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1.INTRODUCCION

El envejecimiento es un proceso multifactorial que afecta cada 6rgano del cuerpo. En
el pasado, la investigacion del envejecimiento estaba centrada principalmente en los
procesos neurodegenerativos y la pérdida de la masa 0sea. No se enfoco la atencion
en la pérdida de masa muscular este fenédmeno biolégico es conocido como
sarcopenia y que puede llegar a considerarse como un cambio propio del
envejecimiento. Sin embargo al paso de los afios y del aumento de la sobrevida se ha
observado que este proceso es critico en el envejecimiento y que su estudio es una
pieza fundamental para poder entender mecanismos del sistema
neuroendocrinohumoral ademés puede explicar la mayor vulnerabilidad de los
individuos al envejecer. La prevalencia de sarcopenia en una muestra de la poblacion
de Nuevo México, EUA; encontrd que en sujetos masculinos menores de 70 afios es
del 13.5% al 16.9%, y en mujeres del 23.1% al 24.1%. En promedio los hombres
mayores de 70 afios tuvieron una prevalencia del 35.2% y las mujeres mayores de 70
afos del 40.5%, estas cifras mayores por encima de los 80 afos del 52.6% al 57.6%
en hombres y del 43.2% al 60.0% en mujeres. Esta evidencia deja claro que la
sarcopenia es un problema grave de salud publica mundial, en el afio 2000 Estados
Unidos gasto 18.5 billones de ddlares en ello derivado no solo de patologias y sus
complicaciones, esto incluyo los gastos de cuidados de alta dependencia en estas
personas (1). La sarcopenia y sus efectos estan presentes en todos los adultos
mayores independientemente del grupo étnico, género o estado de salud. Los
ancianos fragiles quienes han perdido una gran cantidad de masa muscular y fuerza
son los que requieren mayor apoyo y asistencia por la dificultad que conlleva para
ellos los mas sencillos retos y actividades cotidianas de la vida. Este proceso tiene
como consecuencia un incremento significativo de lesion, caidas y fracturas (2). La
pérdida de la funcionalidad es un proceso doloroso como individuo, debido al impacto
gue tiene al condicionamiento de la independencia y en ocasiones en la autonomia.
Estos cambios relacionados con la edad tanto en el musculo esquelético como en el
sistema neuromuscular tienen un origen multifactorial en el que participan factores
fisicos como celulares, moleculares, y metabdlicos. Los cambios relacionados con la

edad en el muasculo esquelético pueden exacerbarse a presencia de otras
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comorbilidades que aceleran la pérdida de masa muscular como enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, insuficiencia cardiaca, ateroesclerosis sistémica, falla
renal cronica, insuficiencia arterial, diabetes, y cancer, condiciones frecuentes en el

anciano (3).

2. MARCO TEORICO

Envejecimiento y masa muscular

El deterioro de la funcion muscular asociado al envejecimiento es uno de los
principales factores que influyen en la disminucién de la capacidad de vida
independiente de los ancianos. Con el paso de los afios, la masa muscular del adulto
cambia su conformacion y tamafio; se trata de un proceso multifactorial complejo que
involucra numerosos cambios que incluyen nivel celular como molecular y que se
encuentran mediados por diversos mecanismos bioldgicos de forma intrinseca y/o
extrinseca asi como el ambiental. Un punto importante en investigacion es definir los
principales cambios morfolégicos y funcionales en el sistema muscular asi como
elucidar aquellos que alteran la homeostasis muscular de acuerdo a los mecanismos

de deterioro que hasta ahora se han definido.

El envejecimiento humano esta asociado a pérdida de masa muscular y fuerza esto
se considera como pérdida de la masa muscular de aproximadamente el 1% al afio.
A partir de los 40 afios esta perdida se acelera con el transcurso de los afios.(4) La
disminucién de la fuerza muscular impacta negativamente sobre el desempefio fisico
y limita la movilidad, lo que se asocia con dependencia funcional y aumento de
morbilidad y mortalidad. Las limitaciones funcionales, definidas como la restriccion de
las capacidades fisicas 0 mentales para efectuar las tareas que se requiere en una
vida independiente, son importantes predictores de mortalidad, morbilidad y

discapacidad en el adulto mayor. (5, 6)

Entre los factores implicados en la pérdida de masa y funcionalidad del muasculo
esquelético podemos destacar las alteraciones en la sintesis y degradacion de

proteinas, la inflamacion, las alteraciones hormonales y la disfuncion mitocondrial, la
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mayor parte de estas alteraciones se relacionan directamente con el estrés

oxidativo.(4)

Hasta la fecha se han establecido diferentes mecanismos por las que el musculo
cambia su conformacion. Los mecanismos mejor estudiados son: el musculo
disminuye su masa, y es infiltrado con grasa y tejido conectivo, hay una disminucién
especialmente significativa de las fibras tipo 2, desorganizacion de las miofibrillas,
disminucion de las unidades motoras con disminucion del flujo sanguineo. A nivel
subcélular hay acumulacién de moléculas con dafio por estrés oxidativo, disfuncion
mitocondrial, acumulacion de lipofuccina, falla en la sintesis de nuevas proteinas
relevantes para la formacion de miofibrillas, entre otros. Todos estos cambios se
traducen en una menor capacidad contractil del masculo y con ello una menor

capacidad para generar fuerza.(7)

Desarrollo muscular

La infancia representa un periodo critico de crecimiento y desarrollo que depende de
una dieta equilibrada. El crecimiento muscular y esquelético progresa rapidamente,
por lo que el nifio se vuelve mas fuerte. Estos cambios les permiten desarrollar
habilidades motoras propias de la edad ademas cambios neuromusculares,
mielinizacion y coordinacion. Por tanto el desarrollo de la fuerza muscular en etapas

tempranas es atribuido a un aumento en el tamafio y la masa muscular.(9)

El masculo se va desarrollando lentamente durante la infancia, con un incremento
drastico al llegar a la adolescencia. En los nifios, a diferencia de los adultos, la relacion
entre hueso y musculo es distinta, ya que el masculo es mas fuerte que el hueso en
las primeras etapas porque el sistema éseo tarda mas en madurar, en cambio el
musculo sufre una hipertrofia de las fibras existentes con entrenamiento, aumentando
su fuerza. Sin embargo, la masa muscular no se ve influenciada por presentar

incremento en el nimero de fibras musculares en comparacion con su tamafio.(9)

Ambos sexos aumentan la masa muscular obteniendo un punto maximo al llegar a la

pubertad, sin embargo este aumento es 150% mayor en nifios, esto se ha visto
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relacionado con el aumento del nimero de eritrocitos en nifilos y por tanto mayor
aporte de oxigeno desde los pulmones hasta el musculo y principalmente por el pico

alto de liberacion de hormonas.(10)

Adulto

La fuerza y la masa muscular alcanzan su maxima expresion entre la segunda y la
cuarta décadas de la vida y desde entonces se produce un declive progresivo.(4)

La masa muscular decrece de acuerdo a la edad, aun cuando el peso es adecuado.
Entre los 20 y 70 afios se estima que perdemos aproximadamente 11% de masa
muscular en mujeres y 15% en hombres.(11) Alrededor de los 50 afios de edad, la
masa muscular disminuye de 1 a 2% por afo, y la fuerza muscular tiene una
disminucién anual de 1.5% entre los 50 y 60 afios de edad, y posteriormente 3% cada
afno.(12)

Los primeros trabajos en este tema estiman que el ritmo de pérdida muscular se
encuentra entre un 0,5 y un 2% por afo a partir de los 50. Si bien la pérdida de masa
muscular relativa es mas temprana, situandose a la edad de 30 afos, la masa
muscular absoluta no comienza a descender hasta la quinta década de vida; siendo

ademas mayor en las extremidades inferiores que en las superiores(13)

Adulto mayor

Las fibras musculares se clasifican en funcién de la actividad ATPasa de las isoformas
de las cadenas pesadas de miosina. Las fibras musculares tipo | son fibras rojas, de
contraccion lenta, resistentes a la fatiga y capaces de generar pequefias cantidades
de fuerza de larga duracion. Tienen un metabolismo aerobio, un mayor nimero de
mitocondrias, una red capilar extensa y mioglobina, proteina hemo capaz de unir y
almacenar oxigeno de la sangre. Las fibras musculares IIA y IIB son fibras blancas,
de contraccion rapida y elevada capacidad glucolitica; las fibras I1A son las de mayor

capacidad oxidativa y mas resistentes a la fatiga que las fibras 11B. (14)

En el anciano se produce una disminucién del nimero de fibras musculares,

predominantemente del tipo Il. Se produce un aumento relativo del nimero de fibras
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tipo | y una disminucion en la actividad oxidativa muscular y de la densidad capilar.
Los sarcomeros, las unidades funcionales del musculo, son reemplazados en la fibra
muscular por grasa y tejido fibroso, lo que causa un acortamiento de la fibra y una
reduccion de la capacidad de contraccion. Se produce proliferacion anémala del
reticulo sarcoplasmico y de nucleos internos, y también se puede ver fibras

aberrantes, como las fibras en anillo. (15)

Con el envejecimiento también se ven cambios a nivel central, con una disminucion
del nimero de unidades motoras alfa del asta anterior de la médula espinal. Todos
estos cambios redundan en una reduccion de la fuerza muscular y de la eficiencia
muscular, lo que implica un empobrecimiento de la coordinacion de la accion

muscular. (16)

A nivel bioquimico se producen mutaciones en el ADN mitocondrial debido al dafio
oxidativo, con una reduccion en la sintesis proteinica mitocondrial. Este fendbmeno
esta ligado a la disminucion en la actividad enzimética glucolitica y oxidativa, del
fosfato de creatina, del almacén de adenosintrifosfato en la célula muscular y del
volumen mitocondrial.(17) Estos cambios metabdlicos en el musculo contribuyen a
disminuir la capacidad fisica general del anciano y suponen un componente
importante en la reduccion de la capacidad de utilizar oxigeno durante el ejercicio.
Diversas caspasas incrementan su actividad proteolitica con la edad, y en parte
pueden causar el inicio de la degradacién proteinica muscular y la pérdida de nucleos

por la atrofia local y finalmente la muerte del miocito. (17)

Mecanismos de envejecimiento muscular

A mitad de siglo XX, Rebeca Gershmann propuso que el envejecimiento se asociaba
a alteraciones moleculares debidas a los radicales libres; posteriormente, Denham
Harman postulo la teoria de los radicales libres en el envejecimiento en 1956. Esta
teoria fue refinada por Jaime Miquel, que propuso que las mitocondrias eran, a su vez,
causa de la produccion de radicales y diana de las acciones deletéreas de los mismos.
Diversos autores han relacionado la disfuncion mitocondrial, con el acumulo de

alteraciones en el ADN mitocondrial y con la sarcopenia, tanto en seres humanos
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como en animales.(17)

El envejecimiento, por tanto, se ha asociado a mutaciones en el ADN mitocondrial asi
como reduccion en la sefializacion en el proceso de apoptosis, disminucién de la
actividad de la cadena de transporte electronico y aumento de la produccién

mitocondrial de radicales libres.(17)

Muscle fiber

1) Decrease in number

2) Decrease in size
(predominantly type II)

Satellite cells Fiber type transformation
1) Reduced number 1) Fast-to-slow fiber type
2) Less response to injury shift

Excitation-contraction

coupling ;

1) Disruption or uncoupling Musce aging Myofilaments

2) Deficits in calcium release 1) Reduced single fiber

maximal force

2) Reduction in myosin
protein content and
function

3) Reduction in elasticity

Adipocyte infiltration

1) Increased inter- and
intra-muscular adipose
tissue

Mitochondria
1) Reduced number
2) Loss of enzyme content

Figura 1. Cambios celulares y moleculares que contribuyen al envejecimiento

de la fibra muscular.(15)

