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RESUMEN

La resistencia a la insulina en el musculo esquelético se reconoce como uno de los factor
de riesgo de diabetes mellitus tipo 2. Sin embargo, el mecanismo por el cual se gatilla la
resistencia a la insulina no esta claro. Una de las teorias es la lipotoxicidad, que es
producto de una acumulacion excesiva de especies lipidicas, siendo esta acumulacion
producto potencialmente de un desbalance entre la captacion y la oxidacion de acidos
grasos. De este modo, identificar factores moleculares que regulen la oxidacion de acidos
grasos en el musculo esquelético, podria aportar informacion relevante en el desarrollo de
métodos para prevenir y/o tratar la resistencia a la insulina. Estudios en animales y lineas
celulares, sugieren que la interaccion entre las mitocondrias y el reticulo sarcoplasmico
(mitocondria-RS) y la respuesta dindmica de las mitocondrias (fenotipo de fusioén
mitocondrial [mitocondrias con mayor tamafio y mayor abundancia de las proteinas que
regulan la fusion]/ fenotipo de fision mitocondrial [mitocondrias con menor tamafio y con
mayor abundancia de las proteinas que regulan la fision]) desempefian un papel en la
regulacion de la oxidacion de éacidos grasos. Ademads, un estudio reciente en células
hepaticas, sugiere que la fusion mitocondrial depende de la interaccién mitocondria-RS a
través de calcio, por lo tanto la interaccion mitocondria-RS y la fusion mitocondrial
podrian ser fendmenos acoplados y este acoplamiento jugar un rol en la oxidacioén de

acidos grasos. Sin embargo, esto no se ha evaluado en el musculo esquelético humano.

Hipétesis: Postulamos que la interaccion mitocondria-reticulo sarcopldsmico y el
fenotipo mitocondrial fusionado en el musculo esquelético humano en reposo, se
correlacionan directamente con la oxidacion de 4cidos grasos relativa a la oxidacion de

carbohidratos cuerpo completo en reposo y durante el ejercicio.

Objetivos: Demostrar que existe una correlacion directa entre la interaccion mitocondria-
reticulo sarcoplasmico y el fenotipo mitocondrial fusionado en el musculo esquelético
humano en reposo, con la oxidaciéon de &acidos grasos relativa a la oxidacion de

carbohidratos cuerpo completo en reposo y durante el ejercicio. Objetivos especificos: 1)
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Evaluar si existe una correlacion directa entre la interacciébn mitocondria-reticulo
sarcoplasmico en el muisculo esquelético en reposo y la oxidacion de acidos grasos relativa
a la oxidacién de carbohidratos cuerpo completo en reposo y durante el ejercicio. 2)
Evaluar si existe una correlacion directa entre el fenotipo mitocondrial fusionado en el
musculo esquelético en reposo y la oxidacion de 4cidos grasos relativa a la oxidacion de
carbohidratos cuerpo completo en reposo y durante el ejercicio. 3) Medir in vitro el rol de
la interacciéon mitocondria-reticulo sarcopldsmico en la respuesta dindmica de las

mitocondrias frente a la exposicion a 4cidos grasos en células musculares humanas.

Materiales y Métodos: Para los objetivos 1 y 2, incluimos doce hombres sin
enfermedades metabdlicas diagnosticadas, a los cuales medimos la oxidacion de acidos
grasos relativa a la oxidacion de carbohidratos a través del cociente respiratorio (CR)
cuerpo completo en reposo, posterior a 12 horas de ayuno. En estas condiciones de bajo
gasto energético el musculo esquelético da cuenta de ~25% del consumo de oxigeno de
todo el cuerpo. Posterior a esto, se les realiz6 una biopsia en el musculo vasto lateral de la
pierna dominante. Inmediatamente obtenida la biopsia, los sujetos realizaron una sesion
de ejercicio aerdbico (50% del consumo maximo de oxigeno, hasta gastar 600 kcal), en
esta condicion de alto gasto energético medimos el CR para estimar la oxidacion de acidos
grasos relativa a la oxidacidon de carbohidratos durante el ejercicio (en ejercicio, a esta
intensidad, el musculo esquelético da cuenta del ~80% del consumo de oxigeno de todo
el cuerpo). El CR se calcul6 con la razén entre la produccion de didxido de carbono
(VCO2) y el consumo de oxigeno (VO2) (VCO2/ VOy), siendo estos gases evaluados de
manera simultanea, respiracion por respiracion, con un carro metabolico. EI CR mientras
mas cercano a 0,7, mayor es la oxidacion de acidos grasos relativa a la oxidacion de
carbohidratos, y mientras mas cercano a 1 es el CR, mayor es la oxidacién de glucosa
relativa a la oxidacion de acidos grasos. Para evaluar la interaccion mitocondria-RS
usamos imagenes de microscopia electronica de transmision de las biopsias musculares.
Para evaluar el fenotipo de fusion mitocondrial, usamos imagenes de microscopia
electronica de transmision [tamafo de las mitocondrias] y western blot de las proteinas

que regulan la fusion y la fision mitocondrial. Para el objetivo 3, estudiamos el efecto de
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la incubacion con 4cido palmitico (AcidPal; 0,6 mM) y glucosa (10 mM), en células
musculares primarias (miotubos) en la dindmica mitocondrial. Analizamos el efecto de
XestoponginaB, un inhibidor de la interaccion mitocondria-RS, en la dinamica
mitocondrial inducida por AcidPal. XestoponginaB es un inhibidor especifico de la
actividad del receptor inositol 1,4,5 - trifosfato, el cual es clave en la liberacion de calcio
desde el RS a la mitocondria, de modo que se considera que inhibe especificamente la

interaccion mitocondria-RS.

Resultados: Observamos una correlacion inversa entre el porcentaje de mitocondrias
interactuando con RS en el musculo esquelético en reposo y el CR cuerpo completo en
reposo, pero no con el CR durante el ejercicio. Observamos una correlacion inversa entre
el tamafio de las mitocondrias intermiofibrilares en el musculo esquelético humano en
reposo y el CR cuerpo completo en reposo y durante el ejercicio. Encontramos una
correlacion directa entre el tamafio de las mitocondrias intermiofibrilares con una mayor
masa de la proteina Mfn 2 (proteinas que regula la fusién de las membranas externas de
las mitocondrias), ajustada a la proteina Fis 1 (proteinas que regula la fision mitocondrial)
(razon Mftn 2/Fis 1). In vitro, los miotubos incubados con AcidPal presentan mitocondrias
con mayor tamafio, en comparacion a los miotubos incubados con glucosa. La co-
incubacion de AciPal con XeB (1 uM) anulo el efecto del AcidPal en el tamafio de las
mitocondrias. Finalmente, la co-incubacion de AciPal con XeB produce una menor razon

de las proteinas Mfn 2/Fis 1 en comparacion a la incubacioén con AcidPal.

Discusion y conclusion: Observamos que los sujetos con un mayor porcentaje de
mitocondrias interactuando con RS y un mayor fenotipo de fusion mitocondrial en el
musculo esquelético en reposo, tienen una mayor oxidacion de acidos grasos relativa a la
oxidacion de carbohidratos en reposo, pero no durante el ejercicio. Por lo tanto, aceptamos
nuestra hipotesis en reposo, pero no durante el ejercicio. Adicionalmente, la incubacion
con AcidPal induce un fenotipo de fusion mitocondrial in vitro, efecto que es inhibido al

impedir la interaccion mitocondria-RS. De este modo, demostramos que existe una
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correlacion directa entre una mayor interaccion mitocondria-RS, el fenotipo de fusion
mitocondrial y una mayor oxidacion de &cidos grasos relativa a la oxidacion de
carbohidratos. Demostramos ademas que la interaccion mitocondria-RS es necesaria para
la induccion del fenotipo de fusidon estimulada por la incubacion de AcidPal in vitro.
Proponemos que existe un ciclo de retroalimentacion positiva en que la disponibilidad de
acidos grasos induce la interaccidn mitocondria-RS y de esta manera el fenotipo de fusion
mitocondrial, lo que es necesario para la oxidacion de acidos grasos. Seran necesarios
experimentos que comprueben, en el misculo esquelético, que la interaccion mitocondria-
RSy el fenotipo de fusién mitocondrial son necesarios para la oxidacion de acidos grasos.
Basados en nuestros resultados, sugerimos que la interaccion mitocondria-RS y la fusion
mitocondrial en el musculo esquelético sean considerados como potenciales blancos para
la prevencion y/o el tratamiento de patologias asociadas a la disminucion de la oxidacion

de &cidos grasos, como la resistencia a insulina.

Palabras claves: cociente respiratorio, dinamica mitocondrial, oxidacion de acidos

grasos, interaccion mitocondria-RS/RE.
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INTRODUCCION

1.1.Teoria de la lipotoxicidad como causa de la resistencia a la insulina en el musculo

esquelético.

El musculo esquelético es un tejido metabolicamente relevante ya que representa
aproximadamente el 40% de la masa corporal en sujetos delgados y es responsable de la
mayor parte (aproximadamente 80%) de la captacion de glucosa estimulada por insulina
(1). La resistencia a la insulina en el musculo esquelético, estd asociada con la obesidad y
la inactividad fisica, y se reconoce como uno de los factor de riesgo de diabetes mellitus
tipo 2 (2). Desafortunadamente, las causas que detonan la resistencia a la insulina en el
musculo esquelético no estan completamente claras. Una de las teorias de la resistencia a
la insulina es la lipotoxicidad, que se define como la acumulacion excesiva de especies
lipidicas, siendo esta acumulacion potencialmente producto de un desbalance entre la
captacion y la oxidacion de acidos grasos (3, 4). Estas especies lipidicas alteran la senal
de la insulina a través de diferentes mecanismos, lo que afecta negativamente la captacion
de glucosa (5). Un mecanismo propuesto, es que la acumulacion de diaglicerol aumenta
la actividad de la proteina quinasa (PKC) 0, lo que disminuye tanto la fosforilacion del
receptor de insulina (IRS) IRS™Y™%, como la fosforilacion de la proteina quinasa B (PKB)
(5). Esta desregulacion en la sefial de la insulina, disminuye la translocacion de la proteina
transportadora de glucosa tipo 4 (GLUT4), que es clave en la captacion de glucosa

estimulada por insulina (5).

Estudios en humanos que apoyan esta hip6tesis, muestran una correlacion directa entre la
acumulacion de especies lipidicas en el musculo esquelético con una mayor resistencia a
la insulina en el musculo esquelético (6, 7). Ademas, estudios in vitro han demostrado que
la oxidacion de 4cido palmitico, un &cidos graso saturado de cadena larga, es menor en
miotubos (células musculares primarias) de individuos resistentes a la insulina, que en

individuos sensibles a la insulina (8, 9). Por lo tanto, aumentar la oxidacion de acidos

16



grasos podria potencialmente reducir la formacién de especies lipidicas, lo que conduciria

a una disminucion en la resistencia a la insulina.

1.2.Medicion de la oxidacion de sustratos a través del cociente respiratorio en

humaneos.

El célculo del cociente respiratorio (CR) cuerpo completo permite medir la oxidacion de
acidos grasos relativa a la oxidacion de carbohidratos; es una medicion util para estudiar
los mecanismos que regulan la oxidacion de acidos grasos en humanos (9). El CR es
calculado con la razén entre la produccion de didxido de carbono (VCO3) y el consumo
de oxigeno (VO2) (VCO2/ VO»), siendo estos gases evaluados de manera simultanea,
respiracion por respiracion, en un carro metabdlico. En general, el CR cuerpo completo
estd en el rango de 0,70 (oxidacion completa de acidos grasos) a 1,0 (oxidacion completa
de carbohidratos) y cualquier lugar dentro de este rango indica que una mezcla de sustratos
energéticos se esta oxidando simultdneamente (10). Por ejemplo, el CR cuerpo completo
es cercano a 0,8 después de un ayuno nocturno (mayor oxidacion relativa de acidos
grasos), y es cercano a 0,95 después de una comida (mayor oxidaciéon relativa de
carbohidratos) (11). Si bien el CR cuerpo completo es ampliamente utilizado en
investigacion, es una técnica que no esta libre de sesgos técnicos (12), ni metodologicos
(13). Ejemplo de lo anterior, es que el CR cuerpo completo es afectado por la ingesta de
nutrientes previa a la evaluacion (13). Finalmente, la medicién del CR cuerpo completo
es la suma de todos los procesos oxidativos que ocurren en todo el cuerpo y no brinda
informacion acerca de la oxidacion de los sustratos en 6rganos individuales (14). Cuando
el CR cuerpo completo es evaluado en reposo (condicidon de bajo gasto energético), el
musculo esquelético da cuenta aproximadamente del 25% del consumo de oxigeno de
todo el cuerpo (15) y durante el ejercicio aerdbico de mediana intensidad (condicion de
alto gasto energético), da cuenta de casi su totalidad (~80%) (16, 17). Por lo tanto y si bien
el CR cuerpo completo no mide directamente la oxidacién de sustratos en el musculo
esquelético, el CR cuerpo completo nos podria entregar informacion del metabolismo de

sustratos del musculo esquelético durante el reposo y més aun durante el ejercicio.
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1.3. Interaccion mitocondria-reticulo sarcoplasmico y su rol en el metabolismo de

sustratos.

Las mitocondrias del musculo esquelético interactian fisica y funcionalmente con el
reticulo sarcoplasmico (RS) (18). Varios puentes proteicos mantienen la interaccion entre
las mitocondrias y el RS, siendo el principal formado por el receptor de inositol (1,4,5) -
trisfosfato (IP3-R) (reticulo) / la proteina regulada por glucosa 75 / canal anidnico 1
dependiente de voltaje (mitocondrias) (18; Figura 1). La interaccion entre las
mitocondrias y el RS se ha evaluado clasicamente a través de imagenes de microscopia
electronica, mediante tres parametros (19, 20); 1) Distancia entre la mitocondria y el RS;
2) Porcentaje de la superficie mitocondrial interactuando con el RS; y 3) Porcentaje de

mitocondrias interactuando con RS.

Un reciente estudio sugiere como hipotesis, que la interaccion entre las mitocondrias y el
reticulo endoplédsmico (RE, células no-musculares; RS, células musculares) juega un rol
en el metabolismo de sustratos (21). Lo anterior se sustenta en que la transferencia de
calcio desde el RE/RS a la mitocondria estimula la actividad del ciclo del acido
tricarboxilico a través de tres deshidrogenasas sensibles a calcio (piruvato deshidrogenasa
fosfatasa, isocitrato deshidrogenasa y oxoglutarato deshidrogenasa) (11; Figura 1). Asi,
una mayor interaccidon entre mitocondria y reticulo favoreceria la oxidacion de los
sustratos (acidos grasos y glucosa), y, por el contrario, una disminucion en la interaccién
favoreceria la produccion de adenosin trifosfato (ATP) a través de la glucoélisis anaerobia.
Evidencia de lo anterior, fue obtenida en fibroblastos embrionarios (MEF), encontrando
que una delecion del IP3-R y una disminuciéon en la actividad de IP3-R usando
xestoponginaB (XeB), reduce la transferencia de calcio desde el RE a la mitocondria,
aumentando el lactato en el medio de cultivo y disminuyendo el consumo de oxigeno
celular (22), sugiriendo una menor produccion de ATP desde el metabolismo oxidativo y
un aumento en la produccion de ATP desde la glicolisis (22). Ademads, en células
glioblastomicas, se demostrd que la fosforilacion de la proteina quinasa Akt, por insulina,

inhibe IP3-R disminuyendo la transferencia de calcio desde el RE a la mitocondria (23).
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Finalmente, en ratones, después de un ayuno nocturno, cuando predomina la oxidacion
sistémica de acidos grasos, las mitocondrias del higado, aumentan su interaccioén con el
RE; por el contrario, después de la alimentacion, cuando predomina la oxidacion sistémica
de carbohidratos, las mitocondrias disminuyen su interaccion con el RE (24). Por lo tanto,
es posible postular que una mayor interaccion mitocondria-RE/RS, favorece la oxidacion
de acidos grasos, y que, por el contrario, una menor interaccion mitocondria-RE/RS
favorece la utilizacion de glucosa para la producciéon de ATP, no solo desde la via
glicolitica, si no también desde la via oxidativa. Esta hipotesis no ha sido evaluada en

el musculo esquelético humano.

Figura 1. Interaccién entre mitocondria y reticulo endo/sarco
plasmico. La transferencia de calcio desde el reticulo a la
mitocondrias ocurre a través de la interaccion mitocondria-RE. El
calcio se libera del reticulo a la mitocondria a través del receptor
inositol 1,4,5 - trifosfato (IP3-R). La proteina 75 regulada por
glucosa (GRP75) es una proteina mitocondrial chaperona que
media la interaccion molecular entre IP3R y el canal anidnico
dependiente de voltaje (VDAC) que esta en la membrana externa
de la mitocondria. El aumento de la concentracion de calcio
mitocondrial activa las deshidrogenasas mitocondriales y aumenta
la fosforilacién oxidativa, aumentando el consumo de oxigeno y la
produccién de ATP. Figura adaptada de (Chiong M, Cartes-Saavedra
B, Norambuena-Soto |, Mondaca-Ruff D, Morales PE, Garcia-Miguel
M, Mellado R. Mitochondrial metabolism and the control of
vascular smooth muscle cell proliferation. Front Cell Dev Biol.
2014;2:72.).

1.4. Dinamica mitocondrial de fusion y fision y su potencial rol en el metabolismo de

sustratos.

Las mitocondrias son organelos dindmicos; dentro de estos fenomenos dindmicos se
encuentra la fusion y fision mitocondrial. La fusion mitocondrial esta regulada por las
proteinas mitofusinas 1/2 (Mfnl y Mfn2; ubicadas en la membrana mitocondrial externa)
y la proteina de atrofia dptica 1 (Opal; ubicada en la membrana mitocondrial interna) (25)

(Figura 2). La fusion mitocondrial es necesaria para el intercambio de componentes
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mitocondriales, lo que apoya multiples elementos de la biologia mitocondrial, como la
integridad del ADN mitocondrial, la respiracion mitocondrial, el potencial de membrana
mitocondrial y eventos de sefializacion como oscilaciones de calcio (25). Por otro lado, la
fision mitocondrial depende del reclutamiento de la proteina 1 relacionada con la dinamina
(Drpl; una GTPasa citosolica) a la membrana mitocondrial externa, donde forma un
complejo con la proteina de fision mitocondrial 1 (Fis1) una de las proteinas adaptadoras,
lo que permite la fision (25) (Figura 2). La fisiéon mitocondrial es necesaria para la
segregacion de las mitocondrias dafiadas y la redistribucién mitocondrial durante la
division celular (25). Sin embargo, la fision mitocondrial esta también asociada con una
disminucion el la respiracion mitocondrial, menor potencial de membrana mitocondrial y

menor produccion de ATP.

Para medir la fusion y fision mitocondrial, se utilizan técnicas de microscopia con
fotoconversion de proteinas mitocondriales en células vivas (26). Sin embargo, estas
mediciones no son posibles de realizar en el musculo esquelético humano, ya que se
necesita la transfeccion de plasmidios. Por lo tanto, se utiliza la morfologia mitocondrial,
preferentemente evaluada por microscopia electronica, como un indicador del “fenotipo”
de fusion o fision (27), junto con la medicion de proteinas que regulan la fusion y fision
mitocondrial (28, 29, 30). Estas mediciones se realizan bajo el supuesto de que dos
mitocondrias fusionadas forman una mitocondria mas grandes [mitocondrias con mayor
tamano indican un fenotipo de fusion], y por el contrario, mitocondrias de menor tamafio
se forman a partir de la fision de una gran mitocondria [mitocondrias con menor tamafio

indican un fenotipo de fision].

La fusion y fision mitocondrial tambien se han asociado al metabolismo de sustratos. Por
ejemplo, en ratones después de un ayuno nocturno, cuando predomina la oxidacién
sistémica de acidos grasos, las mitocondrias del musculo esquelético presentan un
fenotipo de fusion (es decir, mitocondrias mas grandes); por el contrario, después de la
alimentacion, cuando predomina la utilizacién sistémica de glucosa, aparece un fenotipo

de fision (es decir, mitocondrias més pequefias) (31). De manera similar, las fibras del
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musculo esquelético aisladas de raton, estimuladas con glucosa presentan un fenotipo
mitocondrial fisionado (26). Ademas, en células MEF, la fusion mitocondrial es necesaria
para la oxidacion de acidos grasos desde las gotas de lipidos en periodos de inanicion
como el ayuno (32), y cuando la fusién mitocondrial es inhibida, la producciéon de ATP
pasa a ser de predominancia glicolitico (33). Todo lo anterior sugiere que la fusion
mitocondrial juega un rol en la oxidacion de 4cidos grasos en el musculo esquelético, y
que, por el contrario, la fision mitocondrial juega un rol en la produccion de ATP desde

la glucosa, tanto por la via glicolitica como oxidativa.

Figura 2. Dindmica mitocondrial de fusion y fisién. (A) La fusion
mitocondrial esta regulada por las proteinas mitofusina 1/2 (Mfn-1
y Mfn-2) y la proteina de atrofia dptica-1 (OPA-1). Las proteinas
Mfnl y Mfn2 regulan la fusién de las membranas mitocondriales
externas y OPA-1 la de las membranas internas. La fusién
mitocondrial se asocia con un aumento en el potencial de
membrana mitocondrial, mayor consumo de oxigeno y mayor
produccién de ATP. (B) La fision mitocondrial esta regulada por la
proteina 1 relacionada con la dinamina (DRP-1) y la proteina de
fision 1 (FIS-1). La fision mitocondrial depende del reclutamiento
de Drpl desde el citosol a la membrana mitocondrial externa, don
forma un complejo con Fis 1. La fision mitocondrial se asocia con
una disminucién del potencial de membrana mitocondrial, menor
consumo de oxigeno y menor producciéon de ATP. Figura adaptada
de Chiong M, Cartes-Saavedra B, Norambuena-Soto |, Mondaca-
Ruff D, Morales PE, Garcia-Miguel M, Mellado R. Mitochondrial
metabolism and the control of vascular smooth muscle cell
proliferation. Front Cell Dev Biol. 2014;2:72.

21



1.5. La interaccion mitocondria-reticulo sarcoplasmico y la dinamica mitocondrial

de fusion y fision como fenomenos acoplados con un potencial rol en el metabolismo

de sustratos.

Un reciente estudio en una linea celular hepatica humana sugiere que los fendomenos de

interaccion mitocondria-RE y dindmica mitocondrial de fusién y fision podrian estar

acoplados (24). Estos investigadores observaron que la inhibicioén de la transferencia de

calcio desde el RE a la mitocondria, usando XeC, disminuye la interaccion entre

mitocondria-RE y el fenotipo de fusiéon mitocondrial (24). Estos hallazgos llevaron a los

autores a postular que en el higado, la interaccion mitocondria-RE puede regular la

dindmica mitocondrial de fusion y fision, y ambos fendémenos acoplados jugar un rol en

el metabolismo de sustratos (Figura 3). Esta posibilidad no se ha estudiado en el

musculo esquelético humano.
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Figura 3. Modelo propuesto
para la regulaciéon de la
oxidaciéon de  sustratos
mediante la interaccion
entre mitocondria y reticulo
endoplasmico y la dindmica
mitocondrial en higado. La
transicion del ayuno al
estado postprandial, asi
como el aumento de los
niveles de glucosa, reduce
las interacciones
mitocondrias-ER y a su vez
induce la fision de las
mitocondrias y reduce la
respiracion en los
hepatocitos  (21).  CoA,
coenzima A; OXPHOS,
fosforilacién oxidativa.

22



1.6. Resumen de antecedentes.

En resumen, estudios en el musculo esquelético de raton, sugieren que la dinamica
mitocondrial de fusion y fision desempefia un papel en el metabolismo de sustratos.
Ademas, estudios en higado de raton sugieren que la interaccion mitocondria-RE y la
dindmica mitocondrial de fusion y fision son fendémenos acoplados, y desempefian un
papel en el metabolismo de sustratos. Sin embargo, no se han reportado estudios que
evalten el potencial rol de la interaccion mitocondria-RS y la fusion mitocondrial, en la
oxidacion de acidos grasos en el musculo esquelético humano. En esta tesis proponemos
estudiar la interaccion mitocondria-reticulo sarcoplasmico y la dindamica
mitocondrial en el metabolismo de sustratos. Esta investigacion pretende aportar en el
entendimiento de los potenciales mecanismos celulares que regulan la oxidacion de acidos

grasos en el musculo esquelético.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1. Hipotesis

La interaccién mitocondria-reticulo sarcoplasmico y el fenotipo mitocondrial fusionado
en el musculo esquelético humano en reposo, se correlacionan directamente con la
oxidacion de &cidos grasos relativa a la oxidacion de carbohidratos cuerpo completo en

reposo y durante el ejercicio.
2.2.0bjetivo general

Demostrar que existe una correlacion directa entre la interaccion mitocondria-reticulo
sarcoplasmico y el fenotipo mitocondrial fusionado en el musculo esquelético humano en
reposo, con la oxidacion de acidos grasos relativa a la oxidacion de carbohidratos cuerpo

completo en reposo y durante el ejercicio.

2.3.0bjetivos especificos

1. Evaluar si existe una correlacion directa entre la interaccion mitocondria-reticulo
sarcopldsmico en el musculo esquelético en reposo y la oxidacion de acidos grasos
relativa a la oxidacion de carbohidratos cuerpo completo en reposo y durante el
gjercicio.

2. Evaluar si existe una correlacion directa entre el fenotipo mitocondrial fusionado
en el musculo esquelético en reposo y la oxidacion de 4cidos grasos relativa a la
oxidacién de carbohidratos cuerpo completo en reposo y durante el ejercicio.

3. Medir in vitro el rol de la interaccion mitocondria-reticulo sarcopldsmico en la
respuesta dindmica de las mitocondrias frente a la exposicion a acidos grasos en

células musculares humanas.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Objetivo especifico 1

3.1.1. Sujetos de estudio: Se incluyeron 12 hombres voluntarios, sin patologias
metabolicas diagnosticadas, y con un IMC < 30. Los voluntarios fueron invitados a
participar y firmaron un consentimiento informado antes de ser incluidos en el estudio.
Esta investigacion fue aprobada por el comité de ética cientifica de la Universidad Finis

Terrae.

3.1.2. Protocolo de investigacion: Al llegar los voluntarios al laboratorio, se les evalud
el CR cuerpo completo en ayuno y en posicion de reposo, para determinar la oxidacion de
acidos grasos relativa a la oxidacion de glucosa cuerpo completo. Inmediatamente después
de la evaluacion del CR cuerpo completo, los sujetos se recostaron en una camilla y se les
tomo6 una biopsia del musculo vasto lateral de la pierna dominante. En el musculo obtenido
mediante la biopsia se evalu6 la interaccion entre las mitocondrias y el RS a través de
imagenes obtenidas desde un microscopio electrénico de transmision. Posterior a la
biopsia, los sujetos realizaron un ejercicio aerodbico, en donde también se evalué el CR

cuerpo completo.

3.1.3. Medicion antropométrica y analisis de sangre: La estatura fue medida con en
estadiometro manual y la masa corporal en una béscula eléctrica. Con estos valores se
calculd el indice de masa corporal (IMC). Ademas, a los voluntarios incluidos en el
estudio se les tom6 una muestra de sangre, en la cual se les midi6 la concentracion de
insulina (quimioluminiscencia), triglicéridos, colesterol total y colesterol unido a

lipoproteinas de alta densidad (Bionet, Santiago, Chile).

3.1.4. Evaluacion del consumo maximo de oxigeno (VO2mix): El VOomax se evalud en
un carro metabolico, respiracion por respiracion (Ergocard, Medisoft, Bélgica). El
analizador de gases se calibr6 antes de cada medicion (sensor de flujo) con una jeringa de
3 L y los sensores de gases con gases estandarizados [16% Oz y 4% COz]). El VO2omsx se

determiné durante una prueba incremental en bicicleta estdtica. Se considerd que los
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sujetos alcanzaron el VOxmsx cuando se cumplieron dos de los siguientes criterios: (a)
meseta en VO, a pesar de los aumentos en la carga de trabajo; (b) CR > 1,10; y (¢) alcanzar

la frecuencia cardiaca maxima estimada (220 Ipm - edad en afios) (34).

3.1.5. Medicién del cociente respiratorio en reposo: El CR cuerpo completo se evalud
con un carro metabodlico (Ergocard, Medisoft, Bélgica), calibrado previo a cada evaluacion
(sensor de flujo) con una jeringa de 3 L y los sensores de gases con gases estandarizados
[16% O2 y 4% CO:]). El CR se calculdé como la proporcion entre el VCO2 y el VO2
(VCO2/VO»)(12), mientras mas cerca de 0.7 es el CR, la oxidacion de acidos grasos es
relativamente mayor a la oxidacion de glucosa y mientras que, mas cercano a 1 es el CR,
la oxidacion de glucosa es relativamente mayor a la oxidacion de acidos grasos (12). Para
evaluar el CR en reposo, posterior a 12 horas de ayuno, los sujetos descansaron en posicion
supina durante 30 minutos con la méscara del analizador de gases puesta. Se consider? el
promedio de los ultimos 5 minutos de medicion para el andlisis, es decir desde el minuto
25 al 30. Se aconsejo a los participantes a que mantuvieran su dieta habitual, sin cambiar
el tamafio y tipo de alimentos, y que se abstuvieran de hacer ejercicio 48 h antes de las

mediciones del CR.

3.1.6. Biopsia del musculo esquelético: Se obtuvieron biopsias del vasto lateral de la
pierna dominante en el punto medio entre la espina iliaca superior y la rétula. Para esto se
utiliz6 la técnica de aguja Bergstrom con succion (35). Después de aplicar anestesia local
(2% de lidocaina), se hizo una pequena incision en la piel y la fascia, y se inserto la aguja
de biopsia en el musculo. Se extrajeron aproximadamente 100 mg de tejido mediante
succion manual. Desde el tejido extraido se procedio a sacar el exceso de sangre, la grasa
visible y el tejido conectivo. Todas las biopsias se obtuvieron en reposo entre las 8:00 a.m.
y las 9:00 a.m. La mitad del tejido muscular se fijé en glutaraldehido al 2% para analisis
de microscopia electronica de transmision; y la otra mitad se congeld inmediatamente en

nitrogeno liquido y se almacend a —80 ° C para ser usada en la técnica Western blot.

3.1.7. Medicion del cociente respiratorio durante el ejercicio: Posterior a la realizacion

de la biopsia, los participantes se ejercitaron en cicloergometro al 50% del VO2max hasta
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alcanzar un gasto energético total de 600 kcal. Para el andlisis estadistico se utilizo el

promedio del CR durante el ejercicio.

3.1.8. Evaluacion de la interaccion entre las mitocondrias y el reticulo sarcoplasmico
por microscopia electrénica de transmision: El tejido obtenido de la biopsia se fijo a
temperatura ambiente en glutaraldehido al 2% por 48 horas, posterior a esto, se disecciond
en haces de fibras. Estos haces fueron lavados cuatro veces con un tampén de cacodilato
de sodio 0,1 M y se tifieron con tetréxido de osmio al 2% en tampoén de cacodilato de
sodio 0,1 M durante 2 h. Luego las muestras se lavaron con agua y se tifieron con acetato
de uranilo al 1% durante 2 h. Las muestras teflidas se deshidrataron en una serie de
diluciones de acetona y se empaparon en Epon. Por ultimo, se cortaron secciones de 80
nm, se montaron en rejillas de microscopia electronica y se examinaron utilizando un
microscopio electronico de transmision (Philips, Tecnai 12 a 80 kV) en el Centro de
Microscopia de la P. Universidad Catolica de Chile. Como se ha establecido, se considerd
interaccion entre mitocondria y RS, cuando ambos organulos estaban a una distancia <
0,05 pm (19, 20). La distancia utilizada para el analisis estadistico fue obtenida a través
del promedio de 3 lecturas de distancia entre ambos organelos, distribuidas
uniformemente a lo largo de la interfaz, como se muestra en la Figura 5 A (19, 20). El
porcentaje de la mitocondria interactuando con el RS, se evalu6é como el porcentaje de la
superficie de la mitocondria cubierto por el RS, siendo el 100%, el perimetro total de la
mitocondria (Figura 5 B) (19, 20). La interaccidon entre mitocondria-RS fue evaluada en

tres fibras musculares por sujeto utilizando el software Fiji/Imagel (19).

3.2.0bjetivo especifico 2
Las biopsias obtenidas en el objetivo 1, fueron utilizadas para medir la morfologia
mitocondrial y las proteinas que regulan la dindmica mitocondrial de fusion y fision a

través de Westem blot.

3.2.1. Evaluacion de la morfologia mitocondrial por microscopia electronica de
transmision: Para la densidad mitocondrial y la densidad de las gotas de lipidos, se dibujo

una mascara sobre el area sarcopldsmica mas grande de una seccion de la fibra y sobre
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cada una de las mitocondrias o gotas de lipidos (Figura 6 A). El porcentaje del area
sarcoplasmatica cubierta por mitocondrias o por las gotas de lipidos se utilizd6 como
densidad mitocondrial o de gotas de lipidos (19). El tamafio de las mitocondrias (um?) se
midi6 como el area promedio de las mitocondrias en la fibra. La poblacion mitocondrial
subsarcolemal se definié como la mitocondria localizada entre el sarcolema y la primera
capa de miofibrillas (Figura 6 B) (19). La morfologia mitocondrial fue evaluada en tres

fibras musculares por sujeto utilizando el software Fiji/ImageJ (19).

3.2.2. Evaluacion de los niveles de las proteinas que regulan la dinamica mitocondrial
de fusion y fision a través de western blot: Las biopsias de los musculos congeladas en
nitrogeno liquido y almacenadas a -80 °C se homogeneizaron usando un homogeneizador
eléctrico en un tampon de lisis que contiene: Tris-HC1 20 mM (pH 7,5), Triton X-100 al
1%, EDTA 2 mM, NaF 20 mM, Na>P>0O7 1 mM, glicerol al 10%, NaCl 150 mM, Na3VO4
10 mM, PMSF 1 mM y un cdctel de inhibidor de proteasas (Complete TM, Roche Applied
Science). Las proteinas se separaron por SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de
PVDF. Se utilizaron los siguientes anticuerpos (diluciones): Mfn 1 (1: 1000, # SC166644,
Santa Cruz Biotechnology), Mfn 2 (1: 1000, # AB56889, Abcam), Opal (1: 1000, #
BD612606, Biosciences), Drp 1 (1: 1000, # SC101270, Santa Cruz Biotechnology),
Phospho-Drpl (Ser616) (1: 1000, # 3455, Cell Signalling), Fis 1 (1: 1000, Enzo Life
Sciences # ALX-210-1037) y GAPDH (1: 10000, # 2118, Cell Signalling). GAPDH se
utiliz6 como control de carga. Las bandas de proteinas en las transferencias se visualizaron
usando un kit de deteccion WESTAR Super-nova (Cyanagen, Bolonia, Italia) en pelicula,
escaneadas y cuantificadas por densitometria usando el software Image Lab version 6.0
(Bio-Rad Laboratories CA, EE. UU.). El indice proteico fusién/fision mitocondrial se

calculd como el indice entre las proteinas de fusion y de fision (ejemplo, Opal/Fis 1) (36).
3.3. Objetivo especifico 3.

3.3.1. Preparacion de miotubos primarios humanos: Se cultivaron mioblastos en un
medio de proliferacion DMEM suplementado con 10% de FBS y 1% de

penicilina/estreptomicina. Cuando las células llegaron al ~80% de confluencia, el medio
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de proliferacion se reemplazéd por un medio de diferenciacion DMEM suplementado con
1% de FBS y 1% de penicilina/estreptomicina. Desde el dia 4 posterior al cambio de medio

y hasta el dia 10, los mioblastos se diferencian a miotubos.

3.3.2. Incubacién de los miotubos con glucosa y acido palmitico: Al dia 7 de
diferenciacion los miotubos fueron incubados por 8 horas, bajo 3 condiciones; 1)
condicién glucosa; medio DMEM, sin piruvato y sin glutamato, suplementado con 1% de
FBS, 1% penicilina/estreptomicina y glucosa a 10 mM (MeGlu; concentracion
equivalente a 180 mg/dL), concentracién y tiempo previamente utilizadas en fibras
aisladas de raton para inducir fision mitocondrial (26); 2) condicién &cido graso; medio
DMEM sin glucosa, sin piruvato y sin glutamato, suplementado con 1% de FBS, 1%
penicilina/estreptomicina y acido palmitico a 0.6 mM (AcidPal), concentracion utilizada
en miotubos humanos para inducir oxidaciéon de AcidPald (8); y 3) condicién acido
graso+XeB, medio DMEM sin glucosa, sin piruvato y sin glutamato, suplementado con
1% de FBS, 1% penicilina/estreptomicina y AcidPal 0.6 mM + xestoponginaB 1 uM
(AcidPal+XeB), concentracion de XeB previamente utilizadas en hepatocitos para
disminuir la interaccion por calcio entre el reticulo y la mitocondria (22). En los miotubos
incubados bajo estas 3 condiciones, se analiz6 la morfologia mitocondrial y las proteinas
que regulan la dindmica mitocondrial de fusion y fision, utilizando las estrategias

experimentales previamente detalladas en el objetivo 1.

3.3.3. Preparacion de los miotubos humanos para microscopia electronica de
transmision: Los miotubos primarios al dia 7 de diferenciacion y posterior a las 8 horas
con los diferentes medios (Glu, AcidPal o AcidPal+XeB) se despegaron de la placa con
tripsina, se agregaron a un tubo falcon y se centrifugaron a 1200 rpm por 5 minutos.
Posterior a esto, el pellet se lavo 3 veces con PBS y se fijo a temperatura ambiente en
glutaraldehido al 2% por 48 horas. Posterior a esto, el pellet se disecciond en haces de
fibras, estos haces fueron lavados cuatro veces con un tampén de cacodilato de sodio 0,1

M vy se tifieron con tetroxido de osmio al 2% en tampon de cacodilato de sodio 0,1 M
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durante 2 h. Luego las muestras se lavaron con agua y se tifieron con acetato de uranilo al
1% durante 2 h. Las muestras tefiidas se deshidrataron en una serie de diluciones de
acetona y se embebieron en Epon. Por tlltimo, se cortaron secciones de 80 nm, se montaron
en rejillas de microscopia electronica y se examinaron utilizando un microscopio
electronico de barrido CrossBeam en modo de uso de “Scaninng Transmission Electron
Micrsocopy” (AURIGA Zeiss, STEM 20 kV) en la Unidad de Microscopia Electronica
de la Universidad Austral de Chile. Los analisis morfométricos de las mitocondrias en los
miotubos se realizaron en secciones longitudinales utilizando el software Fiji/ImageJ (19).
Para la densidad mitocondrial, se dibujé una mascara sobre el area sarcopldsmica mas
grande de una seccion de la célula y sobre cada una de las mitocondrias (Figura 6). El
porcentaje del area sarcoplasmadtica cubierta por mitocondrias se utilizd6 como el
equivalente 2D de la densidad mitocondrial (19). El tamafio de las mitocondrias (um?) se
midi6 como el area promedio de las mitocondrias en la célula. La morfologia mitocondrial

fue evaluada en tres células por sujeto (19).

3.3.4. Preparacion de los miotubos humanos para western blot: Los miotubos
primarios al dia 7 de diferenciacion y posterior a las 8 horas con los diferentes estimulos
(Glu, AcidPal o AcidPal+XeB) se despegaron de la placa con tripsina, se agregaron a un
tubo falcon y se centrifugaron a 1200 rpm por 5 minutos. Posterior a esto, las células se
homogeneizaron en tampon de lisis (descrito en el objetivo 2), se separaron por SDS-
PAGE vy se transfirieron a membranas de PVDF. Se utilizaron los siguientes anticuerpos
(diluciones): Mfn 2 (1: 1000, # AB56889, Abcam), Opal (1: 1000, # BD612606,
Biosciences), Fis 1 (1: 1000, Enzo Life Sciences # ALX-210-1037) y GAPDH (1: 10000,
# 2118, Cell Signalling). GAPDH se utilizé como control de carga. Las bandas de

proteinas se visualizaron como se describio en el objetivo 2.

3.4. Analisis estadistico
Los datos se presentan como promedio [desviacion estandar] y en el estudio in vitro como

mediana [rango intercuartil]. Las correlaciones entre las variables de estudio (objetivo 1y
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2) se evaluaron con la prueba de Pearson. Las diferencias entre las condiciones en el
objetivo 3 (estudio in vitro) fueron testeadas con el test estadistico no paramétrico de
Kruskal-Wallis para medidas repetidas, y en el caso que el valor P fuera < 0,05 las
comparaciones multiples se testearon con el test estadistico de Dunn’s post hoc. P < 0,05
se consider6 estadisticamente significativo. Para los andlisis se utilizd el Prism 7

(GraphPad Software, La Jolla, CA).

4. RESULTADOS

4.1. Correlacion entre el cociente respiratorio cuerpo completo en reposo y durante
el ejercicio y las caracteristicas de los sujetos.

En la Tabla 1 se encuentra la edad de los participantes, sus caracteristicas antropométricas

y musculares medidas desde las imagenes de microscopia electronica de transmision.

Tabla 1. Caracteristicas de los sujetos.

Promedio [DS] (n=12)

Edad (afios) 24,7 [1,5]
Indice de masa corporal 24,4 12,6]
Glucosa (mg/dL) 86,9 [6,8]
Insulina (pUI/mL) 8,9 [7,6]
HOMA-IR 2,0 [2,0]
Triglicéridos (mg/dL) 102 [53]
Colesterol total (mg/dL) 185 [38]
LDL-C (mg/dL) 114 [35]
HDL-C (mg/dL) 51[14]
VLDL (mg/dL) 21 [11]
CR reposo 0,85 10,06]
CR ejercicio 0,88 [0,05]
Ambas poblaciones mitocondriales

Tamaiio de las mitocondrias (um?) 0,13 [0,04]
Densidad mitocondrial (%) 6,4 [2,4]

Mitocondrias intermiofibrilares
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Tamaiio de las mitocondrias (pmz) 0,1110,04]

Densidad mitocondrial (%) 5,0 [1,7]
Mitocondrias Subsarcolemales

Tamaiio de las mitocondrias (um?) 0,16 [0,05]
Densidad mitocondrial (%) 1,410,9]
Mitocondrias interactuando con RS (%) 74 [16]
Distancia entre la mitocondria y el RS (um) 0,018 [0,006]
% de la mitocondria interactuando con el RS 17,3 [1,9]

DS, Desviacion Estandar; RS, Reticulo sarcoplasmico; CR, cociente respiratorio.

No encontramos correlacion entre la edad de los participantes, sus caracteristicas
antropométricas, ni de salud metabdlica sistémica con el el CR cuerpo completo en reposo
(Tabla 2). Sin embargo, el IMC (r=0,58, P=0,04, Tabla 2) y el HOMA-IR (r=0,57,
P=0,05, Tabla 2) se correlacionaron directamente con el CR cuerpo completo evaluado
durante el ejercicio. El CR cuerpo completo en reposo se correlaciond directamente con
el CR cuerpo completo durante el ejercicio (r=0,68, P=0,02). Ademas, el CR en reposo y
el CR durante el ejercicio, se correlacionan directamente con la densidad de las gotas de

lipidos en el musculo esquelético (Figura 4 A-C).

