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Resumen

Los beneficios del ejercicio han sido reconocidos desde hace muchos afios sin embargo, los
mecanismos moleculares por el cual ejercen beneficios en la salud siguen siendo dificil de alcanzar. La
proteémica es una herramienta muy valiosa para aumentar la comprension celular de los mecanismos
moleculares que subyacen en el ejercicio aerébico en adolescentes obesos. Las proteinas del misculo
esquelético fueron separadas por 2D-PAGE, y los cambios en la expresién de las proteinas fueron
revelados por ImageMaster2D Platinum. La protedmica diferencial revelé 9 proteinas con cambios de
expresion diferencial, 7 sobre expresadas y 2 con menor expresion. En conclusion, nuestro analisis
sugiere que el ejercicio aerébico modifica el perfil de expresion de proteinas en musculo esquelético de
adolescentes sedentarios con obesidad.

Abstract

Benefits of exercise have been recognized for many years, however, the molecular mechanisms by
which they exert health benefits remain elusive. Proteomics is a valuable tool for increasing
understanding of the molecular mechanisms that underlie aerobic exercise in obese adolescents.
Skeletal muscle proteins were separated by 2D-PAGE and changes in protein expression were revealed
by ImageMaster2D Platinum. The differential proteomics revealed 9 proteins with differential expression
changes, 7 overexpressed and 2 with lower expression. In conclusion, our analysis suggests that aerobic
exercise modifies the profile of protein expression in skeletal muscle of sedentary obese adolescents.

Proteémica, ejercicio aerébico, musculo esquelético, obesidad.

Vol. 1 no. 2, Verano de la Investigacién Cientifica, 2015

—_
N



INTRODUCCION

En México como en el mundo la obesidad se ha
convertido en un problema de salud publica, y su
incidencia ha ido en aumento en los Ultimos afios.
Uno de los factores que condiciona la obesidad es
la falta de actividad fisica. Durante el paso de los
aflos y con los cambios del estilo de vida se ha
observado una disminucion en la actividad fisica y
un incremento de la incidencia de obesidad. A
menudo, los pacientes con obesidad han sido
diagnosticados con inflexibilidad del musculo
esquelético caracterizada por la toxicidad de los
lipidos y una tendencia a desarrollar resistencia a
la insulina y los cambios metabdlicos que con ella
se presentan. En la actualidad existe literatura que
demuestra los beneficios del ejercicio sobre
diferentes grupos de personas sanas, pacientes
diabéticos y adolescentes obesos. Las mejoras
metabdlicas se explican en parte debido a los
cambios en el sistema musculo esquelético. El
musculo esquelético es un tejido importante
metabdlicamente hablando debido a que durante
el ejercicio se metabolizan los carbohidratos y los
lipidos en la mitocondria. Diferentes estudios han
demostrado cambios bioquimicos después del
ejercicio. Sin embargo, es necesario un estudio
integrador de multiples cambios de proteinas para
aumentar la comprension de las vias fisiolégicas
gue mejoran el estado metabdlico a través del
ejercicio.

MATERIALES Y METODOS

Participantes

Participaron 4 adolescentes de sexo masculino de
entre 15 y 18 afios de edad con diagnéstico de
obesidad de acuerdo a los criterios de la

International Obesity Task Force (IOTF). Los
pacientes debian de realizar a la semana menos
de 90 minutos de actividad fisica en el dltimo afio
para ser incluidos en el estudio. Ninguno de los
participantes presentaba signos, sintomas ni
antecedentes de alteraciones o enfermedades
musculares. Al inicio del estudio se les explico
tanto a los participantes y a sus padres los
objetivos y procedimientos que conllevaria la
investigacion; una vez que estuvieron de acuerdo
procedieron a firmar una carta de consentimiento
informado. Esta investigacién fue aprobada por el
Comité de Etica del departamento de Ciencias
Médicas de la Universidad de Guanajuato.

La seleccién inicial se llevé a cabo por la historia
clinica y la informacion sobre el estilo de vida,
incluyendo el consumo de alimentos y habitos de
actividad fisica.

Siguiendo las guias para la deteccion de la
hipertension se midié la presion arterial por
duplicado mediante el método de auscultacién con
un esfigmomanometro de mercurio (Welch Allyn
Tycos, EE.UU). Se obtuvieron muestras de sangre
reposo de la vena antecubital. La sangre se extrajo
después de aproximadamente 12 h de ayuno y se
les solicitd a los pacientes que no realizaran
ninguna actividad fisica moderada o intensa al
menos 24 h antes de la prueba. Se determinaron
los niveles de glucosa, insulina y perfil lipidico. Los
niveles de glucosa fueron obtenidos mediante el
método enzimatico colorimétrico glucosa oxidasa,
se obtuvieron los niveles de insulina utilizando
radioinmunoensayo y finalmente el perfil lipidico
fue obtenido mediante el método enzimatico
colorimétrico (SPINREACT, Espafia).

Posteriormente los participantes fueron medidos
por un antropometrista certificado siguiendo el
protocolo de La Sociedad Internacional para el
Avance de la Cineantropometria (ISAK). La suma
de 3 pliegues cutaneos (pecho, abdomen y muslo)
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fue utilizada para calcular el porcentaje de grasa
corporal segun Jackson y Pollock. Se obtuvo un
electrocardiograma de 12 derivaciones en reposo
(Burkick Ek 10 Milton WI, EE.UU) para descartar
alteraciones cardiacas que contraindicaran el
ejercicio. Los participantes realizaron una prueba
de ejercicio maximo incremental en banda sin fin
(Trakc Master Research, Eastlake, OH, EE.UU.)
para obtener su FCmax y calcular el VO,pico.
Brevemente, después de un calentamiento de 3
minutos a 2.8 millas por hora (mph) con una
inclinacion del 0%, la prueba de ejercicio fue
realizada segun el protocolo de Balke (3.4 mph +
1% de elevacion a la banda cada min). Durante la
prueba, la frecuencia cardiaca (FC) fue registrada
continuamente con un monitor de FC portatil (Polar
RS400SD, Kempele, Finlandia). El esfuerzo
maximo se logré cuando los sujetos alcanzaron
una tasa de esfuerzo percibido > 17 o una FC de
190-210 latidos por minuto.