Denervacion muscular

La denervacién muscular provoca en los ancianos una pérdida de unidades motoras
y por tanto de fibras musculares. Hasta los 60 afios se mantiene biolégicamente
aceptable el nimero de unidades motoras, pero a partir de esta edad, se aprecia una
progresiva disminucion en el numero de neuronas motoras del asta anterior de la
médula espinal, y del nUmero de uniones neuromusculares en los nervios periféricos.
(18) Estos cambios anatémicos pueden ser observadores en los estudios
electromiograficos, en los que se observa una pérdida del 25% en el numero de

unidades motoras en las personas ancianas. Por otra parte, se ha observado que
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conforme avanza la edad se produce un aumento en la expresion de la molécula de
adhesion de las células nerviosas (NCAM). Mecanismo muy similar a lo que se
observa en el tejido muscular de animales jévenes sometidos a denervacion. No se
conocen bien los mecanismos que determinan la aparicion de este proceso, aunque
cabe la posibilidad de que tenga relacion con la disminucion en el factor neurotrofico
ciliar (CNTF), cuya produccion disminuye con la edad en los nervios periféricos y que

actua estimulando la superviviencia de las motoneuronas.(18)

Metabolismo proteico

La alteracion en el metabolismo proteico podria explicar la discreta pérdida muscular
gue aparece antes de los 60 afios. A diferencia de lo que ocurre con los procesos de
denervacién muscular, la sintesis proteica empieza a decaer a partir de los 50 afios y
continla haciéndolo hasta edades mas avanzadas. Esta disminucion parece guardar
relacion con la menor disponibilidad de moléculas de ATP en el musculo. Se sugiere
gue sea debido a la disminucién en el nimero de mitocondrias y a la afectacién del
ADN mitocondrial provocado por los fendmenos oxidativos que acompafian al
aumento en la produccion de radicales libres en los musculos de las personas

mayores.(18)

Factores hormonales

El envejecimiento se acomparfa de una serie de cambios en hormonas que poseen
importantes efectos anabdlicos sobre el tejido musculo-esquelético. En los varones
disminuye progresivamente la actividad androgénica, de modo que se reducen los
niveles de testosterona total y libre. Ademas, la sensibilidad de los distintos tejidos
diana, incluido el masculo, disminuye con la edad. Estos trastornos contribuyen al
desarrollo de la sarcopenia, pues reducen la sintesis de proteinas en los masculos.
La administracion de testosterona mejora la fuerza y la masa muscular en los
ancianos, aunque los posibles efectos secundarios de dicho tratamiento limitan su
uso. En las mujeres, la caida brusca de los estrogenos contribuye también al
desarrollo de la sarcopenia. Sin embargo, el menor desarrollo muscular del sexo
femenino y la presencia de andr6genos suprarrenales tras la menopausia hace que

este fendmeno sea en ocasiones menos aparente.(18)
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La disminucién en la concentracion de la Hormona de crecimiento (GH) y factor
parecido a insulina tipo 1 (IGF1) contribuiria también a explicar la pérdida de masa
muscular en ambos sexos. La disminucion de IGF1 aceleraria la degradacion de las
proteinas musculares y reduciria la expresion de los receptores dihidropiridinicos
(DHPR) y rianodinicos (RyR1) que desempefian un papel crucial en la regulaciéon del
calcio intracelular y en la contractilidad muscular. Asi, en algunos estudios sobre
ratones transgénicos que sobreexpresan la IGF1 se ha observado que la
concentracion de estos receptores no disminuye con la edad y se normaliza la

concentracion citosélica de calcio en las fibras musculares.(18)

Factores parécrinos

Al igual que sucede con el tejido 6seo, existen factores producidos por el propio
musculo que parecen intervenir en el desarrollo de la sarcopenia. Por ejemplo, la IGF1
se sintetiza en el muasculo, parece estimular la proliferacion de las denominadas
«células satélites». Estas células que estan presentes en el sarcolemay pueden ceder
sus nucleos para que se incorporen en el citoplasma de las fibras musculares cuando
se hipertrofian. Esta isoforma especifica de la IGF1, sintetizada localmente por el
tejido muscular, ha recibido el nombre de «factor de crecimiento mecanico» (MGF),
debido a que se produce en los masculos cuando se lesionan 0 son sometidos a una
sobrecarga mecanica. Pues bien, la concentracion de ARNm del MGF esta disminuida
en los musculos de los ancianos, tanto de forma basal como cuando se les somete a
una sobrecarga mecanica. Por otra parte, la administracion de este factor a animales
de experimentacion asi como el desarrollo de animales transgénicos que
sobreexpresan el MGF consigue prevenir la aparicion de la sarcopenia, lo que abre

nuevas perspectivas en la prevencion y el tratamiento de este proceso.(18)

Alteraciones mitocondriales

Recientemente, se ha sugerido que el envejecimiento puede estar asociado con una
disminucién de la biogénesis mitocondrial. EI motivo por el que se produce una
disminucién de la biogénesis mitocondrial durante el envejecimiento todavia se
desconoce; sin embargo, se especula. Se propone gue la cascada de sefalizacion

gue conducen al proceso de mitocondriogénesis participa como un mecanismo
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relevante que pudiera explicar dicha disminucion. Se considera que el coactivador-1
del receptor activado por proliferacion de los peroxisomas, podria ser un factor

importante en la disminucion de mitocondriogénesis durante el envejecimiento.(1)

Otros factores

Se ha sefalado que los leucocitos de las personas mayores liberan una mayor
cantidad de IL6 que los de las personas jovenes. Esta elevacion podria desempefiar
algun papel en la sarcopenia, debido a los efectos catabdlicos y anorexigenos
implicados a esta citoquina. También el déficit de vitamina D pudiera intervenir en este
proceso.(16) El calcitriol actia directamente sobre las células musculares estimulando
la sintesis proteica y promoviendo la captacion de fosfato, con lo que se generan
moléculas de ATP y se favorece asi la contractilidad muscular. La estimulacion de los
VDR presentes en el musculo determina un aumento en la concentracion de fibras de
tipo Il. Por otra parte, en diversos estudios se ha sefialado la existencia de una relacion
entre el riesgo de caidas y los niveles de 250HD, que disminuye significativamente al
administrar suplementos de Vitamina D. Finalmente, el déficit nutricional, la menor
actividad fisica y la alta prevalencia de enfermedades cronicas de los ancianos,
contribuiria también a explicar la pérdida de masa muscular que acompafia al proceso
de envejecimiento.(16) Las citocinas estan relacionadas con la disfuncién muscular y
el catabolismo. Se ha demostrado que con la edad se produce un incremento de
distintas interleucinas (IL-1, IL-6), asi como del factor de necrosis tumoral (TNF-) en

sangre en humanos.

Los estudios recientes que han permitido estudiar los mecanismos moleculares en la
fibra muscular contribuyen a identificar diversas vias de sefalizacion de remodelacion
muscular. El uso de animales transgénicos posibilita el analisis de la activacién o
inhibicién de vias de sefializacion celular especificas que promueven la conversion de
las fibras musculares entre ellas. Lo que aumenta la masa muscular, la resistencia a
la fatiga y disminuyendo su dafio. Aunado a esto se encuentran en desarrollo nuevas
tecnologias para regular la expresion génica en el musculo esquelético. En este
sentido los micro-ARN estan emergiendo como potentes reguladores de la expresion

génica en multiples tejidos, entre los que se encuentra el masculo esquelético.(1)
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Como se ya se menciono el envejecimiento y el comportamiento hormonal tienen una
estrecha relacion. La edad tiene un impacto sobre la disminucién de hormonas que
implican un deterioro muscular. La disminucion en los niveles séricos de testosterona
se relaciona con una pérdida de la masa y de la fuerza muscular, y la disminucién de
los niveles de estrogenos en la mujer, asociada a la menopausia, puede tener efectos
similares. Los efectos anabdlicos sobre la masa muscular que tienen estas hormonas
pueden inhibir la produccion de IL-1 e IL-6, con la edad esto supondria de forma
indirecta un aumento del catabolismo. En las mujeres durante la menopausia a
diferencia de los hombres se ha observado una rapida disminucién en la fuerza
muscular que correlaciona con este fendmeno. Estas observaciones sugieren que las
hormonas sexuales femeninas pueden desempefar un papel en la regulacion del

tamafio de la musculatura esquelética en mujeres de mediana y avanzada edad.(1)
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Figura 2. Cambios a nivel musculoesquelético asociados con la edad y factores

gue retrasan el envejecimiento muscular.

El envejecimiento muscular es un mecanismo unico en el organismo, comparado con
otros organos. El musculo esquelético es un tejido, post-mitético multinucleado, que
no presenta senescencia celular como mecanismo de envejecimiento. El masculo se
atrofia con la edad mientras que muchos otros tejidos se hipertrofian. Los mecanismos
moleculares que intervienen en la sarcopenia no se encuentran totalmente
dilucidados, sin embargo, existe evidencia que relaciona los cambios musculares con
la edad. Los que se han estudiados en diferentes modelos animales principalmente

son; apoptosis, estrés oxidativo (ROS), autofagia y modulacion de las vias

14



involucradas en la homeostasis muscular como mTOR, ademas de la disminucion de
la funcidon mitocondrial, y la formacion de radicales libres. El incremento de ROS
condiciona mutaciones en el DNA mitocondrial, aumenta la oxidacion de
macromoléculas, disfuncion del trasporte de electrones, y muerte (Harman D y cols.,
2003; Humphries K y cols, 2006). En los ultimos afios a nivel celular se ha estudiado
la participacién de algunos genes en el envejecimiento, entre ellos destacan algunos
como Beclin-1 y una disminucion en LC3, LAMP2, Bnip-3 y Gabarap (Wohlgemuth S
y cols, 2010). El envejecimiento también involucra vias de sefializacion, las mejor
caracterizadas son las vias canodnica y no canonica del factor de crecimiento
transformante Beta (TGF-B), la de WNT y del factor de crecimiento semejante a la
insulina -1 (IGF-1). También se ha relacionado con las vias AKT y mTOR (Brack Ay
cols, 2008; Carlson M y cols, 2009, Fry C y cols 2011). Sin embargo, no existe
evidencia contundente, solo datos preliminares, acerca de los procesos moleculares

del envejecimiento.

Histolégicamente, la sarcopenia es caracterizada por una disminucién del tamafio y
namero de las fibras musculares principalmente las tipo Il (Holloszy J y cols, 1991;
Lexel Jy cols, 1998). Debido a una alteracion en la habilidad del musculo esquelético
para remodelarse, la pérdida de miofibras puede estar acompafiada por infiltracion
grasa, inflamacion y fibrosis. Debido a la naturaleza multinucleada de las células
musculares se observa que la apoptosis se da en diferentes regiones de la fibra
muscular. La observacion de la apoptosis mionuclear apoya la hipétesis de que cada

nucleo de la fibra muscular controla una region especifica del citoplasma.
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La figura 3 esquematiza la sinergia biolégica y ambiental de los factores que

contribuyen con la sarcopenia.
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Fig 3. Mecanismos moleculares asociados a sarcopenia

En resumen podemos decir que la sarcopenia es un proceso bioldgico, fisioldgico
esperado, con una pérdida del 30% con respecto al volumen muscular en la juventud,
(figura 2). Sin embargo aun queda por conocer porque una vez que se presenta las
habilidades del individuo se van perdiendo y en lugar de parecer algo fisiolégico se
relaciona de manera directa con comorbilidades, que pueden disminuir la expectativa

de vida.
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Fig. 4. Progresioén de la pérdida de volumen muscular con la edad

Estos antecedentes sugieren que los mecanismos fisiolégicos del envejecimiento
ocurren de forma paulatina, existen factores que pueden acelerar o retrasarlo y
mejorar las condiciones del individuo. El conocimiento de los mecanismos
moleculares y celulares del envejecimiento permitiran conocer de manera temprana a
aquellos individuos que tienen un proceso acelerado, de pérdida muscular, y disefiar
intervenciones y terapias que para intentar retrasar este proceso y por ende la calidad

de vida del adulto mayor.
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FISIOLOGIA MUSCULAR

Fisiologia de la contraccion muscular

La funcion muscular es la contraccion coordinada de las fibras musculares en el
musculo. Cada fibra muscular se compone de miles de miofibrillas que estan a su vez
compuestas por unidades mas pequefas conocidas como sarcomeros. El sarcomero
es la unidad funcional fundamental de una fibra muscular y es la base de las
propiedades contractiles del musculo esquelético. Cada sarcOmero contiene
filamentos gruesos de miosina y filamentos delgados de actina que se superponen
para permitir un ciclo de contraccion de la fibra muscular. El proceso de acoplamiento
excitacion-contraccion es el mecanismo fisiologico para la funcion del musculo
esquelético. Un potencial de accion iniciado en el cerebro (voluntario) o en la médula
espinal (involuntario) se propaga eléctricamente y quimicamente a travées de la médula
espinal, los nervios motores, y las uniones neuromusculares a la membrana

plasmética del miocito, conocido como el sarcolema. El potencial de accién se
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propaga a travées de la membrana y hacia el resto de la fibra muscular a través de
invaginaciones en el sarcolema conocidas como tubulos T, donde se estimula la
liberacion de calcio (Ca+) desde el reticulo sarcoplasmico (SR). ElI Ca2+ liberado se
difunde a poca distancia del complejo de actina-miosina, donde se une a la troponina,
provocando un cambio conformacional de los filamentos de actina que expone el sitio
de unién de la miosina y la actina. Una vez que la interaccién ha sido iniciada, una
molécula de adenosin trifosfato (ATP) se divide para activar la ATPasa de la miosina
y la energia creada provoca la contraccion de la fibra. Esta interaccion se desacopla
cuando una segunda molécula de ATP se une al puente de miosina-actina,
desacoplando de ese modo la actina y la liberacion de Ca2+, después de lo cual
espera su préxima activacion. Este proceso se conoce como relajacién muscular. El
Ca2+ libre es entonces secuestrado por el SR hasta que el préximo ciclo de excitacion-

contraccion. (5)

Miosina

Proteina muscular constituida por dos cadenas polipeptidicas en disposiciéon de a-
hélice denominadas cadenas pesadas a lo largo de toda su longitud y cuatro cadenas
polipetpidicas de forma globular y de menor tamafio llamadas cadenas ligeras
dispuestas en el extremo. La miosina tiene actividad ATPasa, y se une a la forma
polimerizada de la actina.