Tabla 2. Correlacion de Pearson entre el cociente respiratorio cuerpo completo en reposo

y durante el ejercicio y las caracteristicas de los sujetos.

CR reposo CR durante el ejercicio
Edad (afios) -0,05 0,20
Peso (kg) 0,28 0,574
Indice de masa corporal 0,23 0,58%
Glucosa (mg/dL) 0,16 0,44
Insulina (nUI/mL) 0,28 0,54
HOMA-IR 0,30 0,57
Triglicéridos (mg/dL) 0,04 0,31
Colesterol total (mg/dL) -0,16 0,04
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LDL-C (mg/dL) -0,06 0,03
HDL-C (mg/dL) -0,33 -0,19
VLDL (mg/dL) 0,04 0,31

Los valores representan el valor r. AP<0,09, *P<0,05. CR, cociente respiratorio.
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Figura 4. Correlacion entre el cociente respiratorio cuerpo completo en reposo y
durante el ejercicio con la densidad de las gotas de lipidos en el musculo esquelético
humano en reposo. Imagen representativas de las gotas de lipidos en el musculo
esquelético (A). Correlacion entre el CR en reposo con la densidad de las gotas de lipidos
en el musculo esquelético (B). Correlacion entre el CR durante el ejercicio con la densidad
de las gotas de lipidos en el musculo esquelético en reposo (C). n=12 sujetos, 3 fibras por

sujeto. CR, cociente respiratorio; LD (Lipid Droplets), gotas de lipidos.

33



4.2. Correlacion entre el cociente respiratorio cuerpo completo en reposo y durante
el ejercicio y la interaccion mitocondria-reticulo sarcoplasmico en el musculo
esquelético humano en reposo.

Para evaluar la interaccion mitocondria-RS en el musculo esquelético en reposo
utilizamos los tres pardmetros clasicos de interaccion mitocondria-RS (19, 20); 1) La
distancia entre la mitocondria y el RS; para la estadistica se utiliz6 el promedio de la
distancia entre los organelos. Para esto fueron evaluadas todas las mitocondrias, en las
cuales el RS estuviera a una distancia < 0,05 pm (Figura 5 A). 2) El porcentaje de la
superficie mitocondrial interactuando con el RS; para la estadistica se utilizo el promedio
de interaccion de todas mitocondrias, en las cuales el RS estuviera a una distancia < 0,05
um (Figura 5 B); y 3) El porcentaje de mitocondrias interactuando con RS; se consider6
interaccion cuando ambos organelos estaban a una distancia < 0,05 um. La repetibilidad

de las mediciones se encuentran en la tabla 3.

Tabla 3. Repetibilidad de las mediciones realizadas en las imagenes de microscopia electronica.

Coeficiente de correlacion CV (%)
Variables intraclase
Coeficiente 95% IC Promedio | DE
Tamaiio de las mitocondrias (pmz) 0,994 0,986 to 0,997 1,2 1,2
Distancia entre la mitocondria y el RS (um) 0,862 0,721 to 0,931 13,8 94
% de la mitocondria interactuando con el RS 0,943 0,860 to 0,974 4.5 4.5

IC: intervalos de confianza; CV, coeficiente de variabilidad; DE: desviacion estandar.
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Evidenciamos una correlacion inversa, entre el CR cuerpo completo en reposo y el
porcentaje de las mitocondrias interactuando con RS en el musculo esquelético en reposo
(r=-0.60, P=0.03; Figura 5 C). No encontramos correlacion entre el CR en reposo cuerpo
completo y la distancia promedio entre la mitocondria y el RS (Figura 5 D), ni el
porcentaje de la superficie mitocondrial interactuando con el RS (Figura 5 E). No
observamos correlacion entre el CR cuerpo completo durante el ejercicio, con ninguno de

los parametros de la interaccién mitocondria-RS evaluados en el musculo esquelético en

reposo (P>0.05; Figura S F-H).
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Figura 5. Correlacion entre el cociente respiratorio cuerpo completo en reposo y
durante el ejercicio con la interaccion mitocondria-reticulo sarcoplasmico en el
musculo esquelético humano en reposo. Imagenes representativas de la medicion de la

distancia entre mitocondria-RS y el % de la mitocondria interactuando con RS (A, B).
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correlacion entre el CR cuerpo completo en reposo con el porcentaje de mitocondrias
interactuando con RS, la distancia entre mitocondria-RS y el % de la mitocondria
interactuando con RS en el musculo esquelético en reposo (C-E). correlacion entre el CR
cuerpo completo durante el ejercicio con el porcentaje de mitocondrias interactuando con
RS, la distancia entre mitocondria-RS y el % de la mitocondria interactuando con RS en
el musculo esquelético en reposo (F-H). Las lineas rojas en A, son indicativas de la
distancia entre las mitocondrias y el RS. Las lineas rojas en B, son indicativas del % de la
mitocondria interactuando con RS. n=12 sujetos, 3 fibras por sujeto. CR, cociente

respiratorio; M, mitocondrias; RS, reticulo sarcoplasmico.

4.3. Correlacion entre el cociente respiratorio cuerpo completo en reposo y durante
el ejercicio y el tamafio de las mitocondrias en el musculo esquelético en reposo.

Encontramos una correlacion inversa, entre el CR cuerpo completo en reposo y el tamaio,
pero no la densidad, de las mitocondrias intermiofibrilares (IMF, Figura 6) en el musculo
esquelético en reposo (r=-0.69, P=0.01; Figura 7 E, F). No encontramos correlacion entre
el CR cuerpo completo en reposo con la densidad, ni el tamafno de las mitocondrias
subsarcolemales (SSM, Figura 6), ni la suma de ambas poblaciones mitocondriales en el
musculo esquelético en reposo (P>0.05; Figura 7 A-D). Encontramos resultados similares
durante el ejercicio, es decir, solo observamos una correlacion inversa, entre el CR cuerpo
completo durante el ejercicio y el tamafio de las mitocondrias IMF del musculo

esquelético en reposo (r=-0.59, P=0.04; Figura 8).
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Figura 6. Medicion de las diferentes poblaciones mitocondriales en el musculo

esquelético humano. Imagenes representativas de la medicion del tamafio de las
mitocondrias por microscopia electronica de transmision en el musculo esquelético
humano (A). Imégenes representativas de la poblacion de mitocondrias subsarcolemales

y mitocondrias intermiofibrilares en el musculo esquelético humano (B).
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Figura 7. Correlacion entre el cociente respiratorio cuerpo completo en reposo con
el tamafio y la densidad mitocondrial en el musculo esquelético humano en reposo.
correlacion entre el CR cuerpo completo en reposo y el tamafio y densidad mitocondrial
en ambas poblaciones mitocondriales (A, B), en la poblaciéon de mitocondrias
subsarcolemales (C, D) y en la poblacion de mitocondrias intermiofibrilares (E, F) en el

musculo esquelético en reposo. n=12 sujetos, analizando 3 fibras por sujeto.
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Figura 8. Correlacion entre el cociente respiratorio cuerpo completo durante el
ejercicio con el tamafio y la densidad mitocondrial en el misculo esquelético humano
en reposo. Correlacion entre el CR cuerpo completo durante el ejercicio con el tamafio y
densidad mitocondrial en ambas poblaciones mitocondriales (A, B), en la poblacion de
mitocondrias subsarcolemales (C, D) y en la poblacion de mitocondrias intermiofifrilares

(E, F) en el musculo esquelético en reposo. n=12 sujetos, analizando 3 fibras por sujeto.
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4.4. Correlacion entre el tamafio de las mitocondrias intermiofibrilares y la densidad
de las gotas de lipidos en el musculo esquelético humano.

La mayor densidad de las gotas lipidicas (LD, Lipid Droplets) en el musculo esquelético
parece ser un marcador celular de la incapacidad de oxidar acidos grasos, ya que la mayor
densidad estd asociada con una baja oxidacion relativa sistémica de acidos grasos en
ayuno y durante el ejercicio, sugiriendo una disminucion de la capacidad de oxidar acidos
grasos intracelulares. Evaluamos si la densidad de los LD se correlaciona al tamafio de las
IMF. Nuestros resultados muestran que la densidad de los LD estd correlacionada

inversamente con el tamafo de las mitocondrias IMF (r=-0.66, P=0.01; Figura 9).
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Figura 9. Correlacion entre el promedio del tamafio de las mitocondrias
intermiofibrilares de cada sujeto y la densidad de las gotas de lipidos en el musculo

esquelético humano en reposo. n=12 sujetos, 3 fibras por sujeto.

4.5. Correlacion entre el tamafio de las mitocondrias intermiofibrilares y las
proteinas que regulan la dinAmica mitocondrial de fusion y fision en el musculo
esquelético humano.

El tamafio promedio de las mitocondrias de cada sujeto, no se correlacion6 con los niveles
de las proteinas que regulan la fusion mitocondrial (Mfnl, Mfn 2, Opal; iméagenes de los
Western blot, Figura 10), ni con los niveles de las proteinas que regulan la fision
mitocondrial (p-DRP15¢%16 y Fis 1; imagenes de los Western blot, Figura 10) (P>0.05;
Figura 11 A-E). La razén de las proteinas Mfn 2/ Fis 1 (fusion/fisidon), presenta
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correlacion directa con el tamafio de las mitocondrias (fenotipo de fusionado) (r=0.61,
P=0.03; Figura 11 F). Esta Correlacion no fue detectable al medir la relacion entre otras
proteinas de fusion/fision (Tabla 4). Con los resultados obtenidos en el objetivo 1 y 2

proponemos el modelo que se encuentra en la Figura 12.

Promedio del tamafio de las mitocondrias (um?) de cada sujeto

0.06 0.07 0.08 008 0.10 0.21 0.15 0.10 0.14 0.08 0.14 0.12

3.20 066 035 0.79 0.55 3.45 0.21 0.84 0.16 0.30 1.42 0.08

-7 ~v

- - - @ Mfn 1

—— o e . |GAPDH

S ——— Mfn 2

—————————— GAPDH
——

124 053 044 052 0.73 1.06 1.38 1.50 1.10 0.94 1.92 0.67
MR s ns Sm SR e, == Opal

0.191.32 0.29 056 1.13 082 135 121 162 1.52 1.23 0.07

- — — - — — — — — D'Dfp1ser6‘6

- - - R R — t-Drp1

096 140 099 1.08 067 0661.08 097 1.11 0.73 1.28 1.07

-|Fis1

o .

[ ——————— —— — — — |GAPDH

Figura 10. Promedio del tamaifio de las mitocondrias de cada sujeto y las proteinas
que regulan la dinAmica mitocondrial de fusion y fision medidas a través de wester
blot en el misculo esquelético humano en reposo. Promedio del tamafo de las
mitocondrias por sujeto y Western blot para las proteinas mitofusina 1/2 (Mfn 1 y Mfn 2),
proteina de atrofia dptica 1 (Opal), proteina relacionada a dindmina fosforilada 1 (Ser616;
p-Drp1Ser616), Drpl total (t-Drpl), proteina de fision mitocondrial 1 (Fisl) y GAPDH,
correspondiente a cada sujeto. Sobre la marca del Western blot de cada sujeto, se

encuentra la cuantificacion de la proteina, ajustada a la proteina GAPDH, usada como

control de carga. n=12 sujetos.
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Figura 11. Correlacion entre el promedio del tamafio de las mitocondrias de cada
sujeto y las proteinas que regulan la dinAmica mitocondrial de fusion y fision en el
musculo esquelético humano en reposo. Fusion (mitofusinas 1/2 [A, Mfn 1 y B, Mfn 2],
proteina de atrofia optica 1 [C, Opa 1]) y fision (D, proteina relacionada a dindmina
fosforilada 1 [Ser616; p-DrplSer616], Drpl total [E, t-Drpl], proteina de fisién
mitocondrial 1 [Fis 1]), ajustada a GAPDH. Correlaciéon entre el tamafio de las

mitocondrias y proporcion Mfn 2/Fis 1 (F). n=12 sujetos.
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Tabla 4. Correlacion de Pearson entre el promedio del tamaiio de las mitocondrias de cada

sujeto y la razén de las proteinas de fusion/fision en el musculo esquelético humano.

Razon proteinas fusion/fision

Tamaifo de las mitocondrias

(um?)
Mfn 2/p-Drp15¢¢!¢ -0,05
Mfn 2/Fis 1 0,61%*
Mfn 1/p-Drp15¢¢'¢ -0,20
Mfn 1/Fis 1 0,41
Opa 1/p-Drp15e®t¢ -0.12
Opa 1/Fis 1 0.48

Los valores representan el valor r. *P<0.05.

TOxidacién relativa
,"‘ ~ . de acidos grasos

D

Figura 12. Modelo propuesto para los resultados de los objetivos 1 y 2.
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4.6. Evaluacion de la incubacion de miotubos humanos con glucosa, acido palmitico

y acido palmitico co-incubado con xestoponginaB en el tamafio de las mitocondrias.

Para analizar el rol de la interaccion mitocondria-reticulo sarcoplasmico en la respuesta
dindmica de las mitocondrias frente a la exposicion a acidos grasos, comparamos, a través
de microcopia electronica de transmision y Western blot, si las células musculares
primarias terminalmente diferenciadas (Figura 13) de 3 voluntarios hombres sanos,
presentan diferencias en la interaccion mitocondria-RS y diferente tamafio de las
mitocondrias cuando son incubadas con glucosa, AcidPal (4cido graso saturado de cadena
larga) y AcidPal+XeB. Nuestros resultados muestran que la densidad mitocondrial no es
diferente luego del estimulo con AcidPal o Glucosa (Figura 14 A, B). La estimulacién
con AcidPal produce mitocondrias con mayor tamafio (fenotipo fusionado), en
comparacion con las mitocondrias de los miotubos estimulados con glucosa (P<0.05;
Figura 14 A, C). El efecto del AcidPal (mayor tamafio de las mitocondria, en comparacion
a la glucosa) fue inhibido en presencia de XeB, ya que el tamafio de las mitocondrial de
los miotubos estimulados con AcidPal+XeB no fueron diferentes a los estimulados con

glucosa (P>0.05; Figura 14 A, C).

100 um

Figura 13. Imagen representativa de miotubos primarios al dia 7 de diferenciacion.
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Figura 14. Efectos de la exposicion a glucosa, acido palmitico y acido palmitico co-
incubado con xestoponginaB en la densidad mitocondrial y el tamafio de las
mitocondrias en células musculares humanas. Imagen representativa de los miotubos
cultivados 8 horas con glucosa (10 mM), AcidPal (0,6 mM) y AcidPal +XeB (AcidPal 0.6
mM + xestoponginaB 1 uM) (A). Comparacion de la densidad mitocondrial (B) y el
tamafo de las mitocondrias (C), de los miotubos de los tres voluntarios, estimulados con

glucosa, AcidPal y AcidPal +XeB. AcidPal, acido palmitico.

4.7. Evaluacion de la incubacion de miotubos humanos con glucosa, acido palmitico
y acido palmitico co-incubado con xestoponginaB en los niveles de proteinas que
regulan la dindmica mitocondrial de fusion y fision.

No encontramos diferencias entre las tres condiciones en las proteinas de fusion Opa 1 ni
Mitn 2, tampoco en la proteina de fision Fis 1 (P>0.05; Figura 15 A-D). Observamos que

los miotubos estimulados con AcidPal, presentan una mayor razén de las proteinas Mfn
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2/ Fis 1 que los estimulados con AcidPal+XeB (P<0.05; Figura 15 E). No encontramos
diferencias en la razon Mfn 2/ Fis 1, entre los miotubos estimulados con glucosa, versus

los miotubos estimulados con AcidPal, ni con AcidPal+XeB (Figura 15 E).
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Figura 15. Efectos de la exposicion a glucosa, acido palmitico y acido palmitico co-
incubado con xestoponginaB en las proteinas que regulan la dinamica mitocondrial
de fusion y fision en miotubos humanos. Western blot para las proteinas; atrofia dptica
1 (Opal), mitofusina 2 (Mfn 2), proteina de fision mitocondrial 1 (Fisl) y GAPDH,
correspondiente a los miotubos de los voluntarios, 1 (verde), 2 (negro) y 3 (rojo),
cultivados 8 horas con glucosa (10 mM), AcidPal (0,6 mM) y AcidPal +XeB (AcidPal 0,6
mM + xestoponginaB 1 uM) (A). Sobre la marca del Western blot de cada sujeto, se
encuentra la cuantificacion de la proteina ajustada a la proteina GAPDH, usada como
control de carga (A). Comparacion en la expresion de las proteinas Opal (B), Mfn 2 (C)
y Fisl (D), ajustadas a GAPDH vy la proporcion Mfn 2/Fis 1 (E), entre los miotubos de
tres voluntarios, estimulados con glucosa, acido palmitico y AcidPal +XeB. AcidPal,

acido palmitico.
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4.8. Estudio complementario en células mononucleares humanas.

De manera de complementar los resultados obtenidos en el musculo esquelético de
humanos y células primarias proveniente de humanos, hemos querido estudiar otras
células (células mononucleares de sangre periférica [CMSP]) que son por su naturaleza
un buen marcado sistémico de la respuesta celular a la exposicion a diferentes sustratos
energéticos. Para ello, 6 sujetos sanos, se sometieron a un ayuno prolongado (16 horas;
mayor oxidacion de acidos grasos) y posterior a ello, consumieron una carga oral de 75 g
de glucosa (mayor oxidacion de glucosa). Se extrajo sangre, para obtener CMSP, y fue
evaluado el CR, para medir la oxidacion de acidos grasos relativa a la oxidacion de
carbohidratos, después del ayuno y 45 minutos posterior a la carga de glucosa. Como era
esperable, el CR fue mayor posterior a la carga de glucosa en comparacion al CR en ayuno
(P=0.01; Figura 16 A). Posterior a la carga de glucosa, las mitocondrias de las CMSP
aumentan su distancia (P=0.003; Figura 16 B, C) y disminuyen su interaccion con el RE
(P=0.007; Figura 16 B, D), en comparacion a las CMSP extraidas después de un ayuno
prolongado. Ademas, las mitocondrias de las CMSP extraidas posterior a una carga de
glucosa, presentan un fenotipo fisionado (P=0.009; Figura 17 A, D), en comparacién a
las CMSP extraidas en ayuno prolongado, sin modificaciones en la densidad mitocondrial

(P=0.33; Figura 17 A, B).
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Figura 16. Interaccion entre mitocondria y reticulo endoplasmico en ayuno y
posterior al consumo de glucosa en CMSP humanas. Cociente respiratorio después de
un ayuno de 16 horas y 45 minutos posterior a una carga de glucosa (A). Imagen
representativa de la interaccion mitocondria-RE en CMSP humanas en microscopia
electronica de transmision (B). Cuantificacion de la distancia entre las mitocondrias y el
RE (C) y porcentaje de las mitocondrias interactuando con el RE (D). n = 6 hombres sanos,
4-6 células por sujeto, > 5 mitocondrias por célula. Las lineas rojas son indicativas de la
distancia entre las mitocondrias y el ER. ER, reticulo endopldsmico; CMSP, células
mononucleares de sangre periférica. Las comparaciones se realizaron con la prueba t de

Stundent pareado.
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Figura 17. Cambios morfologicos de las mitocondrias, después de un ayuno
prolongado y posterior al consumo de glucosa en CMSP humanas. Imagen
representativa de CMSP humanas en microscopia electronica de transmision, después de
un ayuno de 16 horas y 45 minutos posterior a una carga de glucosa (A). Efectos del ayuno
y el consumo de glucosa sobre la densidad de las mitocondrias (B), numero de
mitocondrias (C) y el tamafio de las mitocondrias (D) de CMSP humanas. n=6 hombres
sanos, 4-6 células por sujeto, > 5 mitocondrias por célula. CMSP, células mononucleares

de sangre periférica. Las comparaciones se realizaron con la prueba t de Stundent pareado.

5. DISCUSION

Nuestros resultados muestran una correlacion directa entre la interacciéon mitocondria-RS
y el fenotipo de fusion mitocondrial en el musculo esquelético humano en reposo con la
oxidacion de acidos grasos relativa a la oxidacion de carbohidratos cuerpo completo en
reposo. Observamos una correlacion directa entre el fenotipo de fusion mitocondrial en el
musculo esquelético humano en reposo con la oxidacion de 4cidos grasos relativa a la

oxidacion de carbohidratos cuerpo completo durante el ejercicio. Ademas, demostramos
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que la exposicion a AcidPal induce un fenotipo de fusién mitocondrial in vitro, y que la
inhibicion de la interaccion mitocondria-RS, inhibe el fenotipo de fusion mitocondrial
inducido por la exposicion a AcidPal. Por lo tanto, proponemos que existe un ciclo de
retroalimentacion positiva en que la disponibilidad de acidos grasos induce la interaccion
mitocondria-RS y de esta manera el fenotipo de fusiéon mitocondrial, lo que es necesario

para la oxidacion de acidos grasos.

Observamos que el CR cuerpo completo en reposo se correlaciona directamente con el
CR cuerpo completo durante el ejercicio. Esto concuerda con observaciones previas que
muestran que la oxidacién de 4cidos grasos relativa a la oxidacion de carbohidratos en
reposo se correlaciona directamente con la oxidacion méxima de 4cidos grasos durante el
ejercicio (37) y que la oxidacion de &cidos grasos medida durante 24 horas se correlaciona
directamente con la oxidaciéon maxima de acidos grasos durante el ejercicio (38). En
conjunto, estos resultados sugieren que los sujetos con una menor oxidacion relativa de
acidos grasos en reposo también tienen una oxidacion de acidos grasos reducida durante
el ejercicio, lo cual puede predisponer a la acumulacion de especies lipidicas y
lipotoxicidad en el musculo esquelético. Confirmando lo anterior, nuestros resultados
también muestran que una reducida capacidad de oxidar &cidos grasos relativa a la
oxidacion de carbohidratos en reposo y durante el ejercicio, se correlaciona con una mayor

densidad de las gotas de lipidos en el musculo esquelético.

Nuestros resultados muestran que los sujetos con un mayor porcentaje de
mitocondrias interactuando con RS en el misculo esquelético en reposo, tienen una
mayor oxidacion de acidos grasos relativa a la oxidacion de carbohidratos en reposo,
pero no durante el ejercicio. De este modo demostramos que existe una correlacion
directa entre ambos fendémenos, aunque solo fue posible demostrar esto en condiciones de
reposo. Estos resultados sugieren en conjunto, que la interaccion mitocondria-RS en el
musculo esquelético podria jugar un rol en la oxidacion de acidos grasos en reposo.
Existen varias opciones para explicar por qué no pudimos demostrar una correlacion entre

la oxidacion relativa de acidos grasos durante el ejercicio y la interaccién mitocondria-
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RS. La primera explicacion se relaciona con el modelo experimental, en que la biopsia fue
obtenida en sujetos en reposo y luego se efectud el ejercicio; es posible que biopsias
musculares obtenidas después del ejercicio, exhiban un grado de interaccion mitocondria-
RS diferente. Para poder responder esta interrogante, se deben hacer estudios en los cuales
se evalue la interaccion mitocondria-RS al final del ejercicio. En segundo lugar, la
capacidad de oxidar acidos grasos durante el ejercicio podria ser independiente de la
interaccion cercana entre las mitocondrias y el RS para la transferencia de calcio, ya que
la contraccién del musculo esquelético estimula salidas de calcio de mayor amplitud desde
el RS para sustentar la contraccion muscular (39), lo cual podria facilitar el ingreso de
calcio a las mitocondrias. Otros mecanismos como la disposicion de sustratos energéticos
extracelulares (40) o intracelulares (41), podrian ser factores mdas relevantes en la
oxidacion de acidos grasos durante el ejercicio. Finalmente, no existen estudios que
indaguen el mecanismo por el cual una mayor interacciébn entre mitochodria-RS
favoreceria la oxidacion de 4cidos grasos, por sobre la oxidacion de glucosa. Sin embargo,
es importante sefalar que desde el RS no solo se transfiere calcio a la mitocondria, sino
que también, fosfolipidos y otros metabolitos (25) que podrian jugar un rol en la

preferencia de la oxidacion de sustratos.

Nuestros resultados muestran que los sujetos con un mayor fenotipo de fusion
mitocondrial en las mitocondrias IMF, pero no SSM en el musculo esquelético en
reposo, tienen una mayor oxidacion de acidos grasos relativa a la oxidacion de
carbohidratos en reposo y durante el ejercicio. Resultados de otras investigaciones
apoyan estos hallazgos, pues se ha demostrado que una mayor densidad de las
mitocondrias IMF, pero no la de las SSM en el musculo esquelético se asocian a una
mayor oxidaciéon de acidos grasos relativa a la oxidacion de carbohidratos cuerpo
completo en reposo y a una mayor sensibilidad a la insulina en el musculo esquelético
(42). Ademas, en comparacion con las mitocondrias SSM, las IMF expresan un mayor
nivel de proteinas asociadas con la fosforilacion oxidativa y una mayor actividad de los

complejos de la cadena transportadora de electrones (43). Nuestro estudio es el primero
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en evaluar el rol del fenotipo de fusion mitocondrial en el musculo esquelético en reposo
y la oxidacion de 4cidos grasos relativa a la oxidacion de carbohidratos durante el ejercicio
en humanos. Previos estudios en otros modelos de investigacion apoyan nuestros
resultados, por ejemplo, fue demostrado en el musculo esquelético de ratoén, que el
fenotipo de fusion mitocondrial es inducido en ayuno, cuando la disponibilidad y la
oxidacion de 4cidos grasos es mayor (31). Ademas, en células MEF, cuando se inhibe la
fusion mitocondrial (silenciando Mfn 1 y Opa 1), disminuye la oxidacion de 4cidos grasos
en periodos de inanicién como el ayuno (32). Estos resultados sugieren que la disposicion
y la oxidacién de acidos grasos se correlaciona causalmente con el fenotipo de fusion

mitocondrial en el musculo esquelético.

Otro de nuestros resultados que apoya el rol de la fusion mitocondrial en la oxidacion de
acidos grasos, es la correlacion inversa encontrada entre la densidad de los LD y el
fenotipo de fusion mitocondrial en las mitocondrias IMF en el musculo esquelético. Este
resultado sugiere que un disminuido fenotipo de fusidon mitocondrial podria explicar la
incapacidad de oxidar acidos grasos desde los LD en reposo y durante el ejercicio.
Resultados similares se encontraron en un estudio in vitro que demostrd en células MEF
que durante la inanicion, se requiere de la fusion mitocondrial para la oxidacion de acidos
grasos desde los LD, dado que la fusiéon mitocondrial facilita el trafico y la oxidacion de
acidos grasos (32). Estos resultados en conjunto, sugieren que la fusion mitocondrial es

necesaria para la oxidacion de acidos desde los LD.

Para entender el mecanismo que regula un mayor fenotipo de fusion en las mitocondrias
IMF, en los sujetos con una mayor oxidacion de acidos grasos relativa a la oxidacion de
carbohidratos en reposo y durante el ejercicio, medimos los niveles de las proteinas que
regulan la fusion y la fision mitocondrial. Encontramos una correlacion directa entre la
razon de las proteinas Mfn 2/ Fis 1 con el tamafio de las mitocondrias IMF en el musculo
esquelético. Una limitacidon de nuestro estudio, fue que la medicion de las proteinas de
dindmica mitocondrial de fusiéon y fisidon se realizaron en el musculo completo, por lo

tanto en ambas poblaciones mitocondriales. Sin embargo, las IMF son cercanas al 80 %
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del total de las mitocondrias en el musculo esquelético. La mayor importancia de Mfn 2,
por sobre Mifnl y Opa 1 (relacion Mfn 2/Fis 1) en el fenotipo de fusiéon mitocondrial
podria explicarse por una mayor abundancia de Mfn 2 en el musculo esquelético por sobre
Min 1 (ambas proteinas regulan la fusion de las membranas externas de las mitocondrias)
(44). Con respecto a Opa 1, la dinamica de la fusion mitocondrial depende de dos fases;
1) fusiéon de las membranas externas (Mfn 2 y Mfn 1) y 2) posterior fusion de las
membranas internas (Opa 1). Una desregulacion en la primera fase (disminucion Mfn 2)
es suficiente para disminuir la fusiéon mitocondrial (26). Un estudio previo reportd que una
intervencion de ejercicio disminuye las proteinas de fision en el musculo esquelético,
aumentando el fenotipo de fusion mitocondrial, lo cual fue asociado a un aumento en la
oxidacion de 4cidos grasos sistémico en reposo y al aumento en la sensibilidad a la insulina
(45). Por lo tanto, la regulacion de las proteinas que regulan el fenotipo de fusion y fision
mitocondrial en el musculo esquelético humano, podrian ser claves en la oxidacién de
acidos grasos. Otra limitacion en la comprension del mecanismo del fenotipo de fusion
mitocondrial fue no evaluar la regulacion post-traduccional de las proteinas que regulan
la fusiéon mitocondrial, como por ejemplo la desacetilaciéon de Mfn 1 (a la fecha no hay
anticuerpo comercial), que previamente se demostré juega un rol, en la regulacion de la

fusion mitocondrial en el musculo esquelético de raton durante el ayuno (31).

Los resultados del objetivo 1 y 2 son presentados en el modelo que proponemos en la
Figura 12 y sugieren que los sujetos con una mayor interaccion mitocondria-RS y un
mayor fenotipo mitocondrial fusionado en las mitocondrias IMF presentan una mayor
oxidacion de acidos grasos relativa a la oxidacion de carbohidratos cuerpo completo en
reposo; Con respecto al mecanismo, el fenotipo mitocondrial fusionado se correlaciona
con un aumento de la razén Mfn 2/ Fis 1. En resumen, nuestro resultados confirman la
hipotesis sobre la correlacion entre la interaccion mitocondria-RS, fenotipo mitocondrial
fusionado y la oxidacion de acidos grasos relativa a la oxidacion de carbohidratos cuerpo
completo. Fuimos capaces de esta demostracion en relacion con el reposo, pero no durante
el ejercicio. Sin embargo, nuestros datos no demuestran la causalidad de estas

correlaciones.
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Con el objetivo de acercarnos a demostrar que la interacciéon mitocondria-RS favorece la
fusion mitocondrial en el musculo esquelético humano, en el contexto del metabolismo
de sustratos, incubamos células primarias musculares provenientes de humanos sanos con
AcidPal, glucosa y AcidPal+XeB. La XeB es un clasico inhibidor de la actividad del IP3-
R, el cual es clave en la liberacion de calcio desde el RS a la mitocondria, por lo tanto su
interaccion (22). Nuestros resultados muestran que la disponibilidad de AcidPal induce
un fenotipo de fusién mitocondrial en comparacién a la disponibilidad de glucosa, y que
la disminucién de la transferencia de calcio desde el RS a la mitocondria por XeB inhibe
el fenotipo de fusion mitocondrial inducido por la disponibilidad de AcidPal. Estos
resultados sugieren que la actividad de IP3-R en el reticulo es clave para inducir el
fenotipo de fusion mitocondrial ante la presencia de acidos grasos y potencialmente para
su oxidacion. Previamente no se habia testeado el rol de la interaccion mitocondria-RS en
la induccién de un fenotipo mitocondrial fusionado en células musculares. Sin embargo,
en una linea de células hepaticas humanas se observd que la inhibicion de la transferencia
de calcio desde el RE a la mitocondria, usando XeC, disminuye tanto la interaccion entre
mitocondria-RE, como el fenotipo de fusiéon mitocondrial (24). En nuestro estudio, por la
limitacion técnica de hacer microscopia electronica en células en cultivo, no pudimos
evaluar la interaccion mitocondria-RS, ya que, al despegar las células con tripsina, se
pierde la estructura de las células. Por otro lado la glucosa parece inducir un fenotipo de
fision mitocondrial lo que estd en concordancia con estudios previos, que muestran que
las fibras aisladas de raton presentan un fenotipo mitocondrial fisionado cuando son
tratadas con glucosa, en comparacion al tratamiento con cuerpos cetonicos (26). Ademas,
en una linea de células hepaticas humanas, la disponibilidad, de manera dosis dependiente

de glucosa, induce un fenotipo mitocondrial de fision (24).