El VO,pico fue calculado usando la siguiente
ecuacion:

VO,pico (ml/kg*min) = 0.2 (velocidad) + 0.9
(velocidad) (% inclinacion) + 3.515.

La intensidad de la prueba fue prescrita de
acuerdo a la FCmax y al VO,pico.

Toma de biopsia de musculo esquelético.

Antes y después del entrenamiento aerdbico se
obtuvieron biopsias con aguja percutanea de
aproximadamente 200 mg del musculo vasto
lateral derecho bajo anestesia local.

Las muestras obtenidas fueron lavadas con buffer
(20 mM Tris/ HCI pH7.8, 10 mM EDTA, 2 mM DTT
e inhibidor de proteasa) y almacenadas a -70°C
para su analisis posterior.

Intervencion

Durante 12 semanas los participantes realizaron
ejercicio aerobico 50 min/dia 3 dias a la semana
usando un cicloergometro (Monark 839E) o una
banda sin fin (Track Master Researche St. Paul Mn
EE.UU) a una intensidad de 70 a 80 % de la
FCmax. La FC de los pacientes fue verificada cada
minuto con un monitor de frecuencia cardiaca
portatil (Polar RS400SD, Kempele, Finlandia) bajo
la supervisiobn de personal experimentado. Las
cargas de trabajo se incrementaron segun fue
necesario para mantener la intensidad del ejercicio
prescrito a través del estudio.

Perfil protedmico

Las muestras de musculo se suspendieron en un
buffer de lisis (7,0 M de urea, tiourea 2,0 M, 4%
(w/v) CHAPS, DTT 100 mM y 30 mM Tris Base,
ademas de inhibidor de proteasa) y se
homogeneizaron usando el Sample Grinding Kit
(GE, Healthcare). La cuantificacion se llevé acabo
por 2D-Quant Kit (GE, Healthcare). Se usaron tiras
pH IPG 3-10 NL de 24 cm (GE, Healthcare) y se
rehidrataron durante 12 horas, a temperatura
ambiente. La primera dimension se llevo a cabo
utiizando una unidad Ettan IPGphor 3 (GE
Healthcare) en cuatro etapas hasta 40 000 V.
Después de la primera dimensién se hidrataron
tiras durante 13 min en buffer de equilibrio, primero
con DTT y luego con yodoacetamida. En la
segunda dimension se realizd la separacion de
proteinas por peso molecular en geles de
poliacrilamida al 12.5%, utilizando la camara de
electroforesis (GE, Healthcare).

Los geles se corrieron a 160 V. Las proteinas se
visualizaron por la tincion azul de coomassie, para
luego digitalizar los geles en el ImageScanner lll.
Las imégenes se analizaron y compararon
mediante el software ImageMaster 2D Platinum
ver 7.0 (GE Healthcare).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se determinaron las caracteristicas
antropomeétricas y metabdlicas de los
participantes. (tabla 1).

Dentro del andlisis protedmico se resolvieron 70
spots, de los cuales 9 spots presentaron cambios
de expresion de al menos el doble. De estos
cambios significativos 7 spots aumentaron y 2
spots disminuyeron. (Imagen 1).

El hallazgo de este estudio fue la expresion
diferencial de 9 proteinas, sugiriendo que
intervienen en metabolismo aerdbico y vias de
anaerébicas en el musculo vasto lateral de
adolescentes obesos después de 12 semanas de
entrenamiento aerébico y un control en la dieta.

CONCLUSIONES

Los hallazgos protedbmicos sugieren que los
adolescentes obesos cambian su fenotipo, IMC,
circunferencia de cintura, insulina, niveles de
glucosa sérica después del entrenamiento
aerébico a través de un patron mejorado de
expresion de proteinas que probablemente
intervienen en el metabolismo de la glucosa y
aumentan la fosforilacion oxidativa.
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Tablal. Caracteristicas antropométricas y metabolicas antes y después del entrenamiento.

Caracteristicas de los pacientes

Antes del entrenamiento

Después del
entrenamiento

1. Edad (afios) 16.1 (15-17.5) 16.3 (15-18)
2. Peso (kg) 98.6 (82.7-130.4) 94.4 (79.2-129.3)
3. IMC (kg/m2) 33.8 (28.8-42.1) 32.4 (27.1-41.7)
4. Circunferencia de cintura (cm) 111.5 (100-131) 103.3 (90.4-127.5)
5. Grasa corporal (%) 25.9(20.1-36.2) 25.0(13.4-31.0)
6. Glucosa (mg/dl) 101(89-107) 82.4(76.3-88.5)
7. Colesterol Total (mg/dl) 152(120-185) 138(109-171)
8. HDL (mg/dl) 36.7(29.4-46.7) 32.4(28.4-41.6)
9. LDL (mg/dl) 78(46.5-119.5) 87(61.4-115.2)
10. Insulina (microUl/dl) 59.8 (46.3-67.6) 33.6(15.2-73)
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IMAGEN 1: Cambios de expresion de proteinas de adolescentes obesos.
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Proteinas que incrementan.

Proteinas que disminuyen.
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