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RESUMEN.

Los glucocorticoides (GC) son utilizados ampliamente en la medicina humana y
veterinaria, como potentes antiinflamatorios e inmunosupresores, sin embargo su uso
se ha asociado con atrofia muscular. Los GC son una amplia familia de compuestos
con un nucleo estructural comun pero con diferentes grupos sustituyentes o
funcionales. Los efectos farmacoldgicos de los GC resultan de la activacion y/o
represion de la expresion génica al interactuar con elementos de respuestas a GC
(GRE) presentes en la secuencia del promotor de genes diana. Estudios recientes
muestran que el gen que codifica para la proteina miostatina (Mstn), que es el
principal regulador negativo de la masa muscular, presenta en su regién promotora
varios sitios GRE, encontrandose que la dexametasona aumenta los niveles de
expresion del gen Mstn en musculo esquelético. Este incremento se ha asociado con
atrofia del musculo esquelético. Por otra parte, en estudios de células de epitelio
mamario bovino, se observdé que la expresion del gen Mstn se incrementa o
disminuye dependiendo del tipo (estructura) del GC empleado. El propdsito del
presente trabajo fue evaluar los cambios musculares inducidos por tres GC y su
relacion con los niveles de expresién del gen Mstn en musculo gastrocnemio de
ratas. Los animales recibieron diariamente concentraciones equimolares (1.53 uM/kg
de peso corporal) de dexametasona, betametasona o triamcinolona por 5 dias. La
dexametasona y triamcinolona, provocaron una reduccidén en la masa del musculo
gastrocnemio y una disminucion en el tamafo de las fibras musculares, aunque estos
cambios fueron de menor magnitud en las ratas tratadas con triamcinolona. Mientras
que el tratamiento con betametasona solo provoco ligeros cambios en el tamarfio de
las fibras musculares que no tuvieron un efecto sobre el peso del musculo
gastrocnemio. Finalmente, los tres GC utilizados provocaron un incremento diferente
en la expresion del gen Mstn, siendo de mayor magnitud el inducido por
dexametasona. Las diferencias observadas en los tres tratamientos, nos indican que
nivel de expresion del gen Mstn en musculo esquelético de rata depende del GC
empleado, existiendo una relacion directa entre el nivel de expresion del gen Mstn y

el grado de atrofia muscular provocado.
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ABSTRACT

Glucocorticoids (GC) are widely used in human and veterinary medicine, as potent
anti-inflammatory and immunosuppressive drugs. However, its use has been
associated with muscle atrophy. The GC belong to a broad family of compounds with
a common structural core but with different substituents or functional groups.
Pharmacological effects of GC result from the activation and/or repression of gene
expression by interacting with GC response elements (GRE) present in the promoter
sequence of target genes. Recent studies show that the promoter sequence of
myostatin gene (Mstn), contains putative muscle growth response elements for
glucocorticoid, suggest that dexamethasone upregulate myostatin expression in
muscle cells. Some studies also showed that the high level of expression of Mstn is
associated with atrophy of skeletal muscle. On the other hand, in studies of bovine
mammary epithelial cells, it was found that Mstn gene expression is increased or
decreased depending on the type (structure) of the GC used. The purpose of this
study was therefore to evaluate changes induced by three GC on skeletal muscle
(gastrocnemius) and their relationship with levels of Mstn gene expression in this
muscle. Animals (rats) received daily equimolar concentrations (1.53 pM/kg body
weight) of dexamethasone, betamethasone or triamcinolone for 5 days.
Dexamethasone and triamcinolone, caused a reduction in both gastrocnemius muscle
mass and muscle fiber size, but the magnitude of these effects were smaller in rat
group treated with triamcinolone. Treatment with betamethasone caused only slight
changes in muscle fiber size and had no effect on gastrocnemius muscle weight.
Finally, the three GC used caused a different level of Mstn gene expression in the
following order dexamethasone > triamcinolone > betamethasone. Our results
indicate that Mstn gene expression level in rat skeletal muscle depends on the GC
used, and also that there is a direct relationship between Mstn gene expression level

and degree of muscle atrophy induced.
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1.- INTRODUCCION

El musculo esquelético es el tejido mas abundante en los vertebrados, formando
aproximadamente el 40% de la masa total del cuerpo. No solo es el sitio de mayor
actividad metabdlica sino también es el reservorio de proteina mas grande, que sirve
como una fuente de aminoacidos para ser utilizada en la produccion de energia
durante periodos de privacién de alimentos, actividad fisica y durante las etapas de

crecimiento (Schwartz, 2008).

1.1 Estructuray funcion del musculo esquelético

El musculo esquelético estd compuesto por numerosas células contractiles (miocitos)
conocidas comunmente como fibras musculares (Figura 1). Cada musculo esta
rodeado por tejido conectivo en varias envolturas denominadas: epimisio, perimisio y
endomisio. Mientras el musculo completo esta rodeado por el epimisio, el perimisio
agrupa decenas de fibras musculares en forma de fasciculos. A su vez el endomisio
empaqueta a un gran numero de miofibrillas contractiles dando lugar a la fibra
muscular (Marieb y Hoehn, 2007). Las miofibrillas estan formadas por pequefias
unidades contractiles denominadas sarcomeros (delimitados por dos lineas Z) que
son la unidad anatomica y funcional del musculo esquelético (Telley et al., 2006). Los
sarcomeros son ensambles de dos tipos de proteinas filamentosas: filamentos
gruesos, constituidos por miosina, y filamentos delgados constituidos por dos
cadenas de actina y una cadena de la proteina nebulina (Gullberg, 2003; Ogut et al.,
2003).

En respuesta a las 6rdenes motoras procedentes del sistema nervioso central, los
musculos se contraen para generar fuerza y potencia y, en ultimo término, trabajo. El
sarcomero es la estructura responsable de la generacion de la fuerza mediante la
contraccion muscular. Las contracciones musculares coordinadas del musculo
esquelético son las que hacen posible el movimiento de todo el cuerpo o de alguna
de sus partes (Scott et al., 2001). Otras funciones del musculo esquelético son las de

dar estabilidad articular, servir como proteccién y mantener la postura del cuerpo.
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Figura 1. Estructura del musculo esquelético. EI musculo esquelético esta conformado por fibras
musculares empaquetadas en forma de fasciculos. Cada fibra muscular estéa constituida por decenas
de miofibrillas, las cuales estan conformadas por unidades contractiles (sarcomeros). A su vez, cada

sarcomero esta integrado por filamentos de miosina y actina. Adaptado de Marieb y Hoehn, 2007.
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1.2 Formacion del musculo esquelético.

1.2.1 Miogénesis.

En los vertebrados, el musculo esquelético se genera a partir de la capa del
mesodermo, que esta constituido por somitas (Christ y Ordahl, 1995). En las etapas
tempranas de la miogénesis las somitas se diferencian en las células del
dermomiotomo, las cuales dan origen a las células precursoras del musculo

esquelético (mioblastos) (Buckingham et al., 2003).

Durante el periodo embrionario de la miogénesis los mioblastos primarios migran al
sitio de futura formacion del musculo, ahi proliferan, se diferencian en miotubos
multinucleados y se fusionan para formar las fibras musculares primarias (Biressi et
al., 2007). Durante el desarrollo muscular fetal, se inicia la formacién de las fibras
musculares secundarias. En esta etapa hay un incremento en el numero y diametro
de fibras musculares y un aumento en la nucleacion, eventos que ocurren sobre la
superficie de las fibras musculares primarias (Velleman, 2007). EI numero de fibras
musculares que se forman durante el desarrollo fetal, define el niumero de fibras en el
musculo posnatal (Graziotti et al., 2000). Por lo tanto, la proliferacion y fusion de
mioblastos durante el desarrollo del musculo fetal, es un factor determinante en
cuanto al numero final de fibras musculares formadas. Existen varios factores que
controlan o pueden afectar la proliferacion de los mioblastos y por lo tanto el tamafo
del musculo durante la miogénesis, entre los que tenemos: la inervacién del musculo
(Duxson y Sheard, 1995; Ross et al., 1987), los factores de crecimiento
transformante-beta (TGF-3; que son discutidos con mas detalle en la seccion 1.3)
(Kollias y McDermott, 2008; Brennan et al.,, 1991) y los factores de regulacion
miogénica (MRFs) (Biressi et al., 2007).

Los MRFs son expresados exclusivamente en las células del musculo esquelético
(Kim, 2009). Estos presentan un motivo de unién al ADN y regulan la expresion de
genes durante la proliferacién y la diferenciacion de los mioblastos. Los MRFs que
rigen el desarrollo del tejido muscular son cuatro: MyoD, Myf5, Miogenina y MRF4

(Stewart y Rittweger, 2006). Estos cuatro factores de transcripcion tienen distintas
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funciones y se expresan secuencialmente durante la embriogénesis. MyoD y Myf5 se
expresan al inicio de la proliferacion de los mioblastos y promueven la entrada al
ciclo celular (Ishibashi et al., 2005). Mientras que miogenina y MRF4 se expresan
durante la fusion de los mioblastos y actuan para promover la diferenciacion, asi

como la salida del ciclo celular (Yafe, 2008).

1.2.2 Desarrollo posnatal.

En el desarrollo posnatal, las fibras musculares generadas durante la miogénesis
prenatal sufren un proceso de diferenciacion que da lugar a varios tipos de fibras que
discrepan en su velocidad de contraccion, estructura y propiedades metabdlicas
(Zierath y Hawley, 2004). Estas diferencias le permiten a las fibras musculares, y por
lo tanto al musculo completo, tener capacidades funcionales diferentes, tanto en la
actividad fisica como en la generacion de la fuerza. En relacion a su velocidad de
contraccion las fibras musculares se clasifican en dos tipos: las fibras tipo | o de
contraccion lenta (que se originan a partir de las fibras primarias) y las fibras tipo Il o
de contraccion rapida (formadas a partir de las fibras secundarias) (Agbultu et al.,
2004). Las fibras tipo Il son susceptibles a muchos factores, tales como la nutricion,
la actividad fisica y los estados patolégicos que involucran dafio muscular, en tanto
que la mayoria de las fibras musculares tipo | son resistentes a estos factores (Dwyer
et al., 1994).

1.2.2.1 Crecimiento del musculo esquelético y atrofia muscular.

El musculo esquelético tiene un amplio potencial adaptativo (morfolégico y
metabdlico), esto significa que es capaz de modificar su estructura en repuesta a
diferentes condiciones fisioldgicas y patoldgicas, experimentando una ganancia o
una pérdida de masa muscular (Flick, 2006; Hood et al., 2006; Rockl, 2007). En
relacion a los factores fisiolégicos que afectan el desarrollo muscular, la actividad
fisica (ejercicios) puede producir un incremento en el tamano del musculo
esquelético, ocasionando el fendbmeno conocido como hipertrofia muscular (Bulteau
et al., 2008; Legerlotz et al., 2008), contrariamente, muchas afecciones (insuficiencia

renal crénica, artritis, SIDA, caquexia de cancer, enfermedad de Cushing, etc.) tienen
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como consecuencia una disminucion en el tamafio del musculo esquelético,
ocasionando un estado patolégico conocido como atrofia muscular (Mitch, 2000;
Mitch y Price, 2003).

En la hipertrofia muscular, la tasa de sintesis de proteinas contractiles es mucho mas
alta comparado con la tasa de degradacion de proteinas, llevando a un crecimiento
de las células existentes que incrementan su tamafio o volumen (Sandri, 2007;
Bolster et al., 2004). Adicionalmente, el fenomeno de hipertrofia esta relacionada

también con un incremento en la proliferacion de las células satélite (Adams, 2006).

Por el contrario, en la atrofia muscular se presenta una disminucién en el diametro de
las fibras musculares ocasionado por un decremento en el contenido de proteinas
(Goodpaster et al., 2006; Schwartz, 2008). El desequilibrio en el contenido de
proteina muscular, se debe a una disminucion en la tasa de sintesis de las proteinas
contractiles y al aumento en la protedlisis, resultando en una reduccion en el tamafo
de las células existentes (Sandri, 2007; Eley y Tisdale, 2007; Lecker et al., 2004).

Los mecanismos moleculares que controlan la hipertrofia y la atrofia muscular,
involucran la activacion y/o desactivacién de diferentes proteinas que participan en
las distintas rutas de senalizacion especificas del musculo esquelético, como son las
proteinas PI3-K/Akt/mTOR/S6K (Glass, 2003), los factores MRFs y los TGF-[3, entre

los que destaca la miostatina (McPherron y Lee, 1997).

1.3 La miostatina.

Los TGF-B son una superfamilia de factores que desempefian funciones vitales en la
regulacion de la miogénesis prenatal y posnatal. Un miembro destacado de esta
familia es la miostatina, también conocida como el factor de crecimiento y
diferenciacion 8 (GDF-8) (McPherron et al., 1997). La miostatina es un regulador
negativo del desarrollo de la masa muscular, de ahi que la pérdida de funcionalidad
de la miostatina da como resultado un fenotipo conocido como “doble musculo” (DM).
El fenotipo DM fue identificado inicialmente en bovinos de las razas Belga Azul y
Piedmontese, que presentan alta produccién de carne y que fueron seleccionados

durante siglos por genética clasica. Este fenotipo se caracteriza por presentar un
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aumento en el crecimiento y desarrollo del musculo esquelético, ocasionado por una
condicion generalizada de hiperplasia y/o hipertrofia del musculo (Figura 2b). El
fenotipo DM también se ha reportado en otras especies de vertebrados: en humanos
(Schuelke et al., 2004), en ovejas (Lee, 2007) y en perros (Mosher et al., 2007),
como se muestra en las Figuras 2C, D y E, respectivamente. McPherron y Lee
(1997) demostraron mediante técnicas de biologia molecular que el fenotipo DM era
ocasionado por una alteracion en la secuencia del gen que codifica para la proteina
miostatina (Mstn). En bovinos, en el caso de la raza Belga Azul se detectd una
supresion de 11 pb (pares de bases) en el tercer exén que da lugar a un cambio en
el marco de lectura y un subsecuente codén de paro prematuro, produciéndose un
péptido de miostatina truncado e inactivo (Grobet et al., 1997; Kambadur et al., 1997;
McPherron y Lee, 1997), mientras en la raza Piedmontese se encontré una mutacion
en el tercer exon del gen Mstn debida a una sustitucion de cisteina por una tirosina
en la region madura de la proteina que evita la formaciéon del homodimero,
resultando en la pérdida de funcién de la miostatina (Kambadur et al., 1997; Berry et
al., 2002). En el caso de humanos (en un nifio aleman) se identifico una mutacion
consistente en la transicion de una guanina por una adenina en el intron 1, lo que
provocd que la secuencia consenso de corte y empalme no sea reconocida por la
maquinaria del espliceosoma, generando la insercion de 108 pb, seguido de un
codon de paro prematuro que evita la traduccion de la proteina miostatina (Schuelke
et al., 2004).

La expresion del gen Mstn fue reportada inicialmente por McPherron et al. (1997),
quienes encontraron que este gen se expresa preferentemente en el musculo
esquelético y en menor grado en tejido adiposo (Feldman et al., 2006). Ademas de
estos tejidos, la expresion del gen Mstn también se ha reportado en glandula
mamaria, tejido cardiaco y 6seo (Shaoquan et al.,, 1998; Morissette et al., 2006;
McKoy et al., 2007; Guo et al.,, 2008; Hamrick et al., 2007). La expresion de la
miostatina en musculo esquelético se ha reportado en varias especies de
vertebrados: bovinos (Deveaux et al., 2003), cerdos (Patruno et al., 2008), gallinas
(Zhiliang et al., 2004), ratones (McPherron et al., 1997) y pescados (Rescan et al.,
2001).
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Figura 2. Fenotipo doble musculo (DM). A) Ejemplificacion del fenotipo DM en ratones con miostatina
nula (ii), en comparaciéon con un fenotipo silvestre (i), adaptado de McPherron et al., 1997. B) Bovino
Belga Azul representando el fenotipo DM, adaptado de McPherron y Lee, 1997. C) Fenotipo muscular
observado en un nifio aleman a los seis dias de edad (izquierda) y a los siete meses de edad
(derecha), adaptado de Schuelke et al., 2004. D) Fenotipo DM en ovejas, adaptado de Lee, 2007. E)
Fenotipo DM en perros, adaptado de Mosher et al., 2007.
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1.3.1 Estructura y biosintesis de la miostatina.

La miostatina se genera a partir del gen Mstn que esta organizado en tres exones y
dos intrones. En los murinos el gen Mstn tiene una longitud de 6438 y se compone
de tres exones de 500, 374 y 1829 pb respectivamente, que sintetizan un ARNm de
2.7 kb (Royo, 2002). La traduccion del ARNm de la miostatina da lugar a un
propéptido de 376 aminoacidos (McPherron et al., 1997; Joulia-Ekaza y Cabello,
2007). Tras la clonacion del ADNc que codifica a la miostatina en varias especies y el
posterior alineamiento de sus secuencias de aminoacidos, se observo un alto grado
de conservacion en raton, rata, humano, cerdo, pollo y pavo (100% de identidad en
su region C-terminal) (McPherron et al., 1997, Arnold et al., 2001). Este alto
porcentaje de conservacion en la secuencia de aminoacidos de la miostatina entre
distintas especies, sugiere que, posiblemente su funcion biolégica este altamente
conservada entre las especies de aves y mamiferos. Como sucede con otros
miembros de la familia del TGF-B, la miostatina es sintetizada como una proteina
precursora (pro-miostatina) conformada por tres regiones: péptido senal, péptido
latente (LAP) y un péptido maduro (Figura 3a) (Lee, 2004). Esta proteina precursora
experimenta dos procesamientos proteoliticos para dar lugar a la forma bioldgica
activa (Rios et al., 2004; Thomas et al., 2000). El primer evento de protedlisis de la
pro-miostatina se efectua en el reticulo endoplasmico, donde son eliminados 24
aminoacidos (correspondientes al péptido sefal) (Figura 3b) (McFarlane et al., 2005;
Lee, 2004) y se glicosila un residuo de asparagina del dominio del LAP, que conduce
a la formacion de dimeros unidos por medio de un puente disulfuro entre las
cisteinas de dos péptidos maduros (Figura 3b) (Royo, 2002; Jin et al., 2004; Lee,
2004).

El segundo evento proteolitico ocurre en el aparato de Golgi y es realizado por la
endoproteasa furina (Figura 3c) (Thomas, 2002; Jin et al., 2004; McFarlane et al.,
2005). La furina reconoce el motivo RSRR (Arg-Ser-Arg-Arg) de la pro-miostatina,
liberando los fragmentos del péptido maduro (109 aminoacidos) y los del péptido

latente (206 aminoacidos) (Lee, 2004). El péptido maduro (miostatina) es liberado en
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Peptido

feﬁagl Péptido latente (LAP) ‘ ‘Pept!do maduro X
A. S o i
Procesamiento

B. proteolitico .

NH, COOH

NH, COOH

Procesamiento
proteolitico (furina)
€.
B35

Figura 3. Estructura y procesamiento de la miostatina. A) La miostatina es sintetizada como una
proteina precursora que experimenta dos eventos de procesamiento proteolitico. B) El primero elimina
el péptido senal en el extremo del amino terminal (verde). C) El segundo procesamiento proteolitico es
realizado por la endoproteasa furina, liberando el péptido latente (azul) y el péptido maduro. D)
Después del procesamiento, el péptido latente recluta inmediatamente al péptido maduro como un
mecanismo de control. Modificado de Lee, 2004.
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forma de homodimero (forma biologica activa) de 26 kDa que contiene nueve
residuos de cisteina (Zimmers et al., 2002). Las cisteinas se ubican en posiciones
tipicas conservadas entre los miembros de la familia TGF-38, ocho de ellas participan
en la formacioén de puentes de disulfuro intramoleculares y solo una en la formacién
de un puente disulfuro intermolecular (McPherron et al., 1997; Fernandez, 2004).
Inmediatamente después del procesamiento proteolitico realizado por la furina, el
LAP se une al homodimero de miostatina formando un complejo latente (Figura
1.3d) (Lee y McPherron, 2001; Thies et al., 2001). A su vez, el LAP interactua
covalentemente por medio de un puente disulfuro con las proteinas latentes de union
a los TGF-B (LTBPs) formando un complejo denominado complejo latente TGF-3
(Figura 4a), el cual es secretado al espacio extracelular y se almacenan en la matriz

extracelular (Figura 4b) (Raghunath et al., 1998).

El complejo latente TGF-B unido a la matriz extracelular, es liberado mediante un
proceso proteolitico realizado por metaloproteinasas (Gleizes et al., 1997). Este
evento proteolitico resulta en el truncamiento de los LBTPs, lo que a su vez expone
nuevas regiones del LAP quedando disponible para interaccionar con la superficie
celular a través del receptor manosa-6-fosfato y sufrir un segundo proceso
proteolitico (por la proteasa plasmina o catepsina y miembros de la familia BMP-
1/TLD , como la TLL-2) en el residuo Asp-75 y Asp-76 (Figura 4c) (Sato et al., 1993;
Taylor, 2008; Wolfman et al., 2003). Este proceso proteolitico, tiene como resultado
la liberacion del homodimero (miostatina), el cual se une a los receptores de
membrana especificos para los TGF-$ y activa la ruta de sefalizacion que finaliza en

la regulacién de la expresion de diversos genes (MyoD, Miogenina, etc).

1.3.2 Funcion y regulacion de la miostatina

Una vez que la miostatina se ha liberado en su forma activa, se produce la unién a
los receptores especificos para los TGF-f. Estos receptores son glicoproteinas con
un dominio hidrofébico transmembranal y un dominio intracelular con actividad
serina/treonina-cinasa. Se dividen principalmente en dos subfamilias: los receptores

tipo Il (donde se unen los TGF-3) y los receptores tipo |, que traducen la sefal hacia
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EXPRESION
PRO-MIOSTATINA

Péptido Péptido Péptido
sefial latente (LAP) maduro

e~ - oo+

ENSAMBLEJE Y SECRECION

Complejo latente TGF-f3

LTBP

Matriz
extracelular

Serin-proteasas

ACTIVACION Complejo latente

TGF-f} inactivo

Plasminay catepsina,
otras proteinasas /

—

Célula Superficie celular

l Senal

Figura 4 Activacion del complejo latente TGF-B. A) ElI LAP interacciona con la proteina LBTP
mediante un enlace bisulfuro para formar el complejo latente TGF-B. B) El cual es secretado al
espacio extracelular y se asocia a la matriz extracelular. C) En respuesta a sefales especificas, el
complejo latente TGF-[3 se libera por protedlisis y se produce la unién del péptido latente a receptores
manosa-6-fosfato de la superficie celular, donde se produce la activacién del complejo latente a través
de proteasas como la plasmina o la catepsina, que digieren el LAP liberando asi el homodimero activo

(miostatina). Adaptado y modificado de Gleizes et al.,1997; Schabort, 2007.
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el nucleo (Derynck et al., 1998). En estudios realizados por Lee y McPherron (2001),
se demuestra que los receptores de activina tipo Il particularmente los de tipo IIB;

ActRIIB, estan involucrados en la senalizacion de la miostatina.

La unién de la miostatina al receptor ActRIIB, induce la formacién de un complejo con
receptores tipo | (ALK-4 o ALKS5). La constitucion dimérica que tiene el ligando
(miostatina), origina que cada mondmero se una a un receptor tipo Il, dando como
resultado la formacion de un complejo receptor heterotetramérico (Shi et al., 2003).
La formacion de este complejo conduce rapidamente a la fosforilacién del receptor
tipo |, catalizada por el dominio cinasa del receptor ActRIIB, como se muestra en la
Figura 5a (Miyazawa et al., 2002; Shi et al., 2003; Rebbapragada et al., 2003).

Una vez que el receptor tipo | es activado, este fosforila a las proteinas de la familia
de factores de transcripcion Smad, en particular las Smads 2 y 3; las Smads son
proteinas citoplasmaticas que en estado basal se asocian en homo-oligobmeros y
permanecen inactivas hasta que son fosforiladas en sus residuos de serina (motivo
Ser-X-Ser) del dominio carboxilo-terminal (Massagué et al., 2005). La fosforilacion de
las proteinas Smads 2 y 3 aumenta su afinidad por la proteina co-Smad (Smad-4)
(Figura 5b). ElI complejo formado por la asociacion de estas proteinas se traslada al
nucleo donde actua activando o inactivando la transcripcion de diversos genes al
interaccionar con diferentes cofactores de unién al ADN (como el factor de
transcripcion FoxO) (Figura 5c¢) (Massagué y Wotton, 2000; Massagué et al., 2005;
Gomis et al., 2006).

1.3.2.1 Funcion de la miostatina en la proliferaciéon de mioblastos.

Estudios recientes indican que durante la miogénesis, la miostatina regula el numero
de fibras musculares controlando la proliferacion y la diferenciacion de mioblastos,
mientras que en el desarrollo posnatal regula la activacion de células satélite,
controlando el crecimiento del musculo esquelético (McCroskery et al., 2003; Kristel
et al., 2008; Langley et al., 2002; Taylor et al., 2001).

Mediante el analisis del ciclo celular se ha revelado que la miostatina causa la

acumulacion de mioblastos en la fase G0/G1 del ciclo celular, reduciendo el nimero
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Figura 5. Via de sefnalizacion de la proteina miostatina. La miostatina se une al receptor ActRIIB
induciendo la unién de este con el receptor tipo |. Este receptor fosforila a la R-Smad aumentando la
afinidad por la proteina Smad4, induciendo su asociacion. Este complejo se traslada al nucleo donde

actua activando la transcripcion de genes involucrados en la miogénesis.
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de células musculares en la fase S (Thomas et al., 2000; Joulia et al., 2003). Por lo
tanto, la miostatina actua como un regulador negativo de la progresiéon en el ciclo
celular de los mioblastos (inhibiendo la progresion de la fase G1 a la fase S),
manteniendo en estado quiescente a los mioblastos (McCroskery et al., 2003). La
progresion de las células a través del ciclo celular es controlada predominantemente
por las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs), las ciclinas asociadas y los
inhibidores de las CDKs (CKIs). Thomas et al., (2000) reportaron que el arresto en la
progresion del ciclo celular por miostatina estd mediada por el incremento en la
expresion del CKls p21 y la disminucion de la expresion de Cdk2. Esto ultimo
provoca, a su vez, una disminucién en la asociacién con la ciclina-E, asi como una
disminucién en la fosforilacién de Rb (producto del gen susceptible a retinoblastoma)
que normalmente actua uniéndose y reprimiendo la actividad de factores de
transcripcion especificos, como E2F (Cheng et al., 2000). Estos eventos inhiben la
proliferacion de mioblastos deteniendo el crecimiento muscular, asi como la
formacion y diferenciacion de miotubos (Figura 6a) (Thomas et al., 2000; Taylor et
al., 2001; Joulia et al., 2003). Por el contrario, la inhibicion de la sintesis de
miostatina lleva a la disminucion en los niveles de expresion del gen de p21 e

incrementa la proliferacién de mioblastos (Figura 6b) (Joulia et al., 2003).

1.3.2.2 Funcién de la miostatina en la diferenciacion de mioblastos.

En la diferenciacion miogénica, los mioblastos entran en la fase de arresto del ciclo
celular GO/G1 en la que MyoD y/o Myf-5 se reactivan y actuan en la determinacién de
estas células (Kitzmann et al., 1998). Asimismo, se activa la expresion de la
miogenina, que esta involucrada en la diferenciacion de los mioblastos (Kitzmann y
Fernandez, 2001). Por ultimo se expresa MRF4, que interviene en la maduracién de
los miotubos e igualmente aparecen los factores potenciadores miogénicos (MEF-2),
que amplifican la accion de los factores de transcripcion MyoD, MyF5, miogenina y
MRF4 (Molkentin y Olson, 1996). Todo esto marca la entrada irreversible en la etapa
de diferenciacion (Yun y Wold, 1996).

Numerosos estudios han demostrado que la miostatina regula negativamente la

diferenciacién de los mioblastos. Langley et al., (2002) demostraron en cultivo de
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Figura 6. Funcion de la miostatina en el crecimiento del musculo esquelético. A) La proliferacion de
los mioblastos es regulado por miostatina via la regulacion positiva de p21 y la inactivacién de la
actividad de Cdk2, lo que induce la desfosforilacion de Rb y la interrupciéon del ciclo celular. B) Por otro
lado la miostatina regula la expresién de MyoD via Smad3 regulando asi la diferenciacion. Modificado
de Thomas et al., 2000.
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mioblastos, que concentraciones altas de miostatina pueden bloquear de forma
reversible la diferenciaciéon de mioblastos y que esto es el resultado de la represion
de la expresion de los factores de transcripcion MyoD, Myf5, miogenina y la
sobreexpresion de p21. En el mismo sentido, otros estudios han demostrado que la
sobreexpresion de la miostatina en mioblastos también esta asociada con la
supresion de la formacion de miotubos y de fibras musculares, que al igual que la
diferenciacion de mioblastos, estan relacionadas con una disminucion en los niveles
de las proteinas MyoD y miogenina, y la expresion de p21 (Kitzmann y Fernandez,
2001; Guo et al., 1995; Joulia et al., 2003; Rios et al., 2002). Por otra parte, se ha
visto que durante la diferenciacion de mioblastos existe un decremento en la

expresion de la proteina miostatina (Deveaux et al., 2003).

1.3.2.3 Efecto biolégico de la inhibicion de la actividad de la proteina miostatina

en la masa muscular.

Con el fin de establecer la funcién biolégica de la miostatina en el desarrollo de la
masa muscular, se han desarrollado varias estrategias experimentales enfocadas
principalmente a la anulacién del gen Mstn y la inhibicion de la actividad de la
proteina miostatina. McPherron et al., (1997) fueron los primeros en demostrar la
funcién de la proteina miostatina mediante la generacion de ratones mutantes
homocigotos para el gen Mstn, observando que los ratones mutantes eran
significativamente mas grandes en comparacion a su contraparte silvestre; en este
caso la masa muscular se incrementd de dos a tres veces, como resultado
principalmente (en un 86%) de la hiperplasia (aumento en el numero de fibras
musculares) y en menor grado por la hipertrofia de las células musculares,
confirmando, de esta manera, que la miostatina actia como un poderoso regulador

negativo del crecimiento muscular.

En un estudio mas reciente, Lee y McPherron (2001) investigaron posibles
inhibidores de la proteina miostatina que podrian promover el crecimiento muscular y
encontraron que la sobreexpresion de la folistatina o del LAP, podian inhibir la unién
de la miostatina a su receptor ActRIIB, produciéndose un incremento significativo de

la masa muscular causado principalmente por una hipertrofia de las fibras
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musculares. De acuerdo a sus resultados Lee y McPherron (2001) sugirieron que
moléculas que actuen bloqueando la sefalizacion de la miostatina pueden ser

agentes terapéuticos potenciales para promover el crecimiento muscular.

Los estudios anteriores sugieren que la supresion total de la miostatina es requerida
para producir hiperplasia de las fibras musculares, mientras que la moderada
disminucién de los niveles de miostatina o el inhibir su actividad parcialmente dara

como resultado solamente una hipertrofia de las fibras musculares.

1.3.3 Miostatina en la atrofia muscular.

Varios estudios indican que la proteina miostatina juega un papel importante en la
pérdida de masa muscular (atrofia muscular). Por ejemplo, en un estudio con células
CHO, disefadas para sobre-expresar la miostatina, éstas fueron inyectadas en el
musculo esquelético de ratones resultando en una atrofia muscular severa (Zimmers
et al.,, 2002). Asimismo, se ha observado que ratones transgénicos que expresan
altos niveles de la proteina miostatina en el musculo esquelético, presentan una
atrofia muscular de un 18-24% (Reisz et al., 2003). Resultados similares fueron
obtenidos por Durieux et al., (2007), que mediante experimentos de electroporacion
para la incorporacion del gen Mstn, mostraron que la sobreexpresion de la miostatina
en musculo esquelético adulto induce un cierto grado de atrofia muscular (20%) sin
provocar cambios en el numero de fibras musculares. Similarmente, niveles altos de
la proteina miostatina se han reportado en la atrofia muscular presentada en algunas
enfermedades y durante el envejecimiento. Por ejemplo, un analisis de suero de
pacientes infectados con VIH, mostré un incremento en los niveles de la miostatina,
al cual se puede atribuir la atrofia muscular asociada con la enfermedad del VIH
(Gonzales-Cadavid et al., 1998). Asimismo, estudios realizados en ratas, reportaron
que la atrofia muscular asociada con el envejecimiento, correlaciona con la presencia
de niveles altos del ARNm de la miostatina en los musculos de las cuadriceps
(Mallidis et al., 1999).

Los mecanismos moleculares involucrados en la atrofia muscular inducida por la

miostatina, implican la inhibicion de la ruta de senalizacién del factor de crecimiento-1
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parecido a la insulina IGF-1/PIBK/AKT (Sandri, 2008). Asimismo, la miostatina
disminuye marcadamente la expresion de genes que codifican para proteinas
estructurales del musculo esquelético incluyendo el gen de la cadena pesada de

miosina llb, el de troponina | y el de desmina (Durieux et al., 2007).

1.3.4 Regulacion de la expresion del gen Mstn.

Los mecanismos de regulacion de la expresion del gen Mstn son poco conocidos.
Las principales investigaciones al respecto se han enfocado en el estudio y analisis
del promotor del gen Mstn, especificamente en la busqueda de secuencias

reguladoras conocidas como elementos “cis” o elementos de repuesta (RE).

El promotor del gen Mstn se ha analizado y caracterizado en varias especies de
vertebrados: humanos (Ma et al., 2001), bovinos (Spiller et al., 2002; Crisa et al.,
2003), ovejas (Du et al., 2005) y en peces (Xu et al., 2003). En humanos, el analisis
de la secuencia del promotor del gen Mstn reveld la presencia de sitios de unién a
diferentes factores de transcripcion (MEF2, PPAR-y (receptor con actividad
proliferativa peroxisomal-y), NF-kB (factor nuclear-KB) y POU (proteina de union
octamerica)), asi como un numero de sitios correspondientes a secuencias consenso
de union a hormonas (Ma et al., 2001). Las secuencias de unidn a hormonas
incluyen un elemento de respuesta a andréogenos (ARE), dos elementos de
respuesta a AMP ciclico (CRE), tres elementos de respuesta a la hormona tiroidea
(TRE), asi como, cinco secuencias correspondientes a elementos de respuesta a

glucocorticoides (GRE).