Para testear si el mecanismo celular que regula el fenotipo mitocondrial fusionado con la
disposicion de acidos grasos en miotubos humanos, es similar al encontrado en el mtsculo
esquelético humano maduro, evaluamos los niveles de las proteinas que regulan la fusion
y la fisién mitocondrial y la razon Mfn 2/ Fis 1. Observamos que los miotubos incubados

con AcidPal, presentan una mayor razéon Mfn 2/ Fis 1, que los estimulados con
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AcidPal+XeB. Por lo tanto, la transferencia de calcio desde el RS a la mitocondria parece
ser clave para la regulacion de la razon Mfn 2/ Fis 1 en el contexto de la disposicion y
oxidacion de acidos grasos. Interesantemente, un estudio en ratones que apoya nuestros
resultados, mostrd que un ayuno de 48 horas (mayor disponibilidad y oxidacion de acidos
grasos) condujo a un aumento de la expresion de Mfn 2 en el corazén, en comparacion a
la alimentacion (mayor disponibilidad y oxidacion de glucosa) (46). Finalmente, en
cardiomiocitos la incubacion con elevadas concentracion de glucosa (40 mM; 48 horas)
disminuye la proteina Mfn 2 (~60%), aumenta la proteina Fis 1 (35%), induciendo un
fenotipo de fisiéon mitocondrial (47). Por lo tanto, los diferentes sustratos energéticos
(acidos grasos/glucosa), pueden regular las proteinas que regulan el fenotipo de fusion
(Mfn 2/ Fis 1) en el musculo esquelético humano, y potencialmente esta regulacion es

necesaria para la oxidacion de los diferentes sustratos.

Nuestros resultados en CMSP humanas son concordantes y refuerzan nuestros resultados
encontrados in vitro, en lo que respecta a que una mayor disponibilidad y oxidaciéon de
acidos grasos es acompafiada de un aumento en la interaccion mitocondria-RE y la
induccion de un fenotipo de fusion mitocondrial. Las CMSP han recibido recientemente
un mayor interés con fines de diagndstico, ya que pueden aislarse desde la sangre con
relativa facilidad y de manera poco invasiva, y muestran patrones mitocondriales
caracteristicos de ciertas enfermedades, como por ejemplo una reduccion de la densidad
mitocondrial en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (48). Ademas, previamente se
demostr6 que las CMSP de ratones y de minipig se adaptan de forma aguda a la transicion
nutricional como el ayuno y la alimentacion (49, 50). En humanos, el ayuno induce un
aumento en la expresion génica de proteinas relacionadas con la B-oxidacion de acidos
grasos en CMSP (51), como se observa clasicamente en los tejidos periféricos. Ademas,
los mecanismos de regulacion en CMSP parecen similares a los de los tejidos, ya que el
receptor alfa activado por proliferador de peroxisomas (PPAR«) participa en el aumento
de la regulacion génica inducida por el ayuno en CMSP (51), de manera similar a la que
se conoce en el higado y en el misculo esquelético. En conjunto, estos resultados sugieren

que las interacciones mitocondria-RE y el fenotipo de fusidn mitocondrial pueden
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analizarse en CMSP humanas en el contexto del estudio de la regulacion de la oxidacion

de los acidos grasos y glucosa.

6. CONCLUSION Y PROYECCIONES

En conclusion, nuestros resultados demuestran la veracidad de nuestra hipotesis,
demostrando que existe una correlacion directa entre la interaccion mitocondria-RS y el
fenotipo mitocondrial fusionado en el musculo esquelético humano en reposo con la
oxidacion de &cidos grasos relativa a la oxidacion de carbohidratos cuerpo completo en
reposo. Sin embargo, nuestra hipdtesis es rechazada durante el ejercicio. Proponemos que
existe un ciclo de retroalimentacion positiva en que la disponibilidad de 4cidos grasos
induce la interaccion mitocondria-RS y de esta manera el fenotipo de fusiéon mitocondrial,
lo que es necesario para la oxidacion de acidos grasos. Serdn necesarios experimentos que
comprueben, en el musculo esquelético, que la interaccién mitocondria-RS y el fenotipo
de fusion mitocondrial son fendmenos asociados causalmente, y a su vez necesarios para
la oxidacion de acidos grasos. Proponemos que la interaccion mitocondria-RS y la fusion
mitocondrial en el musculo esquelético pueden ser potenciales blancos para la prevencion
y/o el tratamiento de patologias que involucren una disminucién en la capacidad de oxidar
acidos grasos como la resistencia a insulina.

Propuesta a futuro

Nuestra principal propuesta de trabajo es medir la oxidacion ex vivo de AcidPal, en
miotubos humanos o en musculo esquelético de raton silenciando las proteinas de fusion
mitocondrial (por ejemplo, Mfn 2) y/o disminuyendo la interaccion entre mitocondria-RS
(XeB). Ademas, evaluar en miotubos primarios de pacientes obesos y/o diabéticos si el
aumento del fenotipo de fusion mitocondrial, aumentando la proteina Mfn 2 o
disminuyendo la proteina Fis 1, restaura la oxidacion de &cidos grasos y la sensibilidad a

la insulina.
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8. ANEXOS

Tabla 5. Correlacion de Pearson entre el cociente respiratorio cuerpo completo al final

del ejercicio y las caracteristicas de los sujetos.

CR final del
ejercicico
Edad (afos) 0,24
Peso (kg) 0,534
indice de masa corporal 0,46
Glucosa (mg/dL) 0,25
Insulina (pUI/mL) 0,40
HOMA-IR 0,40
Triglicéridos (mg/dL) 0,46
Colesterol total (mg/dL) -0,09
LDL-C (mg/dL) -0,18
HDL-C (mg/dL) -0,17
VLDL (mg/dL) 0,46

Los valores representan el valor r. #P<0,09. CR, cociente respiratorio.
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Figura 18. Correlacion entre el cociente respiratorio cuerpo completo al final del

ejercicio con la interaccion mitocondria-reticulo sarcoplasmico en el musculo

esquelético humano en reposo. Correlacion entre el CR cuerpo completo al final del

ejercicio con el porcentaje de mitocondrias interactuando con RS, la distancia entre

mitocondria-RS y el % de la mitocondria interactuando con RS (A-C) en el musculo

esquelético humano en reposo. n=12 sujetos, 3 fibras por sujeto. CR, cociente respiratorio;

M, mitocondrias; RS, reticulo sarcoplasmico.
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Ambas poblaciénes mitocondriales
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Figura 19. Correlacion entre el cociente respiratorio cuerpo completo al final del
ejercicio con el tamafio y la densidad mitocondrial en el musculo esquelético
humano en reposo. Correlacion entre el CR cuerpo completo al final del ejercicio con
el tamafo y densidad mitocondrial en ambas poblaciones mitocondriales (A, B), en la
poblacion de mitocondrias subsarcolemales (C, D) y en la poblacion de mitocondrias
intermiofifrilares en el musculo esquelético en reposo (E, F). n=12 sujetos, analizando

fibras por sujeto. CR, cociente respiratorio.
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Tabla 6. Correlacion de Pearson entre la oxidacion absoluta de dcidos grasos cuerpo

completo y las caracteristicas de los sujetos.

Oxidacion de acidos
grasos

en reposo (mg/kg/min)

Oxidacion de &cidos grasos

al final ejercicio (mg/kg/min)

Edad (anos)

Peso (kg)

Indice de masa corporal
Glucosa (mg/dL)
Insulina (pUI/mL)
HOMA-IR
Triglicéridos (mg/dL)
Colesterol total (mg/dL)
LDL-C (mg/dL)
HDL-C (mg/dL)

VLDL (mg/dL)

0,02

-0,21

-0,27
-0,28
-0,494
-0,504
-0,33

-0,32
-0,39

-0,40

0,32

-0,31
-0,36
-0,25
-0,11
-0,13
-0,15
-0,20
0,13
0,10
0,24
-0,20

Los valores representan el valor r. 2P<0,09.
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Figura 20. Correlacion entre la oxidacion absoluta de acidos grasos cuerpo completo

en reposo y al final del ejercicio con la interaccion mitocondria-reticulo

sarcoplasmico en el musculo esquelético humano en reposo. Correlacion entre la

oxidacion absoluta de acidos grasos en reposo con el porcentaje de mitocondrias

interactuando con RS, la distancia entre mitocondria-RS y el % de la mitocondria

interactuando con RS en el musculo esquelético en reposo (A-C). Correlacion entre la

oxidacion absoluta de acidos grasos al final del ejercicio con el porcentaje de mitocondrias

interactuando con RS, la distancia entre mitocondria-RS y el % de la mitocondria

interactuando con RS en el musculo esquelético en reposo (D-E). n=12 sujetos, 3 fibras

por sujeto. CR, cociente respiratorio; M, mitocondrias; RS, reticulo sarcoplasmico.

70



Ambas poblaciones mitocondriales

>
w

2] 2]
? ~ 3~
g €201 =027 82207 =020
25 15| PO 25 15] 0% o
2% 3%
SE4 0] o °% S€i0] o ® o
8 o ’ (o] % o [e]
e < o o p ®
S 3.0.54 °© o R S %0.5— ° o ©
g o ® e o
2900 T : : : , 2900 r : ,
6 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 (@) 0 5 10 15
Tamafio de las mitocondrias (um?) Densidad mitocondrial (%)
Mitocondrias subsarcolemales
C D
g 3
=20, & = 2.09
SE o'E
§ 1.5 o § 1.5 o
=) o © G O o o
o€ 1.0, ° ° SE10{© °
Se o ° Se o °
5 2.0.51 o o ° 5 305 o e
$ 2057 =001 o S 20. K r=0.09
T = =0.98 [¢] T = [9) p=0.77
2 5004 £900
b7 B T T T T 1 B T T T 1
(@] 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 6 0 1 2 3 4
Tamario de las mitocondrias (um?) Densidad mitocondrial (%)
Mitocondrias intermiofibrilares
E F
2] 2]
2 2
© < 2.0 r=0.70 @ < 2.0 =0.36
mg p=0.01 mg =0.25
2915 815" o
g2 . g2 .
SE 101 0o > SE 10 o oo
[} (] .
o2 © o2 8
o Pt o
:5 2.0.54 o o Re) (%0.5' © o [}
8 2 o 8 c o
2900 T v T v ) £900 r r r : .
o 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 O 0 2 4 6 8 10
Tamario de las mitocondrias (um?) Densidad mitocondrial (%)

Figura 21. Correlacion entre la oxidacion absoluta de acidos grasos cuerpo completo
en reposo con el tamafio y la densidad mitocondrial, en el musculo esquelético
humano en reposo. Correlacion entre el CR en ayuno y el tamafio y densidad
mitocondrial en ambas poblaciones mitocondriales (A, B), en la poblacion de
mitocondrias subsarcolemales (C, D) y en la poblacion de mitocondrias intermiofibrilares

(E, F).n=12 jjetos, analizando 3 fibras por sujeto.
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Figura 22. Correlacion entre la oxidacion absoluta de acidos grasos cuerpo completo
al final del ejercicio con el tamafio y la densidad mitocondrial en el musculo
esquelético humano en reposo. Correlacion entre el CR al final del ejercicio y el tamafio
y densidad mitocondrial en ambas poblaciones mitocondriales (A, B), en la poblacion de
mitocondrias subsarcolemales (C, D) y en la poblacion de mitocondrias intermiofibrilares

(E, F). n=12 sujetos, analizando 3 fibras por sujeto.
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