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RESUMEN

El musculo esquelético es capaz de responder a hipoxia asi
como a ejercicio mediante cambios en la expresién génica. Los
mecanismos tempranos implicados en las respuestas adaptativas
inducidas por hipoxia en miusculo esquelético son poco conocidos.
En esta tesis se abordé principalmente el estudio de la activacién
de las MAP quinasas ERK1/2 vy la posible participacién del calcio en
esa activacion, como parte de los eventos iniciales que llevan a
cambios en la expresién génica en células musculares sometidas a
hipoxia. Cultivos primarios de musculo esquelético de rata fueron
expuestos a hipoxia (1-2% 0O;) en un medio fisicldgico por tiempos
de 10 hasta 60 min. La fosforilacion de ERK1/2 fue determinada
por Western blot. La participacion de calcio en la activacién de la
fosforilacion de ERKs fue determinada exponiendo las células a
hipoxia en ausencia de calcio externo, o en presencia de nifedipina,
un inhibidor de los canales de calcio tipo L, o de ryanodina para
bloquear la liberacién de calcio desde depésitos intracelulares
mediada por receptores de ryanodina. Se evaludé ademas la
participacidén de ROS utilizando N-acetilcisteina. De manera

preliminar estudiamos la activacion de la transcripcion dependiente
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de NF-kB y NFAT en respuesta a hipoxia utilizando ensayos de
genes reporteros.

La fosforilacion de ERK1/2 aumentdé en forma transitoria,
aumentando 2 veces respecto al controf a los 29-30 min. de
exposicidon a hipoxia. La ausencia de calcio externo asi como la
presencia de nifedipina, ryanodina o N-acetilcisteina bloguearon
parcialmente el aumento de la fosforilacion de ERK1/2 inducido por
hipoxia. La combinacién de la ausencia de calcio externo y la
presencia de ryanodina eliminé completamente este aumento. De
estos resultados se puede concluir que el aumento de la
fosforilacidon de las ERKs inducida por hipoxia es totalmente
dependiente de calcio.

La hipoxia activo la transcripcién dependiente de NF-«kB y
NFAT en 5 y 11 veces, respectivamente. Estos factores de
transcripcion son dependientes de calcio en musculo esquelético
estimulado por despolarizacién, lo cual hace necesario estudiar la

regulacién por calcio de ambos factores frente a hipoxia.
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SUMMARY

In many cell systems, the response to hypoxia is a complex
event involving the regulation of multiple signaling pathways and
the coordinated expression of conceivably hundreds of genes.
Skeletal muscle responds to hypoxia, exercise or electrical
stimulation with changes in the expression of structural proteins
and enzymes of the energetic metabolism, but the mechanisms
involved in hypoxia-induced gene expression remain to be clarified.
Accordingly, the aim of this work was to study the early events that
lead to changes in gene expression in skeletal muscle cells in
response to hypoxia, mainly the possible role of calcium in eliciting
these changes. Primary cultures of rat skeletal muscle cells were
exposed at room temperature to hypoxic conditions (1-2% O3) for
10 to 60 min and ERK1/2 phosphorylation was determined by
Western blot analysis. The role of calcium was assessed by
exposing cells to hypoxia in the absence or presence of
physiological external calcium, or by using cells pre-incubated with
nifedipine (an L-type calcium channel biocker), ryanodine (to
inhibit calcium release through RyR channel from the sarcoplasmic
reticulum) or N-acetylcisteine (a membrane permeant reducing

agent). Transcription mediated by NF-kB and NFAT was assessed
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with [uciferase reporter genes, measuring the luminescence of cell
lysates. ERK 1/2 phosphorylation increased two-fold after 10-30
min of cell incubation under hypoxic conditions, and decreased
thereof reaching basal levels at 1 h. Pre-incubation with ryanodine,
nifedipine or N-acetylcisteine, or external calcium removal, partially
reduced hypoxia-induced ERK1/2 activation. Yet, in cells pre-
incubated with ryanodine, external calcium removal completely
prevented the ERK1/2 phosphorylation increase induced by
hypoxia. It has been reported that depolarization of skeletal muscle
activates the transcription factors NF-kB and NFAT via calcium-
dependent signals. Likewise, we obtained preliminary results
indicating that hypoxia activated transcription mediated by NF-«kB
and NFAT by 5- and 11-fold, respectively. Our results suggest that
the increased ERK1/2 phosphorylation induced by exposing skeletal
muscle cells in primary culture to hypoxia requires both calcium
entry and sarcoplasmic reticulum calcium release and that is totally

dependent on calcium.
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INTRODUCCION

El tejido muscular tiene la capacidad de responder con
cambios tanto en estructura como en funcidn, a estimulos gue
modifican su actividad contractil tales como ejercicios de
resistencia, estimulacién eléctrica y denervaciéon, como también a
estimulos que actian sobre la carga muscular como microgravedad
y entrenamiento muscular de sobrecarga. Ademds, factores
ambientales, tal vez menos estudiados, pero no menos importantes
como la hipoxia y el estrés térmico, influyen sobre el musculo
esquelético induciendo cambios adaptativos.

Las células de mamiferos requieren de un aporte constante
de oxigeno para mantener una adecuada produccion energética
que asegure un normal funcionamiento y la sobrevivencia celular.
Un evento de hipoxia, que corresponde a la disminuciéon en el
aporte de oxigeno a nivel tisular o cuando la demanda de oxigeno
de un tejido en particular excede el suministro del mismo, puede
ser visto como una condicién de estrés ambiental ante la cual los
organismos tienen la capacidad de adaptarse (Hoppeler y Vogt,
2001b; Laderoute y col., 2002). En seres humanos sometidos a

bajas concentraciones de oxigeno durante una ascensién a los




Himalayas, se ha encontrado una disminucion del area de seccion
transversal muscular y de la densidad mitocondrial (Hoppeler y
col., 1990; Hoppeler y col., 2003). El entrenamiento fisico en
condiciones de hipoxia intermitente puede inducir un aumento en la
transferencia de oxigeno a las mitocondrias, debido a incrementos
tanto del lecho capilar muscular como del contenido muscular de
mioglobina (Fluck y Hoppeler, 2003; Vogt y col., 2001). A su vez el
entrenamiento muscular de resistencia bajo condiciones de hipoxia
produce cambios en el metabolismo muscular aumentando Ila
oxidacién de carbohidratos, este cambio es inducido por activaciéon
de enzimas glicoliticas (Wenger y Gassmann, 1997; Vogt y col,,
2001).

Los cambios en la expresion génica mediados por hipoxia, en
diferentes tejidos, tales como musculo cardiaco, endotelio vascular
y rifion, son relativamente conocidos. Sin embargo, los cambios en
la expresion geénica en musculo esquelético como consecuencia de
la hipoxia han sido poco estudiados. Por esta razén es que
consideramos interesante estudiar los fendmenos de regulacién de
factores transcripcionales bajo condiciones de hipoxia en células de
musculo esquelético de rata en cultivo primario. En este modelo
celular se conoce que la despolarizacion, inducida por altas
concentraciones de potasio extracelular, resulta en aumento de la

expresion de genes tempranos y que el calcio juega un rol




fundamental en este proceso (Carrasco y col., 2003). Este cambio
en la expresion génica involucra la sefializaciéon por quinasas de la
via ERK (Carrasco y col., 2003), que a su vez dependen de caicio
para su activacion. Dado que la via ERK activa varios factores
transcripcionales y que es a su vez activada en numerosos
procesos que inducen cambios en expresion génica, en esta tesis
se ha abordado el estudic de la activacién de ERKs mediada por
hipoxia y su dependencia de calcio.

Se ha demostrado en numerosos tipos celulares que durante
episodios de hipoxia la induccion de genes requiere en su mayoria
de respuestas transcripcionales mediadas por el factor de
transcripcion 1 inducido por hipoxia (HIF-1), el cual es un
heterodimero que es estabilizado en condiciones de hipoxia. Muy
importante para esta tesis es que en diferentes estudios se ha visto
que la respuesta celular frente a hipoxia implica cambios en los
niveles de calcio intracelular, ya sea aumento o disminucién. Frente
a un aumento del calcio, se ha descrito la activacion de diversas
vias de sefializacion intracelular. Estos y otros antecedentes seran

desarrollados a continuacion.

Factor inducido por hipoxia 1 (HIF-1)
HIF-1 es una de las moléculas mas importantes implicadas en

la respuesta de células de mamiferos frente a hipoxia, controlando




la expresidn de varios cientos de genes en respuesta a este
estimulo ambiental (Adhikary y col., 2000; Fiuck y Hoppeler, 2003;
Toescu, 2004; Wenger y col.,, 2005), que incluyen genes
relacionados a vascularizacién y angiogénesis, eritropoyesis y
metabolismo del hierro, metabolismo de glucosa y sobrevivencia
celular (Bracken y col., 2003; Soucek y col., 2003). En musculo
esquelético humano se ha demostrado induccién del mRNA de HIF-
lo. después de entrenamiento de resistencia de alta o baja
intensidad en condiciones de hipoxia, (Vogt y col., 2001). Estos y
otros resultados en musculo (Hoppeler y Vogt, 2001a; Hoppeler y
Vogt, 2001b; Hoppeler y col., 2003; Ventura y col., 2003; Vogt y
col., 2001) sugieren que ademas del estimulo mecénico (contractil)
la hipoxia también es responsable de algunas adaptaciones
musculares. En esta tesis utilizamos el nivel de expresién de HIF-
la como control de la condicidn experimental de hipoxia.

HIF-1 es un heterodimero que posee dos subunidades: la
subunidad alfa (HIF-a) con tres isoformas (HIF-1qa, HIF-2¢, HIF-3q)
que se acumula durante hipoxia, y la subunidad beta (HIF-18) que
estd expresada constitutivamente (Figura 1) (Wang y col., 1995;

Wenger y col., 2005).
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Las subunidades o y B del factor de trascripcion inducible por hipoxia
(HIF-1). Ambas subunidades comparten caracteristicas estructurales,
contienen un dominio basico hélice-vuelta-hélice (bHLH) y un dominio
PAS (PER, ARNT, SIM). El dominio bdsico y el extremo carboxilo del
dominio PAS son requeridos de manera especifica para la unién al DNA
de HIF-1, en tanto que el dominic HLH y el extremo amino del dominio
PAS son responsables de la formacién del heterodimero HIF-1a/HIF-1§
que tiene la capacidad de reclutar a los coactivadores transcripcionales
p300 y a la proteina CBP que se une a CREB (p300/CBP) uniéndose asi al
DNA en secuencias especificas llamadas elementos de respuesta a

hipoxia (HRE). Figura tomada y modificada de Hopfl y col., 2004.

En condiciones de normoxia, HIF-1 se degrada rapidamente
por lo que no se une al DNA y por tanto, no se expresan los genes
inducibles por hipoxia (Figura 2). Durante periodos de hipoxia o en
presencia de quelantes de hierro, se inhibe la degradacién de HIF-
la, que se acumula rapidamente en el nicleo (Jiang y col., 1996;

Jewell y col., 2001).
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Figura 2.

Mecanismo de degradacion de HIF-1: En normoxia, HIF-1a is prolil-
hidroxilada en 2 residuos de prolina (Pro 402 y Pro 564) promoviendo la
unién de la protefna supresora de tumores von Hippel-Lindau (VHL) y su
posterior degradacién via proteosoma (Bruick y McKnight, 2001; Toescu,
2004; Wenger y col., 2005) en tanto la hidroxilacion del residuo de
asparragina 803 en el dominio de transactivacion impide la unién del
coactivador CBP/p300. En condiciones de hipoxia HIF-1a es fosforilada y
trasloca al nucleo en donde dimeriza con HIF-1p, formande HIF-1
reclutando varios coactivadores, regulando asi la expresion de genes

sensibles a hipoxia (figura tomada y modificada de Hopfl y col., 2004).




Sefializacién mediada por calcio e hipoxia

La sefializacion mediada por calcio desempeiia un importante
papel en la regulacion de una amplia variedad de procesos
celulares basicos tales como fertilizacién, adhesion, movilidad,
proliferacién y muerte celular (Berridge y col., 2000; Carafoli,
2002; Petersen, 2002). Su papel en la mediacién de procesos
celulares adaptativos que involucran cambios en la expresion
génica estd ampliamente estudiade (Bootman y col.,, 2002;
Carafoli, 2002; Berridge y col., 2003; Dolmetsch, 2003).

En el dltimo tiempo el calcio ha sido implicado en la
mediacion y regulacién de la respuesta a hipoxia en varios tipos
celulares (Toescu, 2004). Durante la fase aguda de la respuesta
hipdxica en varios tipos celulares, tales como musculo liso
pulmonar, células tipo I del cuerpo carotideo y células PC12, se ha
visto un aumento de la concentracidon de calcