18 presentan el mismo cambio direccional evaluado en sangre, incluyendo
trabajos que evaluaron corazon (6 articulos) y masculo esquelético (2 articulos). Por dltimo, la enzima
GPX fue evaluada en 21 trabajos, de los cuales 19 presentan el mismo cambio direccional de GPX en
plasma o glébulos rojos con otros tejidos como corazén (7 articulos) y masculo esquelético (6 articulos).
Si bien en nuestros resultados existe una menor actividad de las enzimas CAT y GPX en eritrocito, esta
disminucion podria no asociarse a un estrés oxidativo, ya que el marcador de dafio MDA no sufre
modificaciones entre los grupos tratados comparados con el grupo control.

En patologias asociadas al EO y envejecimiento, se ha observado un aumento en el contenido de MDA
en eritrocito y una menor capacidad antioxidante del plasma'®’®. En nuestro trabajo, la capacidad
antioxidante del plasma no se vio afectada, ya que apigenina al no poseer potencial reductor, no genero
aumento en la capacidad antioxidante del plasma al contrario de lo evidenciado por otros flavonoides
como quercetina®, u otros antioxidantes como la Vit-C y Vit-E 3. Respecto a la disminucion en la
actividad enzimética de CAT y GPX, se observé que estas presentaron una correlacion positiva con el
contenido de MDA. Si bien no se observé una disminucidn significativa en el contenido de MDA en
eritrocitos en funcion de las distintas concentraciones de apigenina, las correlaciones halladas sugieren
gue las adaptaciones observadas dependen de un menor dafio asociado a EO. (Figura 3-A y Figura 3-B).
Por lo tanto, si bien no se observéd una disminucién significativa en el contenido de MDA en eritrocito en

los grupos tratados en comparacion al grupo control, la disminucién significativa de la actividad de CAT y
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GPX en los grupos tratados se asocid6 a menor contenido de MDA posterior al periodo de
suplementacion de apigenina. Por lo tanto, la disminucion de la actividad antioxidante podria no
asociarse a un EO, sino a un menor dafio oxidativo, evaluado en esta investigacion, por medio de MDA.
En trabajos previos, en humanos obesos jovenes, se ha observado una mayor actividad de enzimas
antioxidantes ademas de un mayor contenido de MDA en eritrocito comparado con un grupo joven
delgado, mientras que en adultos mayores obesos, se observa una menor actividad de enzimas
antioxidantes, ademas de un mayor contenido de MDA en eritrocito comparado con adultos mayores
delgados®? . Esto se debe a que la actividad antioxidante dependera de la condicién metabdlica asociada
al peso y composiciéon corporal de los sujetos ademas de la edad®. En patologias metabdlicas y
envejecimiento, se ha observado un agotamiento de la defensa antioxidante, y con esto, una
disminucién en la actividad de las enzimas SOD, CAT y GPX®, ademas de un aumento en los niveles de
MDA y biomarcadores de dafio por EO junto con signos clinicos de enfermedad, por ejemplo, niveles
altos de glucosa plasmatica® o hipertension arterial*®. En sujetos jovenes, se ha observado que aumento
de la actividad de enzimas antioxidantes se asocia a un aumento en la produccién de MDA, con el fin de
contrarrestar el dafio oxidativo producido por una sesién de ejercicio de alta intensidad!®. En nuestros
resultados, la disminucién de la actividad de enzimas antioxidantes CAT y GPX estaria asociada a que
apigenina generd una disminucién en el contenido de MDA, y, por consiguiente, la menor respuesta de
las enzimas antioxidantes en su actividad debido a que existe un menor dafio oxidativo, por ende, una
menor produccién de EROS en sangre, lo que podria asociarse a un efecto protector por parte de
apigenina en un modelo de ratones sanos, sin embargo, es necesario corroborar esta hipétesis con otros
modelos experimentales que evallen la suplementacion de apigenina en modelos sanos en conjunto

con modelos de dafio por EO y realizar las comparaciones entre dichos grupos.

12.3. Efecto de apigenina en la ruta Pgc-1a/Nrf2 y enzimas antioxidantes.

Por ultimo, en nuestros resultados se observé en el musculo soleo un aumento en la expresion de los
transcritos de los factores PGC-1a en la dosis de 60 mg/kg y 100 mg/kg, un aumento en la expresion del
transcrito de Nrf2 en las dosis de 60 mg/kg y 100 mg/kg mientras que, en las enzimas antioxidantes, se
observa un aumento significativo en la expresion del transcrito de SOD en todas las dosis utilizadas de
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apigenina, ademas, se observo un aumento significativo en la expresion del transcrito de CAT en las
dosis 60 mg/kg y 100 mg/kg de apigenina, mientras que en la expresion del transcrito de GPX, se
observd un aumento significativo en todas las dosis utilizadas de apigenina. Sin embargo, no se
observaron cambios significativos en la expresion de los transcritos de los musculos FDB y del ventriculo
izquierdo de PGC-1a, Nrf2, SOD, CAT y GPX posterior a la suplementacion de apigenina. Junto con lo
anterior, no se observaron cambios significativos en el contenido proteico PGC-1a en soleo en ninguna
de las dosis utilizadas, mientras que el contenido proteico de Nrf2 en los musculos soleo, FDB y del
ventriculo izquierdo no pudo ser determinado. Respecto al contenido proteico de las enzimas SOD, CAT
y GPX, no se observaron cambios significativos en ninguna de las dosis utilizadas de apigenina en los
musculos soleo, FDB y del ventriculo izquierdo.

Estos resultados se pueden explicar ya que apigenina posee una homologia quimica con la quinona de
la CoQ del complejo | de la mitocondria, pudiendo acoplarse con los sitios de uniéon de la quinona
generando una inhibicion parcial de este complejo por medio de una competencia en la unién del sitio®?,
generando un cambio en el potencial de membrana mitocondria®4induciendo una mayor produccién de
EROS**®#ademas de un cambio en la relacion ADP/ATP permitiendo una mayor actividad de AMPK. El
O producido por el complejo | es luego dismutado por la enzima SOD*, que como se observa en la
Figura 5-A, mostré un aumento en su expresién en el mdsculo soleo similar en todas las dosis de
apigenina suplementada. Esto se puede deber, a que SOD es la enzima que actida como primera linea
en la defensa antioxidante! frente al O;™ producidas por el complejo | de la mitocondria, que aumenta
frente a la suplementacion de apigenina, es por lo anterior, que independiente de la dosis de apigenina
suplementada, SOD aumenta su expresion para contrarrestar la mayor produccion de O,%2. Sin
embargo, la expresion de los factores PGCla y Nrf2 presentan una curva dosis dependiente ( Figura 4-A
y Figura 5-A ), ya que para activar estos factores es necesario una cierta cantidad de H.0,*%8¢, En el
caso de PGC-1a, s6lo la dosis 100 mg/kg generdé un aumento significativo en su expresion, esto se
puede deber a que PGC-la es activado rio arriba por AMPK que es sensibilizada por H.02°°%" al
contrario de Nrf2, que presentd un aumento significativo en su expresion con las dosis 60 mg/kg y 100
mg/kg, ya que Nrf2 es activada directamente por H,O; al disociarla de Keap1®. PGC-1a y Nrf2 a su vez

actuan en los ARE permitiendo el aumento de la expresién de las enzimas SOD, CAT y GPX!888 | as
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enzimas CAT y GPX (Figura 7-A y Figura 8-A), al igual que Nrf2 (Figura 5-A), muestran una curva dosis
dependiente de apigenina observandose un aumento significativo en la dosis 60 mg/kg y 100 mg/kg en
el misculo soleo. Esto se puede deber a que CAT actlia sobre O, producida por SOD?, y a mayor dosis
de apigenina, mayor inhibicién del complejo | de la mitocondria, mayor actividad de SOD y por ende,
mayor produccion de Oz~ que luego debe ser catalizado a H.O, por medio de CAT y GPX?,

Otro mecanismo por el cual apigenina puede generar efectos en la ruta de PGC-1a, Nrf2 y de las
enzimas antioxidantes es mediada por el canal Transient receptor potential cation channel, subfamily V,
member 4 (TRPV4). Se ha descrito que apigenina es capaz de activar los receptores del canal TRPV48°,
gue es un canal catiénico permeable a Ca**, que induce un ingreso de Ca*™ extracelular permitiendo la
activacion de CAMKIIB®, lo que permite a su vez la fosforilacion y activacion de AMPK
independientemente de los cambios en la relacion AMP/ATP®. Se ha observado que el misculo soleo
presenta canales TRPV4°!, lo cual explicaria en parte, el efecto de apigenina en este tejido en el
aumento de la expresién de PGC-1a, Nrf2 y de las enzimas antioxidantes, ya que éstas se encuentras
rio debajo de AMPK®2% |

Pese a observarse cambios en la expresion de la ruta PGC-1a/Nrf2 y de las enzimas antioxidantes de
una forma dosis dependiente, no se observaron cambios en el contenido proteico de PGC-1a, SOD,
CAT y GPX respecto al grupo control, esto se puede deber a que, el estrés celular inducido por
apigenina, no fue lo suficientemente alto como para inducir una adaptacion en el musculo soleo, sino
mas bien, una estimulacion que dio como respuesta, la mayor expresion del transcrito de genes de la
defensa antioxidante. Se debe considerar que si bien nuestro modelo utiliz6 dosis similares a las de
otros trabajos®, los efectos de apigenina se han visto estudiados de mayor forma en patologias
metabdlicas®>°¢7"7894 |0 que puede influir en el balance redox previo y posterior a la suplementacion en
los animales de experimentacién, y por ende, en la respuesta de apigenina sobre el contenido de

proteinas de PGC-1a y Nrf2, ademas de las diversas enzimas antioxidantes.

Por otra parte, en la fibra FDB, no se observaron cambios significativos en la expresion de los factores
de transcripcion evaluados y enzimas antioxidantes ya que, al ser un masculo de contraccion rapida® ,

posee menos mitocondrias y con esto apigenina no puede generar la cantidad necesaria de EROS que
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permitan la activacion de los factores PGC-1a y Nrf2, y por ende, no se observa un aumento significativo
en la expresion de las enzimas antioxidantes®’.

En estudios anteriores, se observo que la suplementacion de apigenina durante 7 semanas en ratones
C57BL/6 aumenté el contenido proteico de PGC-1a, PGC-1al y PGC-1a4, asociandose a un mayor
desarrollo de hipertrofia muscular en el misculo cuadriceps®. En un trabajo realizado por Dongtao
Wang”® en el cual utilizaron un modelo de ratones envejecidos suplementados con diferentes dosis de
apigenina (25 mg/kg, 50 mg/kg y 100 mg/kg) durante 9 meses, logré6 mejorar significativamente la fuerza
y capacidad de resistencia en un test en tapiz rodante comparado con un grupo control envejecido,
ademas, se observo un aumento significativo en el contenido de PGC-1a en musculo cuédriceps, junto
de una mayor actividad de SOD, CAT y GPX y un menor contenido de MDA en el musculo
gastrocnemios’®. En un estudio de Wo Hee Choi’’, se evalud el efecto de apigenina en un modelo de
ratones obesos y atrofia muscular, que posterior a 8 semanas de suplementacion de apigenina, ratones
obesos suplementados mostraron un mayor contenido de PGC-1a en cuadriceps , una mayor actividad
de la enzima citrato sintasa en gastrocnemios junto con una mayor expresion de proteinas de la cadena
transportadora de electrones comparados con ratones obesos. Estas diferencias entre los resultados
obtenidos y los vistos con anterioridad se pueden asociar a los diferentes tipos de fibra muscular
utilizados®>°® y a cambios en la defensa antioxidante y respuesta del organismo frente al EO dado por la
obesidad y envejecimiento respecto a la suplementacion con apigenina®. Es relevante destacar, que el
efecto de apigenina en el musculo esquelético no ha sido descrito en su totalidad, para el afio 2018 sélo
dos articulos evaluaron el efecto de apigenina como herramienta terapéutica en el tratamiento de las
enfermedades metabdlicas utilizando como 6rgano objetivo el masculo esquelético®”. Al momento de la
entrega de la presente tesis, so6lo tres articulos han evaluado el efecto de apigenina en los factores
PGC-1a,Nrf2 0 en las enzimas antioxidantes en el musculo esquelético. Estos tres articulos fueron
realizados en ratones envejecidos’®, en ratones obesos’’ y otro en ratones sanos®!. Es por lo anterior,
gue aun falta por dilucidar el efecto que posee apigenina en los diversos tipos de fibra muscular
esquelética, en condiciones de enfermedades metabdlicas como en animales sanos, y en especial, en
modelos de ejercicio, ya sea de forma aguda o con un entrenamiento cronico, ya que cada fibra

muscular presenta resultados diferentes dependiendo de su metabolismo.
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Respecto a la expresion de la ruta PGC-1a/Nrf2 y enzimas antioxidantes en el musculo de ventriculo
izquierdo, no se observaron cambios posteriores a la suplementacion de apigenina. Este resultado
contrasta con lo observado en un estudio de Huang Huang®, en el cual se observé en un modelo de I/R
realizado en una cdmara de Langendorff en corazones de ratas suplementadas con apigenina durante 3
semanas, una disminucién significativa de la actividad de la lactado deshidrogenasa y de la
creatinquinasa comparado con corazones de ratas en un modelo I/R sin suplementacion de apigenina, lo
gue se asocia a una mejora en la capacidad oxidativa del corazén. Ademas, se observdé un aumento
significativo de la actividad de SOD, CAT y GPX en tejido cardiaco junto una disminucién de MDA y
dafo del tejido cardiaco®. En otro estudio realizado por Pei Wang®, en un modelo de isquemia
reperfusion en cual las ratas fueron inyectadas intraperitonealmente con apigenina (4 mg/kg), 10 min
antes de ligar la rama descendente anterior izquierda de la arteria coronaria para inducir la isquemia y
posterior sacrificio de los animales, se observé un aumento en la actividad de SOD y CAT, y un menor
contenido de MDA en el tejido cardiaco. Los resultados anteriores, muestran un efecto precondicionante
generado por apigenina frente a un EO agudo y de gran magnitud como lo es el proceso de I/R. Sin
embargo, en nuestro modelo de ratones sanos no observamos un aumento en la expresion de genes
asociados a la defensa antioxidante en tejido del ventriculo izquierdo. Esto se puede deber a que
apigenina no genero el estrés necesario para inducir una adaptacion en este tejido, ya que se ha visto
que los musculos oxidativos toleran de mejor manera el dafio generado por las EROS!® ademas de
tener una mayor capacidad de mantencién del glutation comparado con musculos de fibra rapida. El
glutation es el principal antioxidante celular, que permite disminuir la tasa de produccién de EROS* . En
ratas, se ha observado que el tejido cardiaco presenta un mayor contenido de glutation (1,7 umol/g de
tejido himedo en promedio) comparado con soleo (1 um/g de tejido himedo en promedio)°t. Junto con
lo anterior, se ha observado que el cardiaco presenta comparativamente una mayor actividad de
enzimas que regulan la velocidad de la glucélisis como la fosfofructokinasa y enzimas que regulan el
metabolismo oxidativo como la citrato sintasa en comparaciéon musculo soleo'®?1%  en el cual apigenina
si mostr6 mejoras en la expresion de los genes PGC-1a/Nrf2 y de enzimas antioxidantes en nuestro

estudio. Por otra parte, apigenina ha demostrado mejorar el metabolismo oxidativo de una forma
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precondicionante un modelo de I/R%. En un modelo de ratas Sprague-Dawley hipertensas por medio de
un modelo renovascular, en el cual se liga la arteria renal izquierda, y que fueron suplementados con
apigenina ( 50 y 100 mg/kg) durante 4 semanas, presentaron un menor contenido proteico de Hypoxia
Inducible Factor (HIF)-1a y del peroxisome peroliferator-activated receptor-y (PPARY) comparado con el
grupo control hipertenso®. Estos factores de transcripcion estan asociados a la sintesis de éacidos
grasos y a la mayor utilizacion de la ruta glucolitica citosélica en el tejido cardiaco. Ademas, las ratas
suplementadas con apigenina, presentaron un aumento significativo del contenido proteico del factor
PPARa'%, factor de transcripcion que favorece la utilizacién de acidos grasos como sustrato energético
por medio de la B-oxidacion!®, junto con un aumento de la enzima carnitine palmitoyltransferase-1
(CPT-1), que permite el transporte de las cadenas de &cidos grasos desde el citoplasma hacia el
espacio intermembrana de la mitocondria, favoreciendo asi la utilizacién de &acidos grasos en el
metabolismo oxidativo!®*1% Ademas, en las ratas suplementadas con apigenina se observé un aumento
en el contenido proteico de la enzima piruvato deshidrogenasa kinasa 4 (PDK4) que favorece la
conversion del piruvato citosélico a Acetil-Coa, y con esto, la utilizacién de glucosa en el metabolismo
oxidativo!04107

Considerando los antecedentes previos, en los cuales el tejido cardiaco presenta una mayor capacidad
oxidativa que el soleo%21% ademas de mayores niveles de glutation'®, y que el dafio celular generado
por las EROS dependera de la capacidad oxidativa del tejido'®, y que apigenina en el tejido cardiaco
favorece el metabolismo lipidico y glucolitico oxidativo'®*, el estrés celular generado por las diferentes
dosis de apigenina en el musculo del ventriculo izquierdo no fue los suficientemente alto como para
inducir una respuesta y adaptacion de la defensa antioxidante inducida por apigenina en este tejido, ya
gue su alta capacidad oxidativa le permite responder de mejor forma frente a la inhibiciéon del complejo |
de la mitocondria generado por apigenina, que es un estrés de bajo nivel, enfrentandose de mejor
manera al cambio en la relacion ATP/AMP generado por el bloqueo del complejo |, y por lo tanto, una
menor activacion de AMPK y con ésta, la menor expresion de los genes de la ruta PGC-1a/Nrf2 y

enzimas antioxidantes, en comparacion a otros tejidos como el soleo%%1%,
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13. Conclusiones

En base a nuestros resultados, se puede concluir que:

1- Apigenina no genera cambios en la condicion fisica.

2- Posee un efecto en la actividad de enzimas antioxidantes en glébulo rojo, particularmente
disminuye la actividad de CAT y GPX.

3- Tiene un efecto diferenciado en las expresiones de genes de la ruta PGC-1a/Nrf2 y de enzimas
antioxidantes de musculo esquelético y cardiaco, particularmente sélo se observan aumentos
significativos en el transcrito de la via PGC-1a/Nrf2 y de enzimas antioxidantes en soleo, sin
observar cambios significativos en FDB y tejido cardiaco del ventriculo izquierdo, sin generar
cambios en el contenido proteico en ninguno de los tejidos utilizados.

Es por lo anterior, que nuestra hipotesis es nula.
Son necesarias mas investigaciones que puedan abordar desde otra arista el efecto que tiene apigenina
sobre la sefalizacién de la defensa antioxidante en diversos tejidos, ademas de su efecto diferenciado

en glébulo rojo.
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