Al analizar la funcionalidad de los GRE, Ma et al.,, (2001) demostraron que el
glucocorticoide dexametasona aumenta la expresion del gen Mstn en cultivo de
mioblastos y que en este efecto participa el receptor a glucocorticoides, ya que el
efecto de dexametasona podia ser antagonizado por el antagonista de los receptores
a glucocorticoides, RU-486. En concordancia con estos resultados, Lang et al.,
(2001) reportaron que al provocar una lesién térmica en el musculo gastrocnemio de
rata, se induce la produccién de altas concentraciones de glucocorticoides

enddgenos, los cuales a su vez incrementan los niveles de ARNm de la miostatina.
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Por lo tanto, estos estudios llevaron a los autores a proponer que los glucocorticoides

pueden regular positivamente la expresion del gen Mstn.

1.4 Glucocorticoides

Los glucocorticoides (GC) son un grupo de hormonas que participan en la regulacion
del metabolismo y la resistencia al estrés. Los GC son producidos y liberados en la
corteza suprarrenal por la accién de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) y los
niveles de los GC se encuentran bajo el control del eje hipotalamico-hipofisiario-
suprarrenal (Bamberger et al., 1996; Necela y Cidlowski, 2004). Los GC son
sintetizados a partir de la molécula del colesterol y estan constituidos por 21 atomos
de carbono formando una estructura de 4 anillos (Figura 7). La corticosterona y el
cortisol (hidrocortisona), son los dos GC enddégenos, siendo el cortisol, el principal
GC segregado por la corteza suprarrenal humana y el esteroide mas abundante en la
sangre. Actualmente se cuenta con una gran diversidad de GC sintéticos, en los que
se introducen cambios (diferentes grupos sustituyentes) dirigidos a optimizar su
potencia glucocorticoide (antiinflamatoria) y la duracion del efecto farmacolégico
(Parker y Schimmer, 1996; Adcock, 2003). Estudios de relacion estructura-actividad
han mostrado que el doble enlace entre los carbonos 4,5 y el grupo 3-cetona en el
anillo A son esenciales para la actividad GC y la antiinflamatoria. La adicién de un
doble enlace entre los carbonos 1,2, como en dexametasona, triamcinolona y
betametasona, aumenta la actividad glucocorticoide en relacion a |la
mineralocorticoide. En el anillo B, la adicion de un grupo 9-aFluor aumenta la
actividad bioldgica, tanto GC como mineralocorticoide. En el anillo C, el grupo 11-
hidroxilo es esencial para la actividad GC y antiinflamatoria pero no para el efecto
mineralocorticoide. En el anillo D, la adicién de un grupo 16-metilo, casi elimina la
actividad mineralocorticoide; cuando se combina la adicion del doble enlace 1,2 en el
anillo A, el grupo 9-aFluor y otras sustituciones en el carbono 16 del anillo D, como
en dexametasona, triamcinolona y betametasona, la actividad GC aumenta
notoriamente (Schimmer y Parker, 1996). Lo anterior indica la importancia de la
estructura de los GC para modular su efecto farmacolégico (potencia

antiinflamatoria), asi como su perfil glucocorticoide/mineralocorticoide.
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Figura 7. Estructura molecular de los gluocorticoides. Derivados a partir del cortisol, su estructura esta
constituida por 21 carbonos conformando un esqueleto de 4 anillos. Sus diferencias radican en sus
grupos sustituyentes en torno a un nucleo estructural comun. Los circulos indican estas diferencias

con respecto al cortisol.
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Los GC participan en numerosos procesos fisiologicos, como la homeostasis de la
glucosa, metabolismo de proteinas, lipidos y carbohidratos; a diferencia de los
mineralocorticoides que estan implicados en la regulacion del agua y minerales en el
organismo (Cosio et al.,, 2005; Gupta y Lalchhandama, 2002). Los GC ejercen un
potente efecto antiinflamatorio e inmunosupresor. La actividad antiinflamatoria de los
GC se debe a la interrupcion de la ruta mediada por las citocinas, mientras que su
efecto inmunosupresor se debe a que también tienen la capacidad de inducir
apoptosis en muchas células, incluyendo timocitos, monocitos y células T periféricas
(Distelhorst, 2002; Lépine et al., 2004).

Los GC son ampliamente utilizados en la medicina humana y veterinaria, para el
tratamiento de enfermedades autoinmunes e inflamatorias, como el asma, la artritis
reumatoide, colitis ulcerosa y alergias, asi como la mastitis en bovinos (Necela y
Cidlowski, 2004). Los GC son también un componente de muchos regimenes de
quimioterapia para el tratamiento de leucemias, linfomas y mielomas, debido a su
papel en la induccidn de la apoptosis (San Miguel et al., 1999). Sin embargo, el uso a
largo plazo de glucocorticoides se ha visto limitado por sus efectos secundarios 6
adversos que van desde la supresion de la produccion de GC endogenos,
osteoporosis, atrofia muscular, retraso del crecimiento y desarrollo de resistencia a
los glucocorticoides (Schacke et al., 2002; Oviedo-Boyzo et al., 2007). Estos efectos
secundarios se producen principalmente a través de la activacion de la transcripcion
de genes, mientras que en el caso de los efectos favorables de los GC
(antiinflamatorios) se presentan principalmente por mecanismos de represiéon de la
transcripcion de genes que codifican para proteinas pro-inflamatorias (Cosio et al.,
2005; Gupta y Lalchhandama, 2002).

Para lograr los efectos antes mencionados, los GC (por su naturaleza lipidica)
atraviesan la membrana plasmatica y son reconocidos por los receptores de GC de
tipo alfa (aGR) que se encuentran en el citoplasma de la célula. En la ausencia de
hormona los aGR se asocian a las proteinas de choque térmico Hsp-70 y las Hsp-90,
asi como a la inmuncfilina p59 y la fosfoproteina p23, lo que previene la
translocacion de los aGR hacia el interior del nucleo (Pratt y Toft, 1997). La proteina
de choque térmico Hsp-90 mantiene la conformacion espacial apropiada del aGR
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requerida para la unién del ligando. La union de los GC al receptor aGR citoplasmico
induce la liberacion de la proteina Hsp-90, lo que resulta en un cambio
conformacional que marca la sefal para que el complejo aGR-GC se transloque al
nucleo (Necela y Cidlowski, 2004). Una vez en el nucleo, el complejo aGR-GC actua
a través de varios mecanismos de accion, para activar, suprimir o inhibir la
transcripcion de genes mediante la unidén a los elementos de respuesta GRE (asi

como a los AP-1) localizados en el promotor de los genes diana (Figura 8).

La inhibicién o represion de la expresion de genes por los GC, involucra tres posibles
mecanismos: el aGR activado por los GC, se traslada al nucleo y se une a elementos
de respuesta a glucocorticoides negativos (nGRE) inhibiendo la transcripcion de
genes como POMC y osteocalcina (Gupta et al., 2003); otro mecanismo posible es
que una vez que el aGR se ha activado, éste se traslada al nucleo, donde se une a
las subunidades c-Jun y c-Fos del complejo AP-1 e inhibe la expresion de genes; una
tercera posibilidad es que un vez activado el receptor aGR, este se dimerice con un
receptor a GC tipo beta (BGR), se traslade al nucleo e interaccione con sitios GRE

para inhibir la transcripcion de genes (Gupta et al., 2003).

Por otra parte, la activacion de la expresién de genes por los GC, involucra la
activacion y posterior dimerizacion de dos receptores aGR, asi como su subsecuente
translocacién al nucleo y la unién a secuencias GRE para estimular la transcripcién
de genes (Necela y Cidlowski, 2004). Este ultimo mecanismo es muy importante ya
que como se menciond anteriormente, varios de los efectos secundarios de los
glucocorticoides son producidos principalmente a través de la activacion de la
transcripcion de genes. Por ejemplo, en el caso particular de la atrofia muscular
inducida por el tratamiento con GC, tenemos que se activa la expresion de genes
como el factor de transcripcion FoxO, el cual a su vez activa la expresion de
atrogenes, como atrogina-1 y MuRF1 que participan en la protedlisis del musculo
esquelético (Trendelenburg et al., 2009; McFarlane et al., 2006). Asimismo, también
se activa la expresion del gen Mstn que, como se menciond anteriormente, tiene un

papel relevante en la regulacién del crecimiento muscular (Ma et al., 2001).
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Figura 8. Mecanismos de accidon de los glucocorticoides. Los glucocorticoides atraviesan la
membrana plasmatica de las células blanco, en el citoplasma son reconocidos por los receptores a
glucocorticoides-alfa aGR y se internan al ndcleo para regular la expresion de genes a través de
elementos de respuesta contenidos en la region promotora de genes diana. De izquierda a derecha:
EL aGR activado se puede unir a elementos de respuesta a GC negativos (nGRE) e inhibe la
transcripcion de genes (osteocalcina); El aGR se puede unir como un homodimero a elementos de
respuesta a GC (GRE) de genes diana para activar la transcripcion (Miostatina y FoxO; El aGR se
puede formar un heterodimero con el receptor BGR y unirse a secuencias GRE para inhibir la
transcripcion de genes (citocinas e interleucinas); La interaccion fisica de los aGR con las
subunidades c-Jun y c-Fos del complejo AP-1 con los elementos de respuesta AP-1, inhiben la

transcripcion de genes (interleucina-1). Modificado y adaptado de Necela y Cidlowski, 2004.
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1.4.1 Atrofia muscular inducida por glucocorticoides.

La atrofia muscular es uno de los efectos colaterales mas importantes reportados en
el uso terapéutico de los GC. Ademas, es bien conocido el efecto catabdlico de los
GC que se presenta en varias patologias que cursan con un aumento en los niveles
de glucocorticoides endogenos circulantes, como son: sepsis, caquexia, hambre,

acidosis metabdlica, insulinopenias graves, etc (Lecker et al., 1999).

La atrofia muscular inducida por glucocorticoides afectan principalmente a las fibras
musculares de tipo Il o de contraccién rapida (musculo gastronecmio, plantar), con
menor o ningun efecto observado en las fibras de tipo | (el séleo) (Gosker et al.,
2002; Fournier et al., 2003).

Varios estudios indican que la atrofia muscular inducida por GC es mediada, de
manera importante, por un aumento en los niveles de expresién de miostatina. En un
estudio realizado por Ma et al.,, (2003) se observd que la administracion del
glucocorticoide dexametasona en ratas provoca atrofia muscular asi como un
aumento en los niveles de expresion de miostatina. Por otra parte, en un estudio mas
reciente Durieux et al., (2007) se encontré que la sobreexpresion de la miostatina en
el musculo esquelético provoca una disminucion de la masa muscular de un 20%.
Finalmente, en un estudio in vivo usando un modelo de ratones knock-out (KO) para
miostatina se observé que, en contraste con los ratones silvestres, los ratones KO
para miostatina no desarrollaron atrofia muscular después del tratamiento con

dexametasona (Gilson et al., 2007).

Los mecanismos moleculares implicados en la atrofia muscular inducida por los GC,
involucran una disminucion en la velocidad de sintesis de proteinas y un aumento en
la tasa de degradacion de proteinas (Lofberg et al., 2002; Eley y Tisdale, 2007). Los
efectos inhibitorios de los GC sobre la sintesis de proteinas se deben a que bloquean
el transporte de aminoacidos hacia el interior de las células musculares e inhiben la
ruta de senalizacion IGF-1/PI3K/Akt (Schakman et al., 2008). Esta inhibicion se debe
a que los GC inducen la expresion de la miostatina, que a su vez disminuye la
fosforilacion de Akt (proteina kinasa B) evitando la activacion mTOR (blanco de

rapamicina en mamiferos, por sus siglas en inglés) (Amirouche et al., 2009;
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Morissette et al., 2006; Shah et al., 2000; Southgate et al., 2007; Trendelenburg et
al., 2009; Wang et al., 2006). La inhibiciéon de la actividad de mTOR, ocasiona una
disminucién de la fosforilacion de la proteina de unién a elF4E (4E-BP1) y la proteina
ribosomal cinasa S6 (S6K1), dos factores que juegan un papel clave en la sintesis de
proteinas (Liu et al., 2004; Shah et al., 2000).

Asimismo, los efectos de los GC en la estimulacidén de la protedlisis en el musculo
esquelético se deben en buena parte a la induccion de la expresion de la miostatina.
En este caso, la proteina miostatina, a su vez, aumenta los niveles del factor de
transcripcion FoxO (particularmente los factores FoxO-1 y FoxO-3), que incrementa
la expresion de genes asociados con la atrofia muscular (atrogenes) como son:
ubiquitina (E2), ubiquitina-ligasa (E3), atrogina-1, MuRF1 y catepsina L (Almon et al.,
2007; Imae et al., 2003; Lecker et al., 2004; Sacheck et al., 2007). Finalmente, este
incremento en la expresion de atrogenes activa los principales sistemas proteoliticos
de la célula: el sistema proteosoma-ubiquitina (UPS), el sistema lisosomal
(catepsinas) y el sistema dependiente de calcio (calpainas) (Hasselgren, 1999; Mitch
and Goldberg, 1996; McFarlane et al., 2006; Seiffert et al., 2007).
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2. JUSTIFICACION

El musculo esquelético es el tejido mas abundante en vertebrados y es el encargado
de producir el movimiento y mantener la postura del cuerpo. El musculo esquelético
tiene un amplio potencial adaptativo (morfolégico y metabdlico), esto significa que es
capaz de modificar su estructura en repuesta a diferentes condiciones fisiolégicas y
patolégicas, experimentando una ganancia o pérdida de peso significativa.

La pérdida de peso o atrofia muscular es uno de los principales efectos adversos del
uso terapéutico de los GC, que también esta presente en muchas patologias (sepsis,
caquexia, hambre, acidosis metabdlica, insulinopenias graves, VIH, etc.) en las que
se ha asociado con un aumento en los niveles de glucocorticoides enddgenos
circulantes, asi como a un aumento en los niveles de expresion del gen Mstn.
Antecedentes muestran que el gen Mstn humano presenta en su regién promotora
cinco elementos GRE activos, ya que se prob6 que la dexametasona incrementaba
la expresion del gen Mstn, sugiriendo que la miostatina media la atrofia muscular
inducida por glucocorticoides. Por otra parte, en un estudio en células de epitelio
mamario bovino, se observo que la expresién del gen Mstn varia dependiendo del
tipo (estructura) del GC empleado, encontrandose que unos GC (como
dexametasona, prednisolona e hidrocortisona) aumentaron la expresiéon del gen
Mstn, otros (como triamcinolona) no produjeron cambios en los niveles de expresion,
mientras que algunos como betametasona inhibieron la expresion del gen Mstn. Lo
que implica que si los GC modulan de manera diferencial la expresion del gen Mstn,
podran inducir también diferentes grados de atrofia muscular. Por lo anterior es
importante determinar el efecto de otros GC diferentes a dexametasona tienen sobre

la expresion del gen Mstn y sus efectos sobre musculo esquelético.
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3. HIPOTESIS

Los glucocorticoides regulan de manera diferente la expresiéon del gen Mstn en

musculo esquelético de rata y producen diferentes grados de atrofia muscular.

4. OBJETIVOS.

4.1 Objetivo general.
Evaluar los cambios musculares inducidos por glucocorticoides (dexametasona,
triamcinolona y betametasona) y su relacion con los niveles de expresion del gen

Mstn en musculo esquelético de ratas.

4.2 Objetivos particulares.

a) Evaluar los cambios musculares producidos por glucocorticoides.

b) Determinar los niveles de expresion del gen Mstn inducida por

glucocorticoides.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Animales.

Se utilizaron ratas macho de 8-9 semanas de edad y un peso de 190-220 gr, de la
cepa Wistar. Cada animal fue alojado individualmente en cajas de policarbonato en
condiciones ambientales controladas, a 25°C, con un periodo luz/oscuridad de 12:12
horas y acceso libre a comida (Teklan®, 18% proteina) y agua. Las ratas fueron
divididas aleatoriamente en 4 grupos de 6 ratas cada uno: control, tratamiento con

dexametasona, tratamiento con triamcinolona y tratamiento con betametasona.

5.2 Administracion de glucocorticoides.

La dexametasona, triamcinolona y betametasona fueron diluidas en 500 pl de
solucién salina (0.9% NaCl) y se administraron diariamente mediante inyecciones via
intraperitoneal a dosis equimolares (1.53 yM/kg de peso corporal) por 5 dias. Esta
dosis fue seleccionada con base en reportes previos que muestran que la
administracién de dexametasona a 1.53 pM/kg de peso corporal (600 pg/kg de peso
corporal) causa atrofia significativa del musculo esquelético (Goodlad y Clark, 1991;
Savary et al., 1998). Los animales control recibieron inyecciones de un volumen igual

de solucion salina.

Durante el periodo de tratamiento las ratas fueron pesadas diariamente. Al término
del tratamiento los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital
(Marshall et al., 1994). Los musculos gastrocnemios de ambas piernas fueron
disectados, pesados, congelados rapidamente y almacenados a -70 °C para su

posterior analisis (ver Figura 9).

5.3 Andlisis histoldgico del musculo esquelético.

5.3.1 Obtencion de los cortes histolégicos del musculo gastrocnemio.

Para el analisis histolégico, el musculo gastrocnemio obtenido de la pierna derecha

fue pesado y congelado inmediatamente en hexano enfriado con nitrogeno liquido
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(Filho et al., 2006). EI musculo gastrocnemio fue dividido en dos partes mediante un
corte transversal en el centro del musculo y fijado en medio de inclusién (Tissue
Tek). Para el analisis histolégico, se hizo un corte transversal de la parte media de
cada musculo (12 pm de espesor) mediante el empleo de un criostato (Leica,
modelo-CM1510 S) a -20°C. Los cortes fueron fijados en portaobjetos a 100°C
durante 15 segundos.

5.3.2 Tincion con hematoxilina y eosina.

Para evaluar los cambios morfologicos del musculo gastrocnemio, las secciones
transversales fueron tefiidas con hematoxilina y eosina (McManus y Mowry, 1960).
Este es un método histolégico que resalta la morfologia de las células y tejidos. Para
la tincién histoldgica, las secciones transversales del musculo gastrocnemio fueron
sumergidas en una serie de soluciones alcohdlicas de concentracidn decreciente
(alcohol absoluto, 95°, 70° y 50°, durante 2 minutos en cada caso). A continuacion,
los cortes de musculo se hidrataron con agua destilada durante 30 segundos y se
sumergieron en hematoxilina durante 5 minutos. Para eliminar el exceso de
colorante, los cortes se lavaron durante 30 segundos en agua destilada.
Posteriormente, los cortes de musculo fueron sumergidos por 1 minuto en agua
amoniacal para aumentar la fijacion del colorante en los nucleos v,
subsecuentemente, se colocaron durante 15 segundos en una solucion alcohol acida
(0.25% de HCI) para eliminar los restos de colorante (hematoxilina) que no se
unieron al nucleo. Después se lavaron durante 1 minuto en alcohol (70°) y se
sumergieron durante 3 minutos en solucion alcohdlica de eosina. Los cortes de
musculo gastrocnemio se deshidrataron pasandolas en una serie de soluciones
alcohdlicas de concentracion creciente (70°, 80°, 95° y alcohol absoluto, durante 2
minutos en cada caso) y por ultimo se sumergieron en xilol durante 15 minutos.
Finalmente, los cortes de musculo esquelético tefiidos se cubrieron con medio de
montaje, a base de tolueno (DPX, Panreac) para facilitar la visualizacion por
microscopio. Con la tincidén de hematoxilina y eosina los nucleos en el sarcolema son

tefidos de azul, las fibras musculares de rosa y el tejido conectivo de rosa claro.
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5.3.3 Andlisis morfométrico de los cortes histoldgicos.

Los cortes transversales de musculo tefidos fueron visualizados con un microscopio
vertical (Carl Zeiss), usando el objetivo 20X. La imagen fue capturada con ayuda de
una camara digital microscopica (Axioncam). De cada seccion transversal del
musculo gastrocnemio se analizaron aleatoriamente 3 campos, de los cuales se
determind el numero de fibras musculares y el area de cada fibra muscular, usando
un sistema de analisis de imagen computarizado (software AxioVision Release 4.7)

acoplado al microscopio utilizado.

5.4 Andlisis de la expresién del gen Mstn.

5.4.1 Extraccion de ARN total.

El musculo gastrocnemio obtenido de la pierna izquierda de cada rata fue congelado
en nitrégeno liquido y almacenado a -70 °C. Posteriormente se tomaron muestras de
cada musculo (50 mg) y se extrajo el ARN total utilizando el reactivo de TRIzol®
(Invitrogen), el cual es una mejora de un solo paso de la extraccion de ARN del
método desarrollado por Chomczynski y Sacchi (1987). La muestra de tejido
muscular se homogenizaron utilizando 1 ml del reactivo de TRIzol®; el cual mantiene
la integridad del ARN, mientras las células son lisadas y disueltos los componentes
celulares. Luego de la digestidon del tejido, se adicionaron 200 pl de cloroformo, se
homogeniz6 durante 15 segundos utilizando un vortex, se incubd por 3 minutos a 4°C
e inmediatamente se centrifugd a 11,500 rpm por 15 segundos, lo que resulté en una
separaciéon de la solucién en una fase acuosa y una fase organica. La fase acuosa
fue recupera, ya que el ARN permanece exclusivamente en ella. A partir de esta fase
se precipitd el ARN con isopropanol (0.5 ml) durante 10 minutos a 4°C, se centrifugd
por 10 minutos a 11,500 rpm y se decantd el sobrenadante; en este punto, el ARN
aparece como un precipitado blanquecino o pellet en el fondo del tubo.
Posteriormente se lavd el pellet de ARN con 1 ml de etanol al 75%, se volvio a
centrifugar durante 10 minutos a 7,500 rpm y se decantd nuevamente el

sobrenadante. Tras dejar evaporar los restos de etanol a temperatura ambiente, se
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resuspendio el ARN total en 50 pl de agua estéril y desionizada (libre de ARNsas).
Finalmente se determino la concentracion de ARN de las diferentes muestras
midiendo la absorbancia en un espectrofotometro (Beckman, modelo- DU 700 UV-

VIS) a una longitud de onda de 260 nm.

5.4.2 Sintesis de ADN complementario.

Una vez obtenido el ARN total de cada musculo gastrocnemio, se realizé la sintesis
del ADN complementario (ADNc) mediante transcripcion reversa (RT) a partir de 1 ug
del ARN total. Para cada reaccion de RT, se utilizd 1 pl de OligodT (25 ug/ml) como
cebador (primer), 0.5 uyl de RNasin (20 U/ul) como inhibidor de ARNasa, 1 ul de
dNTPs (10 uM), 4 pl solucion buffer (5X) y 0.5 pl de enzima del kit de transcriptasa
reversal M-MLV (20 U/ ul); los tres primeros reactivos fueron obtenidos de Invitrogen,
en tanto que el kit de transcriptasa reversa fue obtenidos de Roche. La reaccion se
aford a un volumen final de 20ul con agua estéril y desionizada, y se dejo durante 10
min a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, la mezcla de reaccién se llevo al
termociclador (PCR System 2700, Applied Biosystem Gen Amp®) utilizando el
siguiente programa: 40 °C/50min (fase de sintesis de los ADNc), 94 °C/4min y 6 °C/4
min. Terminado el programa el ADNc sintetizado se almacendé a —20 °C, para su

posterior analisis.

5.4.3 Reaccién en cadena de la polimerasa.

A partir del ADNc sintetizado por RT, se amplific6 por medio de la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el gen Mstn que codifica para la
proteina miostatina y el gen p-actina, que se utiliz6 como gen de referencia. Para
esta técnica se disefiaron los oligonucleoétidos sentido y antisentido especificos para
cada gen. Las secuencias de los oligonucledtidos utilizadas para el gen Mstn fueron:
oligonucledtido sentido MYOS5 5-CAT GCA AAA ACT GCA AAT CTC-3" y
oligonucleétido antisentido MYO3 5°-TCA TGA GCA CCC ACA GCG-3'. Para el gen
B-actina los oligonucleotidos que se utilizaron fueron: oligonucleotido sentido p-act5
5-ATG GTG GGA ATG GGT CAG AA-3" y oligonucledtido antisentido pB-act3 5°-TCG
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TAC TCC TGC TTG CTG A-3". La mezcla de reaccion para la amplificacion se aford
con agua desionizada a un volumen final de 50 pl utilizando los reactivos y

cantidades especificados en la Tabla 2.1.

Tabla 1 Reactivos y volumen utilizados en la reacciéon de PCR.

Reactivo [STOCK] Volumen de reaccion [Reacion]
Buffer libre de Mg™™

10X 5l 1X
(invitrogen)
MgCl, (invitrogen) 25mM 4 ul 2mM
dNTP’s (invitrogen) 2mM 5ul 200 nM
Oligonucleétido 5’ 100 pmol/ pl 1l 2 pmol
Oligonucleotido 3’ 100 pmol/ pl 1l 2 pmol
Taq (invitrogen) 5U/ pl 0.5 pl 25U
ADNc 1 ul
H.O 32.5 ul

Las condiciones de tiempo y temperatura utilizadas para las reacciones de PCR
fueron: un primer ciclo de 1 minuto a 94°C, seguido de 45 ciclos de amplificacion
(fase de desnaturalizaciéon: 30 segundos a 94°C; fase de hibridacion de
oligonucledtidos: 90 segundos a 54°C; fase de extension: 90 segundos a 72°C). La
reaccion finaliza con un ciclo de 10 minutos a 72°C y 4 minutos a 6°C. La
temperatura de alineacién o hibridacion de los oligonucleétidos, se determiné
mediante un gradiente de temperatura (50°, 52° 54° 56° y 58° C). Como control
negativo en la amplificaciéon del gen Mstn se utilizd el ARN total extraido de las

muestras de musculo.

5.4.4 PCR en tiempo real.

A partir de las muestras congelada de musculo gastrocnemio, se extrajo el ARN total
siguiendo el protocolo comercial del TRIzol® (como ya se ha descrito) y se sintetizd
el ADNc. Una vez obtenido el ADNc, se cuantificaron los niveles de expresion génica
del gen Mstn mediante la técnica de la PCR en tiempo real (PCR-TR) utilizando el kit
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comercial denominado Platinum ® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen).
Este kit se basa en el uso de intercaladores de ADN como el fluoréforo (SYBR®
Green), el cual se intercala en las cadenas dobles de ADN que se estan sintetizando
y emite fluorescencia al ser excitado por una luz emitida por un equipo acoplado al
termociclador. De tal forma que existe una relacion directa, al generarse la
amplificacion del ADN, entre la cantidad de fluorescencia y numero de copias de
ADN (Zipper et al., 2004). Para determinar los niveles de expresién del gen de
interés se debe utilizar un gen de referencia (House Keeping) cuya expresion no se
altere con el tratamiento utilizado en el experimento, regularmente se usa un gen
constitutivo. En este estudio se utilizdé el gen constitutivo p-actina, que de acuerdo
con reportes en la literatura no modifica su expresion con los tratamientos (Zipper et
al., 2004; Costa, 2004). En la técnica de PCR-TR, se recomienda la amplificacion de
fragmentos no mayores a 200 pb. Por lo anterior se disefaron los siguientes
oligonucledtidos para amplificacion de los genes de interés. Las secuencias de los
oligonucledtidos utilizadas para el gen Mstn fueron: oligonucleétido sentido TRMYQOS
5-AAG ACT CCT ACA ACA G-3" y oligonucleétido antisentido TRMYO3 5°-GTC
TTC ACA TCA ATA C-3'. Para el gen B-actina los oligonucleotidos que se utilizaron
fueron: oligonucledtido sentido TRACTS 5- ACT GTG CCC ATC TAT G -3" y
oligonucledtido antisentido TRACT3 5-AAC ATA GCA CAG CTT C-3'. Para el gen
Mstn los oligonucledtidos utilizados amplificaron un fragmento de 144 pb y para el
gen B-actina un fragmento de 174 pb. La temperatura 6ptima de hibridacion de los
oligonucledtidos se determind mediante un gradiente de temperatura (50°, 52°, 54° y
56°), seleccionando la temperatura a la cual se observé una banda unica para
eliminar las posibles interferencias. De los resultados de PCR en tiempo real se
realizé inicialmente una curva de calibracién (curva estandar) del numero de copias
del gen de actina que se generan del producto del PCR durante un numero de ciclos
determinado (C;). A partir de esta curva estandar se calcul6 el numero de copias del
gen de estudio (Mstn). La PCR fue realizada en el aparato Roto-Gene 3000 (Corbett
Research, Mortlake, NSW, Australia). Las reacciones fueron realizadas con 1 ul de
ADNc como molde, 6 pl gPCR SuperMix-UDG (Invitrogene), 1 pl de cada uno de los
oligonucleotidos (10 pmol), 1 pl de ROX (fluoréforo) y 2 ul de agua (estéril-
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desionizada) para un volumen final de 12 ul para cada reaccion. Las condiciones de
tiempo y temperatura utilizadas para las reacciones de PCR fueron: un primer ciclo
de 2 minutos a 50°C y 10 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de amplificacion (fase
de desnaturalizacion: 10 segundos a 95°C; fase de hibridacion de oligonucleétidos:
45 segundos a 52°C; fase de extension: 20 segundos a 72°C). La reaccidn finaliza
con un ciclo de 6 minutos a 72°C y 4 minutos a 6°C. La expresion del gen se calculd
usando el método Dcycle threshold (Dct), el cual es realizado de manera automatica
por el software del termociclador para determinar el umbral de amplificacion y
normalizado para el contenido de B-actina. Los resultados se expresaron como el
cociente del nivel de expresion del gen de estudio (Mstn) entre el nivel de expresion

del gen de referencia (B-actina).

5.5 Electroforesis en gel de agarosa.

5.5.1 Electroforesis del ARN.

El ARN total fue separado por electroforesis usando geles de agarosa. Los cuales
contenian agarosa al 1% (Invitrogen) y solucion Tris/borato/EDTA (TBE) 1X. Un
volumen de 1 pg de ARN total fue mezclado con un volumen apropiado de buffer de
carga (solucién de azul de bromofenol) y se aforé a 10 pl con agua destilada. Como
buffer de corrida se utilizoé solucién TBE 0.5X. Para tefiir el ARN, al buffer de corrida
se le agregaron 5 ul de bromuro de etidio a una concentracion de 10 ng/ml. Tras la
carga de ARN, la electroforesis se corri6 a 130 V en buffer TBE 0.5X durante 30
minutos. El gel resultante fue observado posteriormente bajo luz ultravioleta y
fotografiado con un equipo Eagle Eye Il (Stratford) para evaluar la integridad del ARN
de acuerdo a las bandas ribosomales (28S, 18S y 5S).

5.5.2 Electroforesis del DNA.

Dependiendo del tamario de los fragmentos de ADN amplificados por PCR y PCR en
tiempo real se usaron geles de agarosa conteniendo 0.8 o 1.5% de agarosa,
respectivamente y solucion TBE 1X. El producto de las PCR se mezclé con un
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volumen apropiado de buffer de carga (solucién de azul de bromofenol). Como buffer
de corrida se utilizé solucién TBE 0.5X. Para tefiir el ADN, al buffer de corrida se le
agregaron 5 ul de bromuro de etidio a una concentracion de 10 ng/ml. Tras la carga
del ADN, la electroforesis se corrid a 130 V durante 30 minutos para los productos de
amplificacion por PCR tradicional del gen Mstn y el gen B-actina. En el caso de los
fragmentos amplificados para la PCR en tiempo real, la electroforesis se corrid a
100 V durante 50 minutos. Los geles resultantes fueron observados posteriormente
bajo luz ultravioleta y fotografiados con un equipo Eagle Eye Il (Stratford) para su

analisis.
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Figura 9. Diagrama de flujo de la estrategia experimental. Metodologia para el anélisis de los cambios

en las fibras del musculo esquelético inducidos por glucocorticoides y su relacién con los niveles de

expresion del gen Mstn en ratas.
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6. RESULTADOS

6.1 Cambios en el peso corporal de las ratas durante el tratamiento con

dexametasona, triamcinolona o betametasona.

Los valores obtenidos del peso corporal de las ratas tratadas y del grupo control son
expresados en términos de la variacién del peso corporal con respecto al peso de los
animales al dia cero y son presentados en la Figura 10. En esta figura se puede
observar que el promedio de la variacion del peso corporal de las ratas del grupo
control aumenta diariamente durante todo el tratamiento, siendo este aumento
significativo desde el primer dia. Asimismo, los grupos de ratas tratadas con
triamcinolona y betametasona presentaron un perfil de ganancia de peso corporal
semejante al del grupo control. Por el contrario, el grupo de ratas tratadas con
dexametasona presentaron una disminucion del peso corporal, siendo esta

significativa desde el primer dia de tratamiento.

6.2 Efectos de dexametasona, triamcinolona o betametasona sobre el peso del

musculo gastrocnemio.

Al finalizar el tratamiento con GC se disectd el musculo gastrocnemio (que esta
formado principalmente por fibras de contraccién rapida) de las ratas tratadas vy
control, con el objeto de evaluar los efectos de los GC sobre la pérdida de masa
muscular. Para este fin, se determiné el peso del musculo gastrocnemio derecho de
cada rata y en la Figura 11 se presentan los promedios de cada grupo. Al hacer la
comparacion del peso promedio de los musculos de las ratas tratadas con los de las
ratas del grupo control, se observé que el peso del musculo gastrocnemio de las
ratas tratadas con dexametasona y triamcinolona presentaron una pérdida de masa
muscular, siendo este efecto mas marcado en las ratas que recibieron el tratamiento
con dexametasona. En relacidén al tratamiento con betametasona, se observo que
este no ejercié6 un cambio significativo en el peso del musculo gastrocnemio en

comparacién al grupo control.
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Figura 10. Diferencias en el peso corporal de las ratas durante el tratamiento con GC. Los pesos
corporales son presentados en gramos y los asteriscos representan el valor de significancia de p<0.01

comparado con el grupo control (prueba de Dunnett).
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Figura 11. Efecto de los GC sobre el peso (en gramos) del musculo gastrocnemio de ratas. Los
asteriscos representa el valor de significancia de p<0.05 en relacién al grupo control (prueba de
Dunnett).

I@B Vinicio Ortiz Tinoco 39 UMSNH



REGULACION POR GLUCOCORTICOIDES DEL GEN MSTN EN MUSCULO ESQUELETICO DE RATA

6.3 Efectos de los GC sobre el diametro y la distribucién de las fibras

musculares en el mdsculo gastrocnemio de rata.

Para analizar los posibles cambios morfologicos en las fibras musculares
desarrollados durante el tratamiento con dexametasona, triamcinolona vy
betametasona, se obtuvieron cortes transversales (de la parte media) de los
musculos gastrocnemios de las ratas tratadas y control. Los cambios morfolégicos
fueron visualizados utilizando la tincién de hematoxilina y eosina. En la Figura 12 se
muestra un corte representativo de cada uno de los tratamientos y del control.
Nuestros resultados muestran que en comparacion al grupo control, el tratamiento
con dexametasona provocd una marcada disminucion en el grosor de las fibras
musculares. Asimismo, se observaron algunos mionucleos en el espacio intercelular,
que muestran el proceso destructivo de las células musculares caracteristico en una
atrofia muscular. En el caso del tratamiento con triamcinolona, se observé un efecto
menor sobre el grosor de las fibras musculares, mientras que el grosor de las fibras
musculares de las ratas tratadas con betametasona fue muy similar al presentado

por el grupo control.

Un analisis mas detallado de los cortes histolégicos de los musculos gastrocnemios
mostro que en comparacion al grupo control, los musculos de las ratas tratadas con
dexametasona presentaron un incremento en el numero de fibras musculares de
menor grosor (fibras chicas) y un decremento en el niumero de fibras musculares de
mayor grosor (fibras grandes). Estos resultados son presentados en la Figura 13 en
forma de una grafica de distribucion de frecuencias en relacién al area de las fibras
musculares. Un analisis similar de los musculos de las ratas tratadas con
triamcinolona mostré un decremento en el numero de fibras grandes y un incremento
en el numero de fibras chicas, aunque estos cambios fueron de menor magnitud a
los presentados en los musculos de las ratas tratadas con dexametasona (Figura
14). En el caso del tratamiento con betametasona, este no provocd cambios
significativos en el grosor de las fibras musculares, presentando una distribucién de
las fibras musculares muy similar a la obtenida en el grupo control (Figura 15). Una
comparacion cuantitativa del efecto de los diversos tratamientos sobre la densidad de
fibras musculares (chicas y grandes) se presenta en la Figura 16.
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Figura 12. Cortes transversales del musculo gastrocnemio de ratas tratadas con GC. Tincion

hematoxilina y eosina, 20X.
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Figura 13. Distribucion de frecuencia de las fibras musculares de las ratas tratadas con

dexametasona.
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Figura 14. Distribucion de frecuencia de las fibras musculares de las ratas tratadas con triamcinolona.
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Figura 15. Distribucion de frecuencia de las fibras musculares de las ratas tratadas con

betametasona.
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Figura 16. Cambios en el numero de fibras musculares inducida por glucocorticoides. *p<0.05

comparado con el grupo control (prueba de Dunnett).
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6.4 Deteccion de la expresion del gen Mstn en el musculo gastrocnemio.

Una vez diseccionado el musculo gastrocnemio, se obtuvo el ARN total utilizando el
reactivo de TRIzol®, que se fundamenta en el método desarrollado por Chomczynski
y Sacchi (1987), pudiéndose observar las bandas ARN ribosomales caracteristicas
de los eucariontes (28s, 18s, 5s) (Figura 17). El ARN total extraido del musculo
gastrocnemio se utilizé para la deteccion de la expresion del gen Mstn, mediante la
utilizacion de las técnicas de RT-PCR. Mediante estas técnicas se amplificé un
fragmento 144 pb correspondiente a una region interna del gen Mstn, detectandose
la expresion del mismo en todos los tratamientos, los cuales son presentados en la
Figura 18 en los carriles 2-5. Los resultados muestran que la intensidad de la banda
correspondiente a la expresion del gen Mstn en el musculo de las ratas tratadas con
dexametasona y triamcinolona fue mayor que la observada en el grupo control,
mientras que la correspondiente al tratamiento con betametasona se puede apreciar

muy similar al grupo control.

6.5 Expresion diferencial del gen Mstn en respuesta a dexametasona,

triamcinolona y betametasona.

La expresion del gen Mstn en el musculo gastrocnemio de rata en respuesta al
tratamiento con GC (dexametasona, triamcinolona o betametasona) se cuantifico
mediante el uso de las técnicas de PCR-tiempo real y los resultados se presentan en
la Figura 19. El primer GC que se evalu6 fue dexametasona, este GC indujo un
incremento en la expresion del gen Mstn con relacion al grupo control, obteniendo
niveles de expresion seis veces mayores a las del grupo control. Asimismo, el
tratamiento con triamcinolona indujo un incremento en los niveles de expresion del
gen Mstn en relacion al grupo control, siendo este aumento de menor magnitud al
observado con dexametasona. Finalmente, el tratamiento con betametasona no
provocé cambios significativos en la expresion del gen Mstn en relacién al grupo

control.
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Figura 17. ARN total de musculo gastrocnemio de rata. Los tres carriles muestra el ARN total extraido
utilizando el reactivo de TRIzol® correspondientes a los tratamiento con GC, presentando las bandas

correspondientes al ARN ribosomal, caracteristicas de los eucariontes. Gel de agarosa al 1%, tefiido

con bromuro de etidio.

Mstn

Figura 18. Identificacion y amplificacion del gen Mstn mediante la técnica RT-PCR. Gel de agarosa al
2%, tefido con bromuro de etidio donde se muestra la amplificacion del gen Mstn a 25 ciclos. Carriles:

M) marcador 100 pb, 1) control, 2) dexametasona, 3) triamcinolona, 4) betametasona.
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Figura 19. PCR-tiempo real del gen Mstn. Nivel de expresion del gen Mstn inducida por los GC
dexametasona, triamcinolona o betametasona, a una concentracion de 1.53 uM/kg de peso/dia. Los
asteriscos representan el nivel de significancia de p<0.05 en comparacion al grupo control (prueba de

Dunnett).
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7. DISCUSION

La aplicacion terapéutica de los diversos farmacos esta siempre limitada por los
efectos colaterales que puede producir. Un claro ejemplo son los GC, cuyo uso
terapéutico como anti-inflamatorios e inmunosupresores se ha visto limitado en
buena medida por el desarrollo de atrofia muscular. Por ello, en el presente trabajo
se evaluaron los efectos de diferentes GC sobre el musculo esquelético de rata,
observando que las diferencias entre las estructuras de los GC, son un factor
determinante que modula de manera importante sus efectos sobre el musculo

esquelético.

7.1 Cambios en el peso corporal de las ratas.

El incremento en el peso corporal es un proceso biologico normal en animales que
estan en etapa de crecimiento. En el presente trabajo se utilizaron ratas jovenes (8-9
semanas) que estan en pleno desarrollo, por lo que era de esperarse lo observado
en el grupo de ratas control en donde se obtuvo un incremento diario del peso
durante todo el tratamiento. La magnitud del incremento observado es similar a la

reportada en la literatura para animales de la misma edad y cepa (referencia).

Los grupos de ratas tratadas con triamcinolona y betametasona presentaron un perfil
de ganancia de peso semejante al del grupo control, mientras que el grupo de ratas
tratadas con dexametasona presentaron una disminucion del peso, siendo esta
significativa (con respecto al control) desde el primer dia de tratamiento. En cuanto al
efecto de la dexametasona, algunos estudios sugieren que la administracion de este
GC pueden provocar una disminucion en la ingesta de alimentos (Savary et al.,
1998). Por el contrario, otros estudios han mostrado que la dexametasona y la
corticosterona detienen el crecimiento sin provocar una disminucion en la ingesta de
alimentos (Huang et al., 1998, 2000; Ma et al., 2003). En nuestro caso, la
disminucién en el peso de los animales tratados con dexametasona no es atribuible a
una disminucién en la ingesta de alimento, ya que no se observaron diferencias

significativas en la cantidad de alimento ingerido durante los dias de tratamiento.
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El tratamiento con triamcinolona (0.6 mg/Kg de peso corporal) no disminuyo la tasa
de crecimiento de las ratas. Aunque no existen trabajos similares con que comparar
este resultado, se ha reportado que a dosis de 8 mg/Kg, que es una dosis 13 veces
mayor a la utilizada en esta tesis, la triamcinolona detiene el crecimiento sin provocar
una disminucion en el peso corporal, mientras que a dosis superiores la
triamcinolona provoca una pérdida de peso corporal (Sterling et al., 1982). Si bien se
puede observar que la triamcinolona, a diferencia de la dexametasona, no provoca
pérdida de peso corporal es preciso sefialar que la potencia farmacoldgica
antiinflamatoria de la triamcinolona es 5 veces menor que la de la dexametasona por
lo que clinicamente es necesario utilizar mayores concentraciones de triamcinolona
que de dexametasona. Sin embargo, basandonos en el trabajo de Sterling et al.,
(1982) podriamos esperar que a concentraciones farmacoldgicas equipotentes la
triamcinolona provocara un menor efecto que la dexametasona sobre el peso
corporal. Finalmente, la betametasona (que tiene una potencia GC similar a
dexametasona) no solo no provocé una disminucién en el peso corporal de las ratas
sino que por el contrario provocd una ganancia de peso similar a la del grupo control.
Estos resultados estan de acuerdo con estudios en humanos que han reportado que
la betametasona provoca un aumento en el apetito y en el peso corporal (Bouni et al.,
2006).

7.2 Evaluacion de los efectos de los glucocorticoides sobre el musculo

esquelético.
7.2.1 Peso del musculo gastrocnemio.

El efecto de los glucocorticoides sobre el musculo esquelético se traduce como
pérdida de masa muscular que esta relacionada con una disminuciéon en el peso
corporal (Ma et al., 2003).

Para determinar si los efectos de los tratamientos con GC (dexametasona,
triamcinolona y betametasona) observados en el peso corporal de las ratas se
reflejaba con un efecto sobre el musculo esquelético, el musculos gastrocnemio

derecho de las ratas tratadas y las ratas control, se disectaron y se pesaron. Los
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resultados mostraron que el tratamiento con dexametasona provocé cambios en el
peso de los musculos gastrocnemios de las ratas reduciendo la masa muscular
aproximadamente en un 30% en relacion al peso del musculo de las ratas control.
Esta pérdida de masa muscular correlaciona con la disminucién (del 28%
aproximadamente) en el peso corporal observada en las ratas tratadas con
dexametasona. Estos resultados estan de acuerdo con estudios en ratas que han
reportado que el tratamiento con dexametasona provoca una pérdida de masa
muscular y que esta pérdida esta relacionado con una disminucion en el peso
corporal de las ratas (Ma et al.,, 2003). Asimismo, otros estudios han mostrado
también que la dexametasona provoca una reduccion en la masa del musculo
gastrocnemio, asi como en el tibial anterior (Gilson et al., 2007). Varios estudios han
reportado que esta pérdida de masa muscular es caracterizada por una depresién en
la sintesis de proteinas y un aumento en la degradacion de proteinas musculares
provocando una reduccion de masa muscular (Lecker et al., 1999; Shah et al., 2000;
Schakman et al., 2005).

El tratamiento con triamcinolona provocé una reduccion en la masa del musculo
gastrocnemio aproximadamente del 8% en relacién a la presentada por el grupo
control. Por otra parte, el tratamiento con betametasona no provocé una pérdida de
masa muscular en comparacién al peso del musculo gastrocnemio del grupo control.
Se han reportado estudios donde el tratamiento con betametasona no provoca
cambios en la masa de musculos conformados por fibras de contraccién lenta o tipo
1 (por ejemplo musculo soleo) ni en musculos conformados por una mezcla de fibras
musculares de tipo 1 y 2 (contraccion lenta y rapida) como es el musculo
gastrocnemio, aunque si causa un incremento en la degradacién de proteinas
musculares, sugiriéndose que debe haber un mecanismo compensatorio (Clark et al.,
1979).

7.2.2 Cambios en el tamarfio de las fibras musculares.

El musculo esquelético en mamiferos presenta un gran potencial adaptativo, el cual
resulta de la capacidad de las fibras musculares para ajustar sus propiedades

metabdlicas, funcionales y moleculares en repuesta a diferentes condiciones
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ambientales, como es el aumento en los niveles de GC enddgenos o la
administracion de GC exdgenos. Los GC provocan un cambio en el metabolismo de
las proteinas musculares viéndose principalmente afectado el contenido de proteinas
miofibrilares, lo que se traduce en una disminucion en el diametro de las fibras
musculares. De ahi que uno de los objetivos de este estudio fue determinar los
cambios morfologicos inducidos por diferentes GC en las fibras musculares del
musculo gastrocnemio de rata. Para evaluar estos cambios morfolégicos se midio el
area de la seccion transversal de las fibras musculares, asi como el numero de fibras
por area analizada. Los resultados mostraron que el tamano de las fibras del
musculo gastrocnemio de las ratas tratadas con dexametasona disminuyo6 en un 33%
provocando un desplazamiento de la distribucion de frecuencia de las fibras
musculares hacia las fibras de menor tamafo en comparacion a la distribucion
presentada por el grupo control; es decir, la dexametasona produjo un aumento en el
numero de fibras de menor tamafo en detrimento del numero de fibras de mayor
tamano. Este efecto observado concuerda con lo reportado por Shakman et al.
(2008), quienes encontraron que la dexametasona (100ug/kg de peso corporal/7
dias) provoca una disminucion en el tamano de las fibras musculares en un 20%.
Adicionalmente, varios estudios han demostrado que la disminucion en el tamafo de
las fibras musculares causada por la dexametasona se debe a que ésta induce de
manera selectiva la degradaciéon de la miofibrilla MyHC (cadena pesada de miosina)
(Chromiak y Vandenburgh, 1992; Clarke et al.,, 2007). De acuerdo a estas
observaciones nuestros resultados indican que la disminucion en el tamafo de las
fibras musculares, inducido por dexametasona, se traduce en una pérdida de masa

muscular y finalmente en una disminucién en el peso corporal.

El tratamiento con triamcinolona, al igual que el de dexametasona, provocé una
disminucion (14%) en el tamano de las fibras musculares y un desplazamiento en su
distribucion en comparacion al grupo control, disminuyendo el numero de fibras de
mayor tamafo y aumentando el numero de fibras de menor tamafio. Sin embargo los
efectos provocados por triamcinolona fueron de menor magnitud a los observados
con dexametasona. En contraste a nuestros resultados, estudios realizados por

Hatakenaka et al., (2006) en conejos, mostraron que la triamcinolona provoca una
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disminucién en el tamafo de las fibras del musculo gastrocnemio (27%), sin
embargo, es preciso sefalar que en ese estudio se usaron concentraciones de
triamcinolona mas altas a las utilizadas en el presente trabajo (3 mg/kg de peso vs.
600 ug/kg de peso), asi como un periodo mayor de tratamiento (10 dias vs. 5 dias).
Con respecto al tratamiento con betametasona, este no provocé cambios
(disminucion) significativos en el tamafo de las fibras musculares, presentando una
distribucion de frecuencia de las fibras muy similar a la obtenida con el grupo control.
El ligero incremento en el numero de fibras de menor tamafo en detrimento de las
fibras de mayor tamafio provocados por betametasona, posiblemente se deba a una
disminucién en el tamafio de algunas fibras musculares de contraccion rapida
presentes en el musculo gastrocnemio, que segun reportes en la literatura son

afectadas mayormente por GC (Clark et al., 1979).

7.3 Andlisis de la expresiéon del gen Mstn en el musculo gastrocnemio.
7.3.1 Deteccion de la expresion del gen Mstn.

Para poder analizar la expresioén del gen Mstn en el musculo gastrocnemio se realizo
primero la deteccién del gen en el musculo esquelético. Como se muestra en la
figura 18 (carril 2, correspondiente al grupo control) se observa claramente una
banda de 144 pb que corresponde al peso molecular esperado para el fragmento
interno del gen Mstn amplificado. La deteccion del gen Mstn en el presente trabajo de
tesis se realizé en el musculo esquelético de ratas jovenes, que se encuentran en
etapa de crecimiento, corroborando lo reportado en varios trabajos que indican que el
gen Mstn se expresa en el tejido muscular, no solo durante el desarrollo embrionario
pero también después del nacimiento (Gonzalez-Cadaviz et al., 1998; Grobet et al,,
1997; Kocamis et al., 2002; Shaoquan et al., 1998).

7.3.2 Andlisis de la expresiéon del gen Mstn en respuesta a los GC.

Muchos tipos de atrofias del musculo esquelético van acompafadas por un cambio

en la expresion del gen de la miostatina (Lecker et al., 2004; Durieux et al., 2007). De
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ahi que otro de nuestros objetivos fue evaluar la expresion del gen Mstn en la atrofia

muscular inducida por GC.

La cuantificacion mediante PCR-Tiempo Real de la expresion del gen Mstn en el
musculo gastrocnemio, mostré que el tratamiento con dexametasona incrementa la
expresion del gen 5.8 veces en relacion al nivel de expresion presentado por el grupo
control. Estos resultados estan de acuerdo con estudios que reportan que la
dexametasona provoca un incremento en la expresion del gen Mstn en el musculo
gastrocnemio de rata (Ma et al.,, 2003) y apoyan la propuesta de que la atrofia
muscular inducida por dexametasona se debe en gran parte a un incremento en la

expresion de miostatina (Gilson et al., 2007).

El tratamiento con triamcinolona, al igual que el de dexametasona, incrementa la
expresion del gen Mstn. Sin embargo este incremento fue solo de 2 veces en
relacion al grupo control, es decir, que en concentraciones equimolares la
triamcinolona es menos potente para incrementar la expresion del gen Mstn en

musculo gastrocnemio de rata.

La betametasona mostré un efecto sobre la expresion del gen Mstn diferente al de
los dos GC descritos anteriormente, ya que aunque incremento la expresion del gen,
este incremento no fue significativo en relacion al grupo control. La betametasona es
un diasteromero de la dexametasona, es decir, son esteroisomeros que se
diferencian solo en el arreglo espacial en torno al carbono (quiral) de la posicion 16
(Figura 7). Nuestros resultados enfatizan la importancia de la quiralidad, en este
caso, la diferencia del arreglo espacial entre las moléculas de betametasona y
dexametasona resultdé en una diferencia en la magnitud (potencia) de la induccién de
la expresion del gen Mstn. Esto implica que este centro quiral podria estar
participando (influyendo) en forma determinante en la interaccion GC-receptor-ADN
necesaria para modular la expresién del gen Mstn, cosa que no sucede en el caso
del efecto antiinflamatorio en donde la betametasona y la dexametasona son

equipotentes.

I@B Vinicio Ortiz Tinoco 52 UMSNH



REGULACION POR GLUCOCORTICOIDES DEL GEN MSTN EN MUSCULO ESQUELETICO DE RATA

7.4 Consideraciones generales.

El gen Mstn se ha relacionado con el desarrollo de la atrofia del musculo esquelético
observada como un efecto secundario en varias enfermedades, asi como durante el
tratamiento con GC ya que se ha reportado que los niveles de expresion del gen
Mstn estan incrementados en el musculo atrofiado (Baumann et al., 2003; Gonzales-
Cadavid et al., 1998; Mallidis et al., 1999; Ma et al., 2003; Zimmers et al., 2002). De
acuerdo con otros estudios, los resultados de este trabajo muestran que la
administracion de dexametasona durante 5 dias es suficiente para provocar una
disminucién significativa en el peso corporal de los animales, una disminucion
significativa en el peso del musculo gastrocnemio, asi como un incremento
significativo en los niveles de expresion del gen Mstn en el musculo gastrocnemio
(Seene, 1994; Goodlad y Clark, 1991; Ma et al., 2003; Gilson et al., 2007). El
tratamiento con dexametasona también indujo una disminucién en el area transversal
de un gran numero de fibras musculares, lo que resulté en un aumento en el numero
de fibras de menor tamafio y en una consecuente disminucion de las fibras de mayor

tamano del musculo gastrocnemio.

El tratamiento con triamcinolona, provocé un menor incremento en la expresion del
gen Mstn que dexametasona y aunque este incremento no se reflej6 en una
disminucién en el peso corporal de las ratas tratadas, si se presenté una reduccion
ligera pero significativa en la masa del musculo gastrocnemio y en el tamafio de las
fibras musculares. Estas observaciones nos sugieren que la triamcinolona y la
dexametasona, aun cuando difieren en potencia, usan un mecanismo similar

(induccidn de la expresion del gen Mstn) para producir atrofia muscular.

Finalmente, el tratamiento con betametasona solo provocé un ligero aumento no
significativo en la expresion del gen miostatina, el cual no se reflejo en cambios sobre
el peso corporal ni en una pérdida de masa del musculo gastrocnemio. Estos
resultados discrepan de los obtenidos con su diasteromero dexametasona,
sugiriendo que las diferencias en la estructura (quiralidad), son un factor

determinante en cuanto al efecto sobre la expresion del gen Mstn de los GC.
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En resumen, los resultados del presente trabajo indican que el nivel de expresion del
gen Mstn provocado por un GC depende, de manera determinante, de su estructura.
Asimismo, que el grado de atrofia muscular que produce un GC esta correlacionado
con los niveles de expresidon del gen Mstn que induce. Es decir, que una induccion
fuerte de la expresion del gen Mstn provoca un grado de atrofia muscular
considerable, mientras que una induccidén del gen pequefa (no significativa) podria

no tener efectos (atréficos) sobre el musculo.
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8.- CONCLUSION
Los resultados obtenidos en el presente trabajo, permiten concluir que:
El nivel de expresion del gen Mstn en musculo esquelético de rata depende del GC

empleado, existiendo una relaciéon directa entre el grado de atrofia muscular inducido

y el nivel de expresion del gen Mstn.
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9. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos en esta investigacion nos indican que existe una relacion
directa entre el grado de atrofia muscular inducido por los GC y el nivel de expresion
del gen Mstn. Por ello, es importante la busqueda de otros GC que al igual que la
betametasona presenten minimos efectos sobre la expresion del gen Mstn y

probablemente menores efectos atroficos sobre el musculo esquelético.

A nivel molecular seria importante estudiar como las diferencias en la estructura de
los GC influyen sobre la conformacion del receptor o sobre el complejo receptor-DNA

para poder explicar las diferencias en la regulacion génica.

Por otra parte, también seria importante investigar los efectos de triamcinolona sobre
los niveles de expresion del gen Mstn, a dosis equipotentes en relacion a

dexametasona.

Debido a que el uso terapéutico de los GC en algunas enfermedades que se
presentan a edades avanzadas (como artritis reumatoides, colitis ulcerosa) seria
interesante determinar el efecto que diversos GC tienen sobre los niveles de

expresion del gen Mstn y la produccion de atrofia muscular en ratas de mayor edad.
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