Actina

Esta formada por dos cadenas helicoidales de actina, que son componente principal.
A lo largo de esta cadena de actina, se enrolla una molécula de tropomiosina, que a
su vez esta formada por dos cadenas helicoidales y que en reposo esta bloqueando
los lugares de unidn entre la actina y la miosina. La troponina esta formada por tres
complejos polipeptidicos: uno denominado C, que posee la capacidad de unirse a los
iones calcio; otro denominado I, que se une a la molécula de actina y el tercero,

denominado T, que se une a la tropomiosina. (15, 31, 32).

Estructuralmente la miofibrilla tiene diversas sub estructuras que han servido para su

estudio y clasificacion de acuerdo a su morfologia, variaciones y caracteristicas
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fisiologicas e inmunohistoquimicas.

A lo largo de la miofibrilla se alternan bandas claras con bandas oscuras, las bandas
claras o bandas | y las oscuras bandas A. En el centro de la banda | se encuentra una
linea que se denomina Z. En la parte central de la banda A se observa una zona
menos oscura que se denomina zona H y que a su vez esta cruzada por otra linea

denominada M.

La unidad funcional contractil del musculo que se repite a lo largo de la miofibrilla, es
la zona comprendida entre dos lineas Z y se denomina sarcomero. La banda | y la
banda A, asi como la zona H estan determinadas por la distribucion y superposicion
de los filamentos gruesos y delgados. De tal forma que la banda | estda formada
exclusivamente por filamentos delgados, mientras que la banda A, lo esta por la
superposicion de filamentos delgados y gruesos. La zona H que se encontraba en el
interior de la banda A se debe exclusivamente a filamentos gruesos. Al realizar un
corte transversal en la zona de superposicion de los filamentos delgados y gruesos,
podemos observar que cada filamento grueso estd rodeado de seis filamentos
delgados y a su vez cada filamento delgado esta rodeado de tres filamentos gruesos.
Los filamentos gruesos estdn constituidos fundamentalmente por miosina. Los
filamentos delgados estan formados por las proteinas actina, troponina y
tropomiosina. Estas son los componentes principales del sarcémero, aunque existen
otras proteinas que estan presentes en cantidades menores como la proteina M, que
se localiza en la linea M; la proteina Cap Z y la a-actinia que se localizan en la linea
Z.(14)

CONTRACTILIDAD, FUNCIONALIDAD Y ESTRUCTURA MUSCULAR

Como ya se comentdé uno de cambios musculares en el envejecimiento, son las
caracteristicas de las fibras tipo | y Il. Las primeras, con una alta actividad oxidativa
y las segundas resistentes a la fatiga lo que le permite mantener una actividad
contractil por largos periodos de tiempo con poca perdida tensil. La fatiga se define

como la disminucion en la tensién muscular, como resultado de actividad contractil
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previa, es decir, cuando una fibra del musculo esquelético es estimulada
repetitivamente, la tension desarrollada por la fibra va a disminuir eventualmente
aunque la estimulacion continlde. Las caracteristicas de un musculo fatigado son

disminucion de la velocidad y del rango de relajacion.

El masculo esquelético sufre importantes cambios en relacion a la edad (Disminucion
del volumen, infiltrado graso y tejido conectivo, desarreglo miofibrilar). Existen
factores que aumentan esta disfuncibn muscular como la disminucion del flujo
sanguineo y la pérdida de masa muscular empeoran con la falta de actividad
(desuso). Una vida sedentaria lo que aumenta la pérdida muscular. No cabe duda
gue la ganancia de fuerza en respuesta al entrenamiento de ejercicio de resistencia
en los ancianos puede ser sustancial y de gran utilidad, claro que siempre sera menor

que en individuos jovenes. (1,2)

En conclusion los factores relacionados con la perdida muscular en los ancianos son:
disminucién en la regulacion de actividad fisica en la juventud, cambio en el
metabolismo proteico, déficit entre sintesis de proteina contra degradacion y
disminucion de la ingesta de proteinas en la infancia, disminucion de los niveles
hormonales anabolizantes, como la GH, testosterona y estrégenos, lo que provoca
una disminucion de efecto trofico. A su vez produce atrofia muscular, pérdida de
funcién neuromuscular principalmente las unidades motoras alfa de la médula
espinal se van perdiendo lo que provoca atrofia muscular. Se ha planteado que la
disminucion de la fuerza muscular y la reduccion de la masa muscular participan en
la etiologia de la sarcopenia, asociada a la reduccion de las fibras musculares y a la
denervacion de las unidades motoras, que son reinervadas por neuronas mas lentas.
Otras alteraciones son en la expresidn genética principalmente de vias de expresion
de apoptosis, inflamacion y autofagia. (1,3). A nivel subcelular, se acumulan
proteinas oxidativas, esto a causa con el aumento de edad y disminucion de
eficiencia del sistema removedor de protedlisis (ubiquitinacion y degradacion
lisosomal), lo anterior resulta en la acumulacién de lipofuccina y proteinas
reticuladas, mas cierta disfuncion mitocondrial. Esta acumulacién de proteinas que

no son removidas eficientemente del musculo, pueden incrementar la cantidad de
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material no contractil, lo cual explica por qué la fuerza muscular disminuye. Aunado a
esto, existe deficiencia en la sintesis de nuevas proteinas relevantes para la
formaciéon de miofibrillas, especialmente en ancianos con enfermedades,
traumatismos o consumo inadecuado de aminoacidos. De hecho se ha comprobado
gue los pacientes con menor ingesta nutricional tendran una menor fuerza muscular

y un menor didmetro de mufieca, lo cual nos habla de disfuncion. (3, 5)

En el envejecimiento se ha descrito un estado proinflamatorio o estado de inflamacion
subclinica debido a que los niveles de interleucina 1 beta, factor de necrosis tumoral
(TNF) e interleucina 6 se encuentran aumentados. Esto favorece la liberacién de
aminoacidos por el musculo. Todos estos cambios se traducen en una menor
capacidad del masculo para generar fuerza. (1). El cambio relacionado con la edad
hacia un fenotipo de las fibras musculares de contraccién lenta contribuye a una
disminucion general de las propiedades contractiles del musculo esquelético,
provocando un cambio en la relacién de frecuencia- vigor. Es posible que la cinética
atenuada puedareducir latasa de actividad de la ATPasa de las fibras musculares de
tipo I, lo que contribuiria a un aumento de la eficiencia en el equilibrio del mecanismo
de energia de salida/energia de entrada metabdlica, y por lo tanto a mayor fuerza
relativa en bajas frecuencias de estimulacion en la contracciéon del musculo
esquelético de los adultos mayores, reduce la energia necesaria para el transporte
de iones y reduce la fuerza necesaria para mantener una carga de trabajo relativa
dada.(4)

El impacto en las modificaciones de las vias de sintesis de ATP y las diferencias
relacionadas a la edad, evidencian que el flujo glucolitico durante la contraccion
muscular es menor en los ancianos en comparacion con los jovenes. Durante la
isquemia el flujo de sintesis de ATP glucolitico permanece intacto en el musculo
esquelético de los viejos. Se propone que es por esto que los ancianos se fatigan menos
gue los jovenes durante la contraccion muscular con o sin isquemia. Estos resultados
proporcionan evidencia con respecto a la funcion glucolitica en el musculo
esquelético de los adultos mayores durante la contraccion, y sugieren que la

economia metabdlica tiene un aumento potencial relacionado con la edad lo
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cual permite que los musculos se involucren mas en el trabajo maximo con menos

fatiga en comparacion a los jovenes.(5)

Fatiga muscular

Este fendmeno anteriormente descrito mediante electromiografia, destaca la
incapacidad de mantener una respuesta eléctrica uniforme y constante ante un
esfuerzo muscular esvirtuando con ello a la actividad eléctrica tanto en su amplitud
como en la frecuencia del potencial eléctrico durante el registro electromiografico. Este
fendmeno eléctrico ha sido estudiado tanto en atletas como en adultos mayores y se
han hecho interesantes comparaciones en ambos. Loa estudios realizados en la
contraccion isométrica en diversos musculos, principalmente de miembros inferiores
y la descripcion de algunos puntos de referencia en cuanto a su aparicién y su
reversibilidad en el tiempo. No ha logrado hasta el dia de hoy contamos con una

correlacion util entre los fendbmenos eléctricos y desempefio muscular.

Con lo anterior, la fatiga puede entenderse como la perdida de la eficiencia contractil
y esta debe guardar relacion con los resultados en el desempefio fisico de los
individuos. Por eficiencia contractil entendemos la capacidad que tiene el masculo
para contraerse de manera repetida con la misma fuerza y rapidez en una serie de
movimientos isotonicos consecutivos, manteniendo una actividad constante y sin

declinar entre contracciones previas y subsecuentes.

La eficacia contrdctil, se definiria como la capacidad del musculo de realizar
contracciones en un periodo, sin que estas repercutan en la ejecucion continuada del
movimiento. Clinicamente resulta ser la ultima funcién en perderse, pues el masculo
preserva su capacidad de contraccion a pesar de lesiones nerviosas, hipoxemia,
traumatismos, etc. De esta manera todos los pacientes tanto fragiles o lesionados,
continlan haciendo movimientos de limitada duracion, independientemente de la

calidad y eficiencia del mismao.

Por lo anterior es que se propuso en este estudio analizar los parametros mas solidos

de funcionalidad muscular como la fatiga muscular mediante su evaluacion
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electromiografia. EI desempefio y el volumen de la masa muscular. Paro poder
integrar en lo posible al fendbmeno bioldégico que ocasiona las alteracién del

desempeiio muscular per se.

La fatiga muscular podria representar el inicio de una serie de sucesos que en
conjunto con lleven a una persona mayor para desarrollar sarcopenia. Y por ello en el
presente trabajo evaluaremos la disminucién de la masa muscular como fenémeno
multifactorial (alteraciones celulares, hormonales, inmunolégicas y clinicas) (2)

asociado a la sarcopenia. (3,4).

Envejecimiento, actividad fisica y prevencion.

Los principales beneficios del ejercicio evidenciados cientificamente son: control del
peso corporal, disminucion de la grasa corporal, aumento de la masa muscular, fuerza
muscular, flexibilidad y densidad 6sea, ganancia de la estabilidad postural y
prevencion de caidas; aumento del volumen sistélico, ventilacion pulmonar, consumo
maximo de oxigeno, disminucion de la frecuencia cardiaca y de la presién arterial y
mejora del perfil de lipidos. Existe también mejora del auto concepto, autoestima,
imagen corporal y disminucion del stress, ansiedad, insomnio, consumo de
medicamentos y mejora de las funciones cognitivas y de la socializacion. La etapa de
inicio; suele abarcar de 4 a 6 semanas, durante las cuales el ejercicio deberia
realizarse a una intensidad suave, durante poco tiempo y pocas veces a la semana
para evitar molestias musculares y/o lesiones. La etapa de mejora; suele durar de 4 a
5 meses, durante los cuales se va incrementando la duracion, intensidad y la
frecuencia cada 2-3 semanas. La etapa de mantenimiento; suele comenzar a partir
del sexto mes. En el sistema musculo-esquelético se ha observado que existe
hipertrofia muscular, aumento de mioglobina, una mejor capilarizacién del musculo y
un menor riego sanguineo. Aumentan las mitocondrias y las enzimas que intervienen
en el metabolismo. Si el entrenamiento es de resistencia aumenta el niumero de fibras
rojas. En la realizacion de un ejercicio de tipo estiramiento, el musculo responde a la
tarea de alongarse para responder al estimulo realizado en la articulacion, permitiendo
ejecutar movimientos con facilidad en las tareas motrices. En el sistema

neuromuscular, se afirma que el ejercicio estimula al cerebro de dos formas
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principales: 1) Mantiene un aporte adecuado de nutrientes interviniendo en la
homeostasis de la glucosa y del oxigeno y en los procesos de vascularizacion
cerebral, y 2) Optimiza la eficacia funcional de las neuronas interviniendo en procesos
de excitabilidad neuronal y de plasticidad sinaptica. (18)

Por ello es importante mantener la actividad fisica en el adulto mayor debido a esto la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) promueve el término "Envejecimiento
Activo", lo cual se refiere aquel estilo de vida cuyo objetivo es la optimizacion de las
oportunidades de salud, participacion y seguridad con el fin de mejorar la calidad de
vida a medida que las personas envejecen. La participacion periodica en actividades
fisicas moderadas puede retrasar el declive funcional y reducir el riesgo de padecer
enfermedades cronicas tanto en los ancianos sanos como en aquellos que las sufren.
17)

Por lo tanto, el ejercicio suficiente y moderado es crucial en la poblacién de edad
avanzada porque, en primer lugar, puede ayudar a prevenir que los adultos mayores
se conviertan en fragiles mediante la mejora de la masa muscular, la fuerza muscular
y, la densidad 6sea,(31) el fortalecimiento del tejido conectivo y el aumento de la
flexibilidad, por consiguiente, mejora la capacidad de hombres y mujeres mayores.;
en segundo lugar, puede prevenir el sobrepeso y la obesidad. (17)

Funcionalidad

Habilidad que posee la persona para realizar las tareas que demanda su vida diaria
con el objetivo de mejorar la calidad de la misma. Este es el Unico parametro que se
utiliza para poder evaluar y tener indicadores de mal prondstico como caidas y
mortalidad. Desde hace 4 afios se ha empezado a evaluar la funcionalidad , con el fin
de medir el desempefio muscular, y asi predecir mortalidad, caidas y mal pronéstico
de vida en los individuos ancianos, pero es solo hasta los ultimos afios que estos test
como “levantate y anda”, velocidad de la marcha en 4 metros, y la prueba corta de
desempenio fisico” (SPPB) se han tomado como referencia de la funcién muscular,
siendo el mas recomendado para este fin el SPPB por el consenso europeo de 2010

(Guralnik y cols, 1994; Cruz-Jentoft y cols, 2010).
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APOPTOSIS Y AUTOFAGIA EN SARCOPENIA

Como ya se ha comentado en parrafos anteriores la sarcopenia es un proceso de
pérdida muscular de la funcion contractil del mismo musculo. En diversos modelos
animales y en tejido humano se han descrito mecanismos celulares que estan
estrechamente vinculados con las modificaciones morfofuncionales en el
envejecimiento de la masa muscular, provocando el incremento de los depdsitos
grasos, acelerando la pérdida de masa muscular y aumentado la secrecion de
citosinas catabolicas que en su conjunto favoreceran la llamada resistencia a la
insulina asociada al envejecimiento. Debemos comprender que el camino a la
sarcopenia es un imbricada y compleja confluencia de mdltiples factores desde los
neuroendocrinos que incrementan la lesién inducida por esfuerzo, la disfuncion de las
células satélites musculares y los endocrinos como testosterona y hormona de
crecimiento que se suman normalmente a la malnutriciéon y al abatimiento funcional,
aunque algunos autores atribuyen este diverso nimero de modificaciones a la

consecuencia de la acumulacion de estrés oxidativo en las fibras musculares (38).

Via apoptotica en musculo

Al parecer el inicio de la via apoptotica esta regulado por fenémenos celulares como
la misma pérdida de las miofibras asi como la fragmentacion del DNA mionuclear que
se ha observado en musculos de ancianos. Debemos de entender que el proceso
apoptotico es uno de los mecanismos que en su origen sustentan la homeostasis
sobretodo en fendmenos de estrés y que Ultimamente se presenta como el probable
protagonista de la progresion de la sarcopenia, este es el principal efector de la muerte
celular utilizando dos vias principales llamadas caspasa dependiente y caspasa
independiente ambas inducen la lesibn de la mitocondria mediante su
permeabilizacion, liberacién de Citocromo C el cual es el principal iniciador de la via
intrinseca de apoptosis asi como la activacion del factor -1 que funge una actividad
de proteasa y en presencia de ATP/dATP resulta la formacion del apoptosoma que
activa caspa 9 que escinde a caspasa 3 y que es probablemente la responsable de
los efectos proteoliticos en los defectos del DNA (38). Se ha visto en modelos

animales que la restriccion calorica podria modular o mitigar de alguna manera la
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actividad de caspasa 9 mediante la disminucion de caspasa 8 y expresion de TNF-a.

Autofagia en la sarcopenia

La via de desde su origen contribuye de manera muy importante a el proceso de
homeostasis de manera intracelular pues es un proceso vital a nivel intracelular para
la degradaciéon de componentes caducos y reutilizacion de alguno de los elementos
moleculares la autofagia se puede dividir como micro autofagia, que es aquella que
se lleva a cabo mediante degradacién de proteinas en el citosol por medio de

lisosomas, inclusiones proteinicas y degradacion de organelos.

El mecanismo B mediado por chaperonas, las cuales son proteinas solubles, forman
un pentapeptido la cual es transportado a través de la pared lisosomal para su
degradacion y la llamada macro autofagia como tercer mecanismo, donde una porcion
del citoplasma incluyendo érganelos subcelulares es secuestrada por una vacuola de
doble membrana en el que se fusionan los lisosomas como se coment6 en lineas
anteriores es este Ultimo mecanismo el de mayor importancia porque es el que permite
la degradacién de proteinas constitutivas de vida media muy larga y otros organelos
pero de manera muy importante de otros mecanismos que estan relacionados con la
muerte de la mitocondria. Es probable que la acumulacién de dafios progresivos

intracelulares pueda contribuir a potenciar la via de autofagia.

Como mecanismos relacionados en la supresion de la autofagia esta la supresion
mediante aminoacidos y factores asociados a la insulina aunque también de manera
paradojica se ha visto en el C- elgans que la restriccion calorica activa la via
fofoinocitol3 cinasa formando un complejo con Beclin 1 y dando una regulacion a la
baja de la via mTOR (38).

Mecanismos neuroendocrinos relacionados con sarcopenia

Al parecer uno de los elementos mas importantes para el mantenimiento de la masa
muscular es el mantenimiento de la inervacién normal del muscular y una activacion
normal la alteracién de cualquiera de estos lleva al deterioro del musculo mediante

diversas vias ya que la disfuncién de este proceso altera la dinAmica mitocondrial
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llevando a mecanismos como la autofagia que, como ya se mencion0 antes esta
inmiscuida en la reutilizacion de cuerpos proteinicos a la de autofagia en donde este
sistema disregulado aumenta la perdida de organelos y mitocondrias en un gran
ndimero y que son esenciales para el mantenimiento de la masa muscular este
fendmeno de alta complejidad también se ha observado en regiones postsinapticas
en donde se altera la neurotransmision mediante la disminucion y el enlentecimiento
de la liberacion y transporte de las vesiculas axonales lo que podria originar la propia
disfuncién neuronal impactando todas las funciones celulares incluyendo la expresiéon
génica (39). Otros de los mecanismos que probablemente estén relacionados es el
aumento de las concentraciones de Calcio (Ca**) ya que se han reportado abundantes
inclusiones calciodensas en las mitocondrias presinapticas una consecuencia directa
de esta sobrecarga de este Ca** es la liberacion de derivados apoptoticos como el
citocromo C (39). Uno de los modelos animales en los que se ha logrado comprender
mejor este mecanismo es por medio de ratones Knockout con fenotipo de sarcopenia
en los que existe acumulaciéon anormal de mitocondrias gigantes que aumentan su
susceptibilidad al transporte de calcio mitocondrial aumentado la permeabilidad y
transicion de poros y apoptosis, relacionado con el dafio oxidativo mitocondrial y la

denervacioén neuromuscular.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La poblacion mexicana esta envejeciendo rapidamente. En el dltimo siglo, la vida
media de los mexicanos se duplico; pasando de 36 afios en 1950 a 74 afios en el
2000 y se ha estimado que llegue o supere los 80 afios de vida en el 2050. Aunado a
esto, la poblacion de nuestro pais crecio de 18 millones de habitantes en 1930 a 100
millones en el afio 2000. Considerando esto, es posible advertir que la piramide
poblacional cambiard drasticamente, por ejemplo, en 1970 mas de la mitad de la
poblacion era menor a 15 afos. Las predicciones indican que para el afio 2050 las
generaciones que nacieron en la época de 1960-1980 engrosaran el extremo superior

de la piramide poblacional al alcanzar la edad de 60 afios
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Los censos poblacionales de nuestro pais, indican que en el afio 2000 habia mas de
6.9 millones de personas de 60 afios 0 mas y se estima que para el afio 2050 seran
36.2 millones. Este dato se vuelve alarmante al considerar la prevalencia de la
discapacidad en personas adultas, la cual se incrementa en ambos sexos a partir de
los 45 afos de edad, pero alcanza niveles importantes a partir de los 70 afios de edad,
en donde la discapacidad predominante entre los adultos mayores es la motriz,
afectando al 56% de los hombres y 62% de las mujeres, en contraste, la discapacidad
mental sélo afecta al 4% de la poblacion en ambos sexos. Considerando que la
discapacidad con mayor incidencia en los adultos mayores de nuestro pais es la motriz
y que ésta es atribuible al proceso de sarcopenia, es necesario generar medidas,
planes y programas preventivos que permitan reducir la tasa de discapacidad motriz
en adultos mayores y permitir gue un mayor numero de individuos disfrute su vejez en

plenitud de condiciones fisicas.

Sin embargo, la comprension de los mecanismos fisiolégicos, biolégicos Yy
ambientales que estan implicados, favoreciendo o retrasando el proceso de la
sarcopenia son aun escasos, lo cual limita las posibilidades de deteccion, tratamiento
y prevencion. Es por ello que el estudio de los mecanismos moleculares involucrados
en el proceso de la sarcopenia contribuird de forma importante a la generacion de
estrategias y herramientas clinicas que permitan identificar de manera temprana a las
personas con un proceso de envejecimiento acelerado, asi como disefar

intervenciones y terapias que permitan retrasar este proceso.

Pregunta de trabajo:
¢, Qué relacidn existe entre los parametros clinicos y los procesos moleculares que

participan en la sarcopenia y en el deterioro de la funcion contractil?

4. HIPOTESIS.

Las diferencias en los resultados de las pruebas clinicas estaran relacionadas con
cambios trasncripcionales en las principales vias de sefalizacion asociadas a
sarcopenia en pacientes ancianos fragiles, ancianos activos comparados con jévenes

sedentarios y atletas.
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5.0BJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Identificar mediante pruebas clinicas y moleculares los procesos que involucran la

pérdida muscular y su relaciéon con la funcion contractil los grupos de estudio.

Objetivos especificos
. Estudiar en un espectro poblacional las diferencias que existen en los criterios

clinicos que definen la pérdida muscular

. Estudiar la relacion que existe entre la edad, el sexo, el desempefio y volumen

muscular en un grupo de 97 sujetos sanos

. Analizar las principales vias de sefializacién asociadas con sarcopenia en los

grupos de estudio mediante RTPCR array

. Validar aquellos genes candidatos mediante inmunohistoquimica

6. SUJETOS Y METODOS

Estudio Clinico

Se incluyeron 97 sujetos de ambos sexos entre 20 y 94 afos, cada uno de los sujetos
fue asignado a uno de los tres grupos de estudio: adulto mayor funcional y fragil (60-
94 afos), joven sedentario (20-40 afios) y atletas (20-40 afios). El grupo de atletas se
definié de acuerdo al equivalente metabdlico (MET) obtenidos durante la actividad
fisica. El colegio Americano de Medicina establece que sujetos sanos y sedentarios
de ambos sexos tienen un promedio de 8-10 METS, se consideran atletas aquellos
con valores de 18-24. Todos los adultos mayores fueron sanos, activos, sin
enfermedades cronicas o sin secuelas de estas. Ninguno de los participantes
presentaban alteraciones visuales o auditivas severas, en todos los casos se
realizaron medidas antropométricas. Las funciones basicas de la vida diaria fueron

medidas utilizando la escala de Katz y Lawton. Todos los sujetos tuvieron un puntaje
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de 6 y 8/8 respectivamente. Unicamente pacientes con enfermedad articular
degenerativa grado | determinada por Rayos X fueron incluidos. Se realiz6 la prueba
del monofilamento para descartar pie diabético en aquellos casos con Diabetes
Mellitus controlada.

El célculo del tamafio de la muestra se realizé utilizando las diferencias en la mediana
del volumen del cuédriceps femoral calculado mediante tomografia. Un minimo de
412.09 cm3 entre hombres y mujeres fue lo esperado con una desviacion estandar de
305.51. El célculo resulto en un minimo de 86 sujetos para asegurar una muestra

suficiente. Se incluyeron y se trabajaron con 97.

La prueba de prension se realizé utilizando un dinamémetro hidraulico manual
validado (Base Line TM USA) Los valores fueron capturados en kilogramos. Los
sujetos sentados con los codos a los lados y los brazos flexionados en angulo recto
con las mufiecas en posicion neutra. EL dinamometro se colocé en la posicion Il con
soporte bajo el equipo. En esta posicion y seguido del célculo del promedio de tres
intentos en cada mano. En la hoja de recolecciéon se captura la lateralidad del

participante.

El volumen muscular se realiz6 mediante tomografia de fase simple de acuerdo a los
protocolos convencionales. En un equipo se realizd multicortes con reconstruccion
tridimensional de los cuadriceps desde la espina iliaca antero superior a la confluencia
con los cuédriceps antes del tendén comun, aproximadamente 8 cm del borde de los

condilos femorales.

El analisis estadistico de normalidad se realiz6 con la prueba de diferencias de
Kolomogrov-Smirnov, la diferencia entre las variables se analizé utilizando chi-
cuadraray T de Student. El analisis de la varianza (ANOVA) y las pruebas pos-hoc de
Bonferrioni se utilizaron para evaluar cada uno de los componentes del desempefio
muscular como la prueba de la silla, la prueba de marcha en 4 m y la prueba de

prension.
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La evaluacion de los aspectos moleculares incluyé una muestra por conveniencia
divida en cuatro grupos el grupo A) 10 adultos mayores (a partir de 70 afios, sanos
(sin co-morbimortalidades asociadas) B) 10 adultos mayores (a partir de 70 afos,
fragiles C) 10 adultos 20-40 afios sanos D) 10 atletas

La totalidad del proyecto esta aprobado por los comités de Bioética e Investigacion
del Hospital General de México con nimero DI/11/110/04/130

Extraccion de RNA de biopsias de tejido muscular.

Para obtener el RNA total, las muestras embebidas en buffer RLT. Fueron lisadas
utilizando un homogeneizador de tejidos (Polytron). El procedimiento fue realizado en
hielo, con 1-3 impulsos de 10 seg a maxima velocidad y descansos de 20 seg,
evitando calentar la muestra. Posteriormente y acorde a las instrucciones del
fabricante, (Quiagen. Fibrous Tissue Mini Kit) la muestra fue centrifugada a 12,000 g
por 15 min a 4°C. Después de la centrifugacion, al sobrenadante, el cual contiene el
RNA, se le afiadieron 200 ul de isopropanol y esta mezcla fue depositada en la
columna de extraccion. Se realizaron lavados a la columna y se realizé la eliminacion
de DNA gendmico mediante un ensayo enzimatico con DNAsal, seguido de lavados y

la elucion del RNA en 60 pl de agua libre de nucleasas.

Cuantificacion y evaluacion de la calidad del RNA total purificado.

La calidad y cantidad del RNA fue evaluada obteniendo las densidades Opticas
mediante espectroscopia oOptica con luz ultravioleta y utilizando la relacién de las
mediciones a 260/280nm. Los acidos nucleicos absorben la maxima energia a la
A=260 y las proteinas a 280 este procedimiento garantiza que el RNA se encuentra
limpio de proteinas que pudieran interferir con nuestros analisis o afectar la estabilidad
del RNA. La cuantificacion del RNA total fue realizada en un equipo nanodrop, con
este fin se utilizo la formula de 1 Abs = 10D=40 ug/mL RNA. La pureza (contamicion
de proteinas) se considerd en todas aquellas muestras que mostraron una relacién
260/280 = de 1.8-2. La integridad se evalio mediante la observacion directa de las
unidades ribosomoales 28 y 18 S en geles desnaturalizantes de agarosa al 1.5%.

Todas las muestras consideradas para la retro transcripcién y analisis de expresion
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contaron con las caracteristicas 6ptimas de concentracion, pureza e integridad

Transcripcion reversa (RT) del RNAm.

Para obtener los perfiles de expresion génica se realizé la retrotranscripcion de los
mensajeros de las biopsias del tejido muscular utilizando el RT2 First Strand Kit
(Quiagen). De manera inicial, 3 pl (25 ng) de RNA total, son sumados a la mezcla que
contiene: 0.80 pl de primers RT 10X; 0.20 pl de dNTPs con dTTP (100mM); 1.5 ul de
la enzima transcriptasa reversa MultiScribe (50 U/ ul); 0.80 ul de buffer RT 10X; 0.90
pl de MgCI2 (25 mM); 0.10 pul de inhibidor de RNasa (20 U/l ul) y 0.20 pl de H20O libre
de RNasa, que en total suman 7.5 ul por reaccién. La mezcla fue mezclada
suavemente e incubada por 5 min en hielo. La reaccién de PCR se realizd en un
termociclador Maxygenell (Axygen), programando un ciclo de tres temperaturas a
16°C por 2 min; 42°C por 1 min; 50°C por 1 s; seguido de un paso de 85°C por 5 min
y un paso final a 4°C«. Al finalizar la reaccion la mezcla fue diluida con 112.5 pl de
buffer TE.

Expresion de la via de sefializacion de Insulina en tejido muscular

Se analizé la expresion de las biopsias de tejido muscular mediante la plataforma RT-
PCR Array (Quiagen), que consiste en arreglos de sondas tagman especificas para
elementos que participan en la via de sefalizacion de Apoptosis, Autofagia, TNF-[3,
TGF-a, WNT e Interleucinas. Estas sondas estan dispuestas en placas de 96 pozos a
los cuales se les agrego 20 pl de la mezcla final del Mix de reaccién (100 [l del RT
mas 2000 0Ol de PCR Master Mix). La placa fue sellada y centrifugada a 1000 RPM
por 1 min. La lectura fue realizada en un equipo StepOne Plus (Applied Biosystems)
programando la reaccion con un paso a 95°C por 10 min; seguido de 40 ciclos de dos
temperaturas 95°C por 15 s y 60°C por 1 min. Los resultados fueron exportados a
archivos XLS, insertados en una matriz y evaluados mediante el uso del software
Quiagen PCR Analyser mediante un andlisis 222, Se utiliz6 la expresion del grupo de
pacientes sedentarios como calibrador y genes de expresion constitutiva como
normalizadores. El disefio de la placa consiste en 84 genes de interés, mas 5 genes
housekeeping, un control de la presencia de DNA gendmico, 3 controles de la

eficiencia de RT y 3 controles de PCR positivos. La disposicion se observa en figura6:
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Figura 6. Plataforma QUIAGEN de disefio para PCR RT.

Inmunohistoquimica

Las laminillas con cortes de 5 mm se retir6 la parafina a una temperatura de 65°C
durante 1hr y 10min con xileno, se rehidrataron en una serie gradual de etanol
(100%,96%,90%,80% y 70%).

Una vez que las laminillas fueron re-hidratadas se lavaron con agua destilada y con
solucién salina de fosfatos (PBS) (ver tabla 6) a pH 7.2. Con el propdsito de preservar
la integridad de los antigenos del tejido, las laminillas fueron tratadas con
amortiguador de citratos 1X (DakoCytomation, Target Retrieval Solution) y fueron
sometidas de 20 a 25 Ib/ de presion y 121°C durante 5min. Se dejaron enfriar durante
20 min. La peroxidasa fue bloqueada con una solucién de peroxido de hidrogeno al
3% durante 10 minutos a temperatura ambiente en agitacion constante. Los cortes se
lavaron con PBS-Tween 20 (PBS-T20) y se incubaron en agitacion durante 10 minutos
a temperatura ambiente con una solucion bloqueadora de proteinas (Biogenex, USA).
Una vez decantado el bloqueador, las preparaciones se incubaron 12 horas en camara
hiumeda a 4°C con el anticuerpo primario en la dilucion estandarizada
(DakoCytomation, Antibody Diluyente cat. S0809). En todos los casos se realizé un
analisis de control negativo, incubando el tejido con PBS y bloqueador de proteinas.
Una vez lavados los cortes con PBS-Tween20 se incubaron por 20 min con el
anticuerpo secundario que es un polimero anti-IgG de ratén/conejo/cabra conjugado

con estreptavidina-peroxidasa (Dako, USA). La reaccién enziméatica fue revelada
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empleando la solucion de sustrato-cromogeno durante 10 segundos (kit
LSAB+Sys/HRP, Dako-Cytomation, Carpinteria, CA, cat K0679) contrastadas con
hematoxilina, usando entellan como medio de montaje. Las muestras se observaron
empleando un microscopio de campo claro (Axioskop 2 FS plus, Zeiss) a 10X, 40X y

100X aumentos. Se tomaron fotos con una camara AxioCam HR (Zeiss).

Inmunofluorescencia.

Se realiza el mismo procedimiento de desparafinacion que el de inmunohistoquimica.
Las laminillas rehidratadas (serie gradual de etanol) se lavaron con agua destilada y
PBS a pH 7.4. Con el propésito de preservar la integridad de los antigenos del tejido,
las laminillas se trataron con amortiguador de citratos 1X y fueron sometidas a una
presion 20 a 25 Ib/pulgada y 121°C durante 5min. Se dejaron enfriar durante 20 min y
se lavaron con PBS-T20, se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente con una
solucion bloqueadora de proteinas. Una vez decantado el bloqueador, las
preparaciones se incubaron 12 horas en una camara humeda a temperatura ambiente
con el anticuerpo primario. Posterior a los lavados el material se incub6 nuevamente
bajo las mismas condiciones con el anticuerpo secundario anti-IgG de raton hecho en
cabra y acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC). Las muestras fluoreceinadas
fueron tratadas con RNAsa 20 minutos y lavadas con una solucién SSC 1X (ver figura
6). Los nucleos se tifieron en azul con DRAQ7TM con un pico de emision de onda de
665 nm (Biostatus Limited, code: DR71000, UK) y como medio de montaje y
potenciador de la fluorescencia se utilizé vectashiel (Vector, USA). El analisis de
inmunofluorescencia se llevé a cabo en un microscopio confocal Axiovert 100M
Software LSM 510, empleando un Laser de 488nm y 543nm, asi como filtros de pase
corto (BP 505-530) para FITC y pase largo (LP 560) para las tinciones de contraste

del ndcleo o citoplasma.

Doble inmunofluorescencia.

Las laminillas rehidratadas en una serie gradual de etanol se lavaron con agua
destilada 'y con PBS pH 7.4. Con el propésito de mantener los antigenos del tejido, las
laminillas se trataron con amortiguador de citratos 1X y sometidas a una presion de

20 a 25 Ib/pulgada y 121°C durante 5min. Se dejaron enfriar durante 20 min. Después
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los cortes se lavaron con PBS-T20 y se incubaron 10 min. A temperatura ambiente
con una solucion blogueadora de proteinas. Una vez decantado el bloqueador, las
preparaciones se incubaron toda la noche a 4°C en una camara humeda con el
anticuerpo primario. Después de los lavados con PBS-T20, los cortes se incubaron
por 60 minutos con el anticuerpo secundario anti-raton fraccion IgG2b acoplado a CY5
(Alexa, Company) durante 1 hora. Transcurrido el tiempo y posterior a los lavados, se
incubaron con el segundo anticuerpo primario durante 1hr. Una vez trascurrido ese
tiempo se realizaron lavados con PBs-T20 y se incubo durante 30min el anticuerpo
secundario acoplado en la fraccion Fab a FITC durante 1 hora. Los nucleos se tifieron
en azul con DRAQ7TM con un pico de emision de onda de 665 nm (Biostatus Limited,
code: DR71000, UK). Finalmente, las laminillas fueron lavadas con una solucién SSC
1X y se adicion6 vectashiel como medio de montaje. ElI andlisis de
inmunofluorescencia se llevd a cabo en un microscopio confocal Axiovert 100M
Software LSM 510, empleando los Laser de 488 y 543nm, asi como filtros de pase
corto (BP 505-530) para FITC y pase largo (LP 560) para CY5.
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Tabla.1  ESPECIFICACIONES DE ANTICUERPOS UTILIZADOS EN
INMUNOFLUORESCENCIA E INMUNOHISTOQUIMICA

Especificaciones de anticuerpos utilizados en Inmunofluorescencia e

inmunohistoquimica

Anticuerpo Origen Cédigo Dilucién Incubacién Anticuerpo Fluorocro Pico de
primario Anticuerpo secundario mo emision de
secundario onda Em
(nm)
Mouse | Santa Cruz | 376421 | 1/100 |60 minutos| Goat Anti- | FITC 519
anti- Bio- Mouse IgG
ACTINA |Technology,
Santa Cruz
California

Rabbit GeneTex InGTX734 1/50 60 minutos Mouse CY5 670
anti- ternational 32 Anti- rabbit
MIOSINA Corporation IgG

Criterios de seleccion del grupo de intervencion:

Criterios de inclusién
e Pacientes sanos en evento quirdrgico que acepten participar
e Pacientes con inmovilidad o fragilidad ancianos

e Pacientes sin patologia alguna atletas y sedentarios que acepten participar
Criterios de Exclusion:

e Edad menor a 70 afos

e Pacientes repetidos en la base de datos
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Criterios de eliminacion.
e No completar la evaluacion clinica o ser Incapaz de realizarla

e No aceptar la toma de biopsia

7.JUSTIFICACION

El entendimiento del proceso del envejecimiento se ha conformado en un reto para
las futuras generaciones debido a que los avances tecnolégicos y médicos si han
aumentado la expectativa de vida pero también han puesto al descubierto una serie
de eventos no definidos previamente en la humanidad como es el caso de la
sarcopenial/fragilidad que se han transformado en el punto principal del deterioro
funcional y la dependencia que le significan a esta millones de délares en atencion,
cuidados y solucion de las complicaciones que se derivan de la alta dependencia. El
realizar estudios en los que se busque la relacion de procesos moleculares y su
traduccion clinica podrian, en un futuro ayudarnos a identificar TARGET del
tratamiento o referencias biologicas para poder determinar si una intervencion esta

modificando en realidad el proceso de envejecimiento.

8. PROBLEMA

Los pacientes con fractura de diafisis femoral tiene mayor morbilidad, discapacidad y
muerte que los que presentan fractura de cadera ya que el inicio de la rehabilitacion
es muy tardio en los primeros llevando esto a una inmovilidad prolongada,
fragilizacion y posterior muerte, por lo que queremos tipificarla en nuestro hospital
con el fin de agilizar la rehabilitacion de estos pacientes disminuyendo asi la

morbilidad y mortalidad.

9. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION
La muestra de la poblacién es de 97 pacientes tomando como parametros las edades
de 20 a 94 afios con lo que se dividié en cuatro grupos de pacientes, adultos jévenes
menores de 45 afos sedentarios y atletas, adultos mayores de 75 afios, fragiles y no

fragiles
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Tabla 2. DEFINICION DE VARIBALES OPERATIVAS

Variable Definicion Unidad de

operacional medida

Analisis

estadistico

Sexo Nominal Hombre/mujer numeral
Edad Nominal afnos numeral
Tipologia Cualitativa Anciano Activo, Nominal

Anciano Fragil;

Adulto
Sedentario,
Atleta
Apoptosis Cuantitativa  Expresion Numeral
Relativa Continua

Frecuencias/%

Frecuencias/%

Frecuencia, %

Regresion
Lineal, T de
Student, ANOVA

Co-localizacion Cuantitativa Numero de Numeral
senales x discreta
campo

Regresion
Lineal, T de
Student, ANOVA



10. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio prolectivo realizado mediante asignacién directa de los
pacientes, transversal, observacional y analitico en el cual se realiz6 el procedimiento
de la obtencién de biopsias musculares y pruebas musculares en adultos mayores y

jovenes en diferentes momentos clinicos para la obtencién de los datos.

11. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se llevara a cabo mediante estadistica descriptiva, porcentaje
proporciones, analisis de la media, correlacione las variables mediante el modelo
estadistico propuesto:.

*VF=a+VA+VM+V (AM) + E

*En la segunda fase se podria agregar al modelo:

* - VI
El andlisis de la relacion de las variables moleculares, inflamacion con las proteinas

estructurales mediante andlisis de componentes principales.

Estudio retrospectivo, ambilectivo, observacional, analitico.
Se utilizo analisis estadistico descriptivo, demografico y se realiz6 analisis de
mortalidad por medio de curva de Kaplan — Meyer utilizando las 2 variable principales.

Los datos se ingresaron al programa estadistico SPSS version 21 para PC.

12.RESULTADOS

Cada uno de los 97 pacientes incluidos en el estudio fue asignado a uno de los
tres grupos poblacionales que cubren todo el espectro de edades. Los sujetos
se dividieron segun su sexo, en atletas, sujetos jovenes sedentarios, adultos
mayores activos y fragiles. De acuerdo a las pruebas descritas en material y
meétodos las variables analizadas fueron: el sexo, edad, volumen muscular,
fuerza de prension y las pruebas funcionales medidas por la prueba de la silla,

lamarchaen 4 m (Tabla 3). El analisis de normalidad mostré que en un intervalo
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de confianza del 95%, la medianay la desviacidn estandar en los seis diferentes
grupos fue homogénea, indicando que el analisis estadistico utilizados a lo
largo del estudio son adecuado para evaluar las diferencias entre los grupos

en el contexto de sexo, volumen y desempefio muscular.

TABLA 3. ANALISIS DESCRIPTIVOS DE LOS PARAMETROS FUNCIONALES
POR SEXO Y GRUPO DE ESTUDIO.

Women Variable Activity N Media SD IC 95%
N = 50 Rate
Volume Sedentary | 15 952.11 214.03 524.64-
1283.23
Old 20 1121.06 222.86 635.51-
1379.40
Athlete 15 1416.06 148.62 1116.17-
1625.54
Hand Grip | Sedentary | 15 22.31 6.50 18.84-25.78
Oold 20 24.95 6.05 22.11-27.78
Athlete 15 32.00 4.55 29.36-34.63
Chair test | Sedentary | 15 8.97 4.13 6.59-11.36
Oold 20 9.39 3.52 6.13-12.65
Athlete 15 5.04 1.30 3.96-6.1
4 meters | Sedentary | 15 3.11 1.13 2.46-3.77
test old 20 | 3.25 1.13 2.21-4.30
Athlete 15 2.00 0.36 1.66-2.34

41



Men
N =47
Volume Sedentary | 15 1213.58 294.85 1015.49-
1411.66
old 17 1657.25 389.27 1480.05-
1834.44
Athlete 15 2562.74 342.88 2372.86-
2752.63
Hand Grip | Sedentary | 15 29.30 10.61 22.17-36.44
old 17 42.14 10.83 37.21-47.07
Athlete 15 60.26 9.94 54.75-65.77
Chair test | Sedentary | 15 8.63 2.63 6.60-10.65
Old 17 8.11 2.00 6.90-9.32
Athlete 15 4.12 0.45 3.83-4.41
4 meters Sedentary | 15 3.07 0.96 2.33-3.81
test old 17 | 287 0.71 2.44-3.30
Athlete 15 1.79 0.20 1.65-1.92

El primer grupo gue se analiz6 fue el de los hombres, los resultados de la prueba de
ANOVA vy la prueba pos-hoc de Bonferriorni, como era de esperarse mostro
diferencias significativas entre en el volumen muscular comparando los adultos
funcionales con el grupo de sedentarios y atletas, siendo los atletas los de volumen
mas grande. Estos primeros resultados apoyan la importancia del ejercicio a lo largo
de vida del individuo, para mantener el volumen muscular y la funcionalidad a lo largo
de lavida (Tabla 4 y figura 7 @). El andlisis del desempefio muscular medido por fuerza

de prension mostro correlacion con el volumen muscular en todos los casos, a mas
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volumen muscular mas Kg/repeticiones en la prueba de prension, y este valor
disminuyo con la falta de actividad fisica. Por lo que en los hombres la prueba de
prension refleja la fuerza muscular y esta relacionado de manera directa con el
volumen y con la presencia o no de sarcopenia. (Fig. 7 B). El siguiente paso fue
explorar algunos de los componentes de la prueba de desempefio fisico SPPB. Esta
beteria de estudios incluyé la prueba de marcha en 4 m y la prueba de la silla,
considerados como buenos pardmetros clinicos para evaluar funcionalidad y
desempefio muscular. Se observaron nuevamente las diferencias esperadas entre el
grupo de adultos mayores funcionales y atletas, de manera interesante no se
encontraron diferencias significativas entre el grupo de adultos funcionales y el grupo
de jovenes sedentarios (Tabla 4 Figura 7 C_D). Este hallazgo indica que, en los
hombres sedentarios sin ninguna actividad fisica, la presencia temprana de
alteraciones en el desempefio muscular, lo que podria sugerir que existen deficiencias
tempranas antes de iniciar la pérdida muscular. La prueba de la silla evalta fuerza y
de manera indirecta desempefio muscular. Los resultados mostraron diferencias entre
los tres grupos, lo cual indica que la actividad fisica se relaciona con el volumen,
incrementando la fuerza por lo tanto mejora el desempefio reduciendo la fatiga. Lo

que en los hombres retrasa la fragilidad e incrementa la funcionalidad.
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TABLA 4. ANOVA DE PARAMETROS FUNCIONALES COMPARADOS POR
GRUPO EN MUJERES

Variable Grupo de Grupos de DE Sig.
Estudio Comparacion
VOLUMEN Sedentari 1208.68
(cm3) edenaros (£104.29)
VIEJOS
atletas 1416.06
(+148.62)
Sedentarios 27.66 (x4.48) |0.55
HAI;IE G)RIP VIEIOS ( )
9. atletas 32 (£4.55)
VIEJOS _
VELOCIDAD 4 Sedentarios 2.19 (x0.163) | 0.073
METTROS
(Seg.) atletas 2.01 (+0.289) |0.83
PRUEBA DE LA |VIEJOS .
SILLA Sedentarios 6.0 (£1.03) 0.066
(Seg.) atletas 4.94 (+1.01) |0.049

El analisis de ANOVA en las mujeres mostro en los tres grupos de estudio diferencias
importantes en el volumen muscular. El volumen muscular si fue diferente entre los
grupos, pero es importante resaltar que el ejercicio entre el grupo de adultas mayores
funcionales y el sedentario no tiene el mismo impacto que en los hombres. La prueba
de prensidon mostro diferencias Unicamente en el grupo de atletas, los otros dos grupos
fueron similares, lo cual apunta a que en las mujeres el volumen muscular no tiene un
efecto directo en la fuerza. La prueba de marcha en 4 m no mostr6 ninguna diferencia
entre grupos, mientras que la prueba de la silla observo una diferencia marginal con
el grupo de atletas y adultos mayores (Tabla 5 Figura 72-C). Estas observaciones
sugieren que en las mujeres el volumen muscular y la fuerza son independiente de la
actividad fisica, en las mujeres es evidente que no tiene el mismo impacto funcional

gue tiene en los hombres.
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TABLA 5.

GRUPO EN HOMBRES

ANOVA DE PARAMETROS FUNCIONALES COMPARADOS POR

Variable Grupo de Grupos de DE Sig.
Estudio Comparacion
VOLUME _ 1875
Sedentarios
(cm3) (+287.86)
VIEJOS
2562.7467
atletas
(x342.88)
_ 47.4000
Sedentarios
HAND GRIP (+6.62)
VIEJOS
(Kg.) 60.2667
atletas
(£9.94)
VIEJOS _ 2.2275
VELOCIDAD 4 Sedentarios
(x0.203)
METTROS
1.8107
(Seqg.) atletas
(£0.190)
PRUEBA DE LA |VIEJOS . 5.8281
Sedentarios
SILLA (x0.635)
(Seqg.) 4.0880
atletas
(£0.455)
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TABLA 6. ANALISIS DE ANOVA CON POS HOC BONFERRONI DE LAS PRUEBAS
DE DESEMPENO FUNCIONAL CON SIGNIFICANCIA ESTADISTICA CONP<0.05
EN HOMBRES.

Variable (I) Tarifa de | (J) Tarifa de | Diferencia de | SE P
actividad actividad hombre (I-J)
Volumen Sedentario -443.67143" 132.14083 | 0.005
Viejo
: Atleta -1349.16667" 140.93301 | 0.0001
Hand grip Sedentario | 12.83377 3.91182 0.006
Viejo Atleta -18.12381 3.55309 0.0001
Velocidad 4 Sedentario -.19752 .29055 1.000
metros Viejo Alleta 1.08526' 26824 | 0.001
Test de silla Sedentario 4.50417" .81482 0.0001
Atleta 3.98878" 73973 0.0001
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FIGURA.7. Gréfico de cajas y bigotes que muestran las diferencias de los cuatro
Parametros evaluados por sexo, edad y rasa de actividad fisica: A. Volumen de
los cuéadriceps evaluado por TAC, B. Fuerza de prension. C. Velocidad de la

marcha a 4 metros y D. Prueba de la silla.
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El analisis de ANOVA en las mujeres mostro en los tres grupos de estudio diferencias
importantes en el volumen muscular. El volumen muscular si fue diferente entre los
grupos, pero es importante resaltar que el ejercicio entre el grupo de adultas mayores
funcionales y el sedentario no tiene el mismo impacto que en los hombres. La prueba
de prensidon mostro diferencias Unicamente en el grupo de atletas, los otros dos grupos
fueron similares, lo cual apunta a que en las mujeres el volumen muscular no tiene un
efecto directo en la fuerza. La prueba de marcha en 4 m no mostré ninguna diferencia
entre grupos, mientras que la prueba de la silla observo una diferencia marginal con
el grupo de atletas y adultos mayores (Tabla 5 Figura 72-C). Estas observaciones
sugieren que en las mujeres el volumen muscular y la fuerza son independiente de la
actividad fisica, en las mujeres es evidente que no tiene el mismo impacto funcional

gue tiene en los hombres.
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TABLA 7. ANALISIS DE ANOVA CON POS HOC BONFERRONI DE LAS PRUEBAS
DE DESEMPENO FUNCIONAL CON SIGNIFICANCIA ESTADISTICA CONP<0.05

Variable () (J) Tarifa de Diferencia de SE P
actividad hombre (I-J)

Volumen Viejo Sedentario -168.95 67.75 0.049
Atleta -463.94 73.92 0.0001

Hand grip Viejo Sedentario 2.63 1.95 0.55
Atleta -7.05 2.03 0.003

Velocidad Viejo Sedentario 1.11 0.46 0.073

a 4metros Atleta 0.14 0.46 0.83

Test de la Viejo Sedentario 4.34 1.78 0.066

silla Atleta -3.92 1.52 0.049

EN MUJERES

Los resultados de esta primera parte del estudio sugieren de manera consistente que
la funcionalidad muscular tiene diferentes mecanismos en ambos sexos, mientras que

en el hombre depende del volumen muscular y actividad fisica, en las mujeres no.

La siguiente parte del estudio se enfoc6 a explorar algunos de las vias de sefializacion
asociadas con sarcopenia en los grupos de estudio descritos en material y métodos.
Para ello se analizaron biopsias de vasto externo de cuadriceps femoral en los cuatro

grupos.
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La apoptosis e inflamacion modulan de manera positiva la fibra muscular en el
en adulto fragil.

Con el fin de conocer los cambios a nivel molecular existentes entre cada uno de los
grupos analizados, se evalu6 la expresion génica conforme al procedimiento descrito
en metodologia. Se estudiaron a través de RT-PCR, elementos de la via de
sefalizacion de Apoptosis, Autofagia, Factor de Necrosis Tumoral o (TNF-a)), Factor de
Crecimiento Transformante-f (TGB-B8) Gen de Mosca sin Alas (WNT) asi como
Interleucinas. El analisis incluyé 61 genes relacionados con apoptosis, 10 asociados
a la via del Factor de necrosis tumoral, se evaluaron las interleucinas 10,2,4,6,8,

interferén alfa 2, dos del factor transformante del crecimiento (TGFB1y B2).

Los grupos fueron designados de acuerdo a los resultados obtenidos en la parte
clinica de la presente tesis y en un muestreo por conveniencia se establecieron 10
sujetos de cada grupo de estudio. Una vez realizada la biopsia muscular el tejido se
mantuvo en el buffer de lisis para la extraccion del RNA, la extraccion se realiz6

mediante el Quiagen. Fibrous Tissue Mini Kit

La calidad y cantidad del RNA fue evaluada obteniendo las densidades Opticas
mediante espectroscopia Optica con luz ultravioleta y utilizando la relacion de las
mediciones a 260/280nm. Los acidos nucleicos absorben la maxima energia a la
A=260 y las proteinas a 280. Para la cuantificacion se utilizé la férmula de 1 Abs =
10D=40 ug/mL RNA. La pureza (contaminacion de proteinas) se consider6 en todas
aquellas muestras que mostraron una relacion 260/280 = de 1.8-2. La integridad se
evallo mediante la observacion directa de las unidades ribosomales 28 y 18 S en
geles desnaturalizantes de agarosa al 1%. Todas las muestras consideradas para la
retro transcripcion y analisis de expresion contaron con las caracteristicas 6ptimas de
concentracion, pureza e integridad. De acuerdo a material y métodos se realizaron los
estudios de expresion y se obtuvieron los siguientes resultados. Se decidio utilizar al
grupo de adultos funcionales como calibrador de la expresion génica. Este grupo es
distinto al grupo de Adultos Fragiles por tener un proceso sarcopenico incipiente o
inexistente por lo que lo hace un candidato adecuado para comparar y tener

resultados confiables. Una tasa de valor de cambio de 2.0 + calculada mediante un
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analisis 222CT  fue considerada como un cambio significativo en los patrones de
expresion.

Los adultos fragiles mostraron una expresion elevada de genes apoptoticos,

Los adultos sedentarios tuvieron patrones de expresion similares a los viejos
funcionales en la totalidad de los genes estudiados. El grupo de ancianos fragiles
comparados con los grupos de ancianos activos y jovenes sedentarios. Como se ha
demostrado en los resultados clinicos, se observé una disminucion en la funcionalidad
muscular en adultos fragiles en comparaciéon con los adultos funcionales. La hipotesis
de este proyecto plantea que estos cambios pueden ser relacionados con
caracteristicas moleculares relacionadas con la sarcopenia. La tabla muestra los

resultados del analisis de expresion diferencial.

Los Jovenes Atletas muestran una actividad de recambio celular elevado. El tercer
grupo de estudio corresponde al de los jovenes atletas. Este grupo mostré la mayor
diferencia en eficiencia muscular por lo que se esperaba encontrar una diferencia a
nivel de expresion distinta al de los adultos funcionales. La tabla muestra los

resultados del andlisis de expresion diferencial correspondiente a este analisis.
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TABLA 8. LISTA DE LOS GENES DE LAS VIAS DE APOPTOSIS, AUTOFAGIA E
INFLAMACION QUE SE UTILIZARON PARA BUSCAR DIFERENCIAS DE

EXPRESION RELATIVA ENTRE GRUPOS.

Official Full Name Fragiles
BCL2-associated X protein 1.8938 0.037658
BCL2-like 1 2.0316 [0.02496
BCL2-like 11 (apoptosis facilitator) 2.1234 (0.128015
Caspase 7, apoptosis-related cysteine peptidase 1.7486 |0.169504
CD40 molecule, TNF receptor superfamily member 5 3.8757 [0.038929
CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 1.9401 |0.024844
Fas ligand (TNF superfamily, member 6) 1.9292 0.139643
Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha 3.9093 0.022338
Nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with CARD
domain) 1.5224 |0.101119
Spermatogenesis associated 2 2.767 10.049444
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member|

1.5426 |0.106266
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member|

1.8675 |0.077497
Tumor protein p53 1.5719 |0.215069
BCL2-related protein Al -1.8565(0.243413
Insulin-like growth factor 1 receptor 1.9154 0.068092
TNF receptor-associated factor 2 2.2212 |0.052156
ATG16 autophagy related 16-like 1 (S. cerevisiae) 1.7053 0.060558
ATG7 autophagy related 7 homolog (S. cerevisiae) [1.62 |0.030977
Cathepsin B 1.5734 |0.058562
Glucosidase, alpha; acid 2.0634 (0.096525
Huntingtin 2.7082 0.034431
Insulin-like growth factor 1 (somatomedin C) -1.5292(0.342785
Insulin 1.7585 |0.119357
Immunity-related GTPase family, M 1.7585 (0.119357
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Microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha [2.0103 0.062444
Sequestosome 1 1.8006 [0.067972
Unc-51-like kinase 1 (C. elegans) 1.9649 |0.071519
Jun proto-oncogene 1.5845 0.107947

ingless-type MMTYV integration site family, member 11.7585 |0.119357

Decorin -1.7653|0.370363
CD27 molecule 1.6896 (0.11807
Poly (ADP-ribose) polymerase 1 1.611 |(0.146692

Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 14{1.8356 |0.09659

Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 151.7585 0.119357
Interleukin 2 1.7585 |0.119357
Interleukin 4 1.7585 |0.119357
Interleukin 6 (interferon, beta 2) -1.5127(0.492306
Interleukin 8 -2.508 |0.227902
Interleukin 10 1.8488 0.630765
=NV nterferon, alpha 2 1.5026 0.223797

Con los resultados anteriores podemos decir que en el tejido muscular de los adultos
fragiles se desencadena un proceso inflamatorio y otro apoptético.

Para validar los hallazgos observados en los microarreglos se eligieron al azar algunas
de las moléculas sobrereguladas, dos moléculas de la via apoptética y una de la via

asociada a inflamacion.

Para validar el hallazgo de expresion se realizaron estudios de inmunohistoquimica,
se compararon adultos fragiles contra adultos jévenes sedentarios y activos, controles
positivos y en todos los casos se incluyé un control negativo en ausencia de
anticuerpo. En las figuras 8 y 9 se observan los resultados representativos de la
inmunohistoquimica con inmunoperoxidasa. Se utilizé un anticuerpo policlonal contra
BCL-XL y un anticuerpo monoclonal contra BAX se estudiaron cortes longitudinales y
transversales de biopsias musculares incluidas en parafina. En cada caso se leyeron

5 campos diferentes con dos observadores. En la figura 8A se muestra la imagen de
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un corte longitudinal de un adulto mayor fragil, en donde se observa el incremento en
la expresion de la proteina apoptotica BAX. 8B muestra un corte transversal de un
adulto mayor funcional en donde observamos una menor expresion proteica, lo que
concuerda con los datos observados en el microarreglo. 8C corte longitudinal de un
adulto joven sedentario que muestra una expresion similar al activo. 8D muestra un
corte de tejido neoplasico mamario que se utiliz6 como control positivo. Las imagenes
8E-H muestran los respectivos controles negativos (sin anticuerpo). La figura 8 son
los resultados utilizando el anticuerpo BCL-XL donde se observan resultados

semejantes a lo obtenido en el microarreglo.

.
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Figura 8. Inmunhistoquimica con peroxidasa utilizando anticuerpo contra
BAX, resolcuion 20X imagen representativa cortes longitudinales y
transversales, del analsis en 5 campos. 22 Corte longitudinal adulto mayor
fragil. 2B Corte transeversal de adulto mayor funcional. 2C Corte
longitudinal adulto jéven sedentario. 2D tejido neoplasico mamario

(control positivo). 2E-H Cotroles negativos (sin anticuerpo)
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Figura 9. Inmunohisotquimica con peroxidasa utilizando anticuerpo
BCL-XL, resolucion 20X imagen representativa de cortes longitudinales
y tranversales, del analisis de 5 campos. 22 Corte longitudinal adulto
mayor fragil. 2B Corte transversal de adulto mayor funcional. 2C Corte
longitudinal adulto joven sedentario. 2D Carcinoma de colon (control
positivo). 2E-H Controles negativos (sin anticuerpo).

Los resultados de la inmunohistoquimica mostraron resultados que concuerdan con
los obtenidos del microarreglos, concluyendo que los resultados de expresion son
consistentes. Con esto podemos sugerir que la inflamacién y la apoptosis son dos
mecanismos que participan en la pérdida de la funcionalidad de la fibra muscular,
estan activos en pacientes mayores fragiles y no se encuentran en adultos mayores
activos. Sugerimos que uno de los mecanismos por el cual se llega a la fragilidad en

el anciano es un estado inflamatorio que conlleva a apoptosis de la fibra muscular.

La dltima pregunta en este proyecto fue conocer, si los mecanismos de inflamacion y
apoptosis identificados en el grupo de adultos fragiles tenian impacto directo en la
distribucion de proteinas contractiles como actina y miosina, y que esta fuera la

explicacion clinica para la pérdida de funcionalidad muscular. Para responder esta
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pregunta se realizaron estudios de inmunohistoquimica con fluorescencia y analisis
con focal en los pacientes fragiles y activos. Se utilizaron anticuerpos primarios para
miosina y actina y anticuerpos secundarios marcados con FITC y rojo Texas los
nucleos se marcaron con DRQ7. Se analizaron cortes longitudinales y transversales
de la fibra muscular. Los resultados se muestran en la figura 10 en donde se observan
diferencias cuali y cuantitativas en la distribucion de las proteinas analizadas entre los
grupos principalmente en la miosina, la cual se encontré practicamente ausente en la
fibra muscular de los adultos fragiles. Se conoce que el mecanismo por el cual se da
la contraccion es la interaccion de ambas proteinas contractiles, por lo que estudiamos
las diferencias en la colocalizacion de las proteinas analizadas entre los grupos de
estudio. La figura 11 muestra que los resultados obtenidos confirmaron que las
diferencias cuantitativas observadas en la inmunohistoquimica resultan en un patrén
anormal de colocalizacién entre ellas, lo que sugiere que los eventos moleculares

identificados tienen un efecto directo sobre la contractactilidad.
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FiguralO. Inmunohisotquimica con peroxidasa utilizando anticuerpo contra actina y
miosina en cortes longitudinales y trnasversales de sujetos fragiles, activos, y
jovenes sedentarios. resolucion 20X imagen representativa del analsis de 5 campos.
22 Corte transversal adulto mayor fragil que muestra expresion homogenea de actina,
2B Corte longitudinal de adulto mayor activo con un patron homogéneo de actinia al
igual que en el adulto joven edentario. 2C. 2D Corte transversal de adulto mayor fragil
gque muestra una disminucion significativa en el patron de expresion de miosina. 2E
Corte longitudial de adulto mayor activo que muestra una disminucion heterogénea
de miosina resultado similar al observado en los jovenes sedentarios que muestran
un patron con perdia de miosian en diferentes regiones del campo 2F. 2G-I controles

negativos.
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DRQ7 Nuclei ~ FITC Myosin Texas red actin

Figura 11. Estudio de microscopia con inmunohistoquimicay anélisis con
focal en adultos mayores fragiles y activos. (A-C) anticuerpos con
fluroroforos (D) Andlisis cofocal en los pacientes fragiles no funcionales
mostrando diferencias en la distribucion de las proteinas actinay miosina.
E) andlisis en los adultos funcionales mostrando las distribucion

diferencial de las proteinas en una patron cuali y cuantitativo.
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13. DISCUSION

La evaluacion entre el volumen muscular y el despefio tiene importantes implicaciones
en el adulto mayor, sin embargo, al explorar las variables y contrastarlas con los
resultados que obtenian los jévenes se logré generar consideraciones diferentes a lo
que se infiere en la literatura. Existen algunos estudios que demuestran que el
desempefio muscular y el volumen no reflejan la capacidad contrdctil de la fibra
muscular, siendo diferente entre hombres y mujeres evaluados segun grupos étareos
y tasa de actividad fisica. Los hallazgos clinicos mas significativos en el grupo de
hombres muestran que la actividad fisica tiene un impacto directo sobre el volumen

muscular y este sobre los resultados de la medicién del desempefio fisico.

Los resultados sugieren que la falta de actividad fisica a lo largo de la vida del hombre
es un determinante para la pérdida del volumen muscular la cual inicia de manera
temprana, va incrementdndose con el tiempo y tiene un impacto funcional grave en la
vejez. Las pruebas de desempefio en este grupo de sujetos, mostro que todos los
parametros estan relacionados con el volumen muscular, lo cual apoya la premisa de
gue la actividad fisica incrementa el desempefio muscular. Es importante discutir los
resultados observados en la prueba de los 4 m de los grupos de hombres atletas,
jovenes sedentarios y adultos mayores, estos datos sugieren que la sarcopenia es un
proceso que pudiera iniciarse en la juventud, y que la actividad fisica tiene un impacto
protector. Se demostrd que la prueba de 4 m no es el mejor parametro para valorar
desempefio muscular. Por el contrario, los resultados observados en la prueba de la
silla, apoyan de manera mas consistente que esta evaluacion es util en el desempefio
muscular, se relaciona con fuerzay volumen, siendo aplicable en poblaciones jovenes
para evaluar alteraciones en el desempefio muscular y en el desarrollo de sarcopenia
temprana. En el grupo de mujeres los hallazgos fueron interesantes en el sentido de
gue la masa muscular a pesar de ser diferente segun edad y actividad fisica, no
determinaron los resultados de ninguna de las pruebas, por lo que no fue posible

encontrar diferencias significativas estadisticamente.

Estos resultados se robustecieron con los hallazgos de un protocolo de tesis realizado
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por un alumno de especialidad médica en el que se evalué composicion corporal en
300 pacientes divididos solo en grupo de jovenes sedentarios y ancianos activos en
los que el porcentaje de masa muscular magra no tuvo relacién con el desempefio en
ancianos, y si logro una correlacién media en jovenes, al separarlos por sexo el mismo

hallazgo de diferencias entre hombres y mujeres se replico.

Estos resultados reforzaron la necesidad de abordar el fenédmeno del desempefio bajo
parametros distintos como el de la contraccién repetida, y la evaluacién molecular

para intentar dilucidar las caracteristicas del fenbmeno contractil.

Como se ha demostrado en los resultados anteriores, las pruebas clinicas mostraron
una disminucion en la funcionalidad muscular en adultos fragiles en comparacion con
los adultos activos. La hipoétesis de este proyecto plantea que estos cambios pueden
estar relacionados con caracteristicas moleculares de la sarcopenia; entre ellos la
expresion de genes de las vias de sefializacion de Apoptosis, Autofagia, TNF 3, TGF
a, WNT e Interleucinas. Con este fin, mediante arreglos de baja densidad se
analizaron los genes mas representativos de las vias antes mencionadas. Los
resultados fueron normalizados utilizando la expresion de los genes GAPDH y RPLPO
y se empled la expresion del grupo de Adultos Sedentarios como grupo calibrador.
Una tasa de valor de cambio de 2.0 + calculada mediante un andlisis 224CT, fue
considerada como un cambio significativo. La tabla XX es representativa de los

resultados encontrados en este analisis.

Como se puede observar, al considerar la expresion entre los atletas, sedentarios y
los adultos mayores, no se encontraron cambios significativos en las vias analizadas,
lo que implica que un adulto sedentario y un adulto mayor activo, son similares a nivel
de expresion génica. Esto es reflejado en lo evaluado mediante pruebas clinicas, en
donde se demostro que la funcionalidad muscular es muy similar entre ambos grupos.
Sin embargo, es posible observar una clara tendencia (fold 1.0) en los genes de
apoptosis y autofagia, lo que sugiere que estos procesos se encuentran activos en
niveles muy bajos en adultos mayores activos, y que, conforme se avanza al estado

de fragilidad estas vias incrementan su expresion lo que conlleva al declive de la
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funcionalidad muscular.

En el caso de los adultos fragiles, estos mostraron un cambio considerable respecto
al grupo de adultos sedentarios. Los resultados de los fragiles muestran una elevada
expresion, principalmente de genes que participan en apoptosis, no asi autofagia,
WNT o TGF-aq, lo que sugiere que el proceso de apoptosis es el principal mecanismo
a través del cual el volumen muscular es disminuido en adultos fragiles. Experimentos

adicionales a este respecto seran propuestos con el fin de ahondar en este topico.

Notablemente, nuestros resultados muestran que los genes asociados al proceso de
inflamacion no muestran ningan tipo de cambio o tendencia entre el grupo de Adultos
Sedentarios y ancianos activos, lo que demuestra que este evento no esta presente
en ninguno de los dos grupos, en contraste estos genes se encuentran expresados
en el grupo de Adultos Fragiles, lo que nos lleva a proponer una relacion entre la
elevacion del proceso inflamatorio y el aumento de la apoptosis, como parte del

mecanismo de perdida muscular causada por sarcopenia.

Por otra parte, los resultados en la expresién de miosina disminuida en los grupos de
adultos mayores fragiles y activos con respecto a los jovenes muestran coherencia
con la idea de alteraciones de la contractilidad que se evidencian en las pruebas
clinicas pero que es independiente del volumen muscular. Como se observa en las
imagenes, a pesar de que en morfologia la fibra esta presente y es de tamafio similar
ente jovenes sedentarios y ancianos activos la expresion de miosina esta disminuida
y practicamente ausente en los ancianos fragiles. La miosina es una proteina
determinante de la actividad mecéanica de la fibra muscular, ya que su modificacion
conformacional permite el acortamiento de la fibra muscular. El tener estos resultados
nos permite, primero considerar que si existe un fenédmeno bioldgico independiente al
volumen muscular que modifica el desempefio, puede estar modificado por
fendmenos de trascripcion y traduccion de proteinas relacionadas con apoptosis.
Nuestra manera de evaluar a los pacientes nos permite determinar cual ya presenta
alteraciones funcionales severas, pero no es capaz de cubrir el espectro de inicio en

la aparicion del deterioro funcional en el viejo.
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14.

CONCLUSIONES

Existen diferencias en el desempefio muscular asociadas al sexo

Con estos datos decidimos utilizar los parametros de Hand Grip y un parametro
de repeticiones isoténicas contra carga como parametros clinicos a lo largo del

estudio, por su consistencia ante la influencia de sexo, edad y actividad fisica.

Divididos por grupos por edad y actividad fisica exploramos la relacion de los

parametros clinicos con los mecanismos biolégicos descritos.

Analizamos la expresibn en la transcripcion de genes asociados a

envejecimiento

En los sujetos fragiles se observé aumento de expresion de los genes de las
via apoptética e inflamacién, principalmente interleucina 6 y 8 y lo que sugiere

la participacion de estos en la perdida muscular.

Evaluamos la distribucion de proteinas actina y miosina realizando estudios de

IH e IF confocal.

La manera de evaluar actualmente a los pacientes no discrimina el espectro de

las poblaciones en riesgo.

Adultos Fragiles existe sobre expresion de genes que participan en apoptosis,

lo que sugiere a este mecanismo como participe en la pérdida muscular.
Nuestros resultados sugieren que a pesar de morfologia en la fibra muscular

conservada, la expresidbn de miosina esta practicamente ausente en los

ancianos fragiles.
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+ La miosina como proteina determinante en la actividad contractil muscular
apoya la existencia de fendmeno biologico independiente al volumen muscular

y relacionado al desempefio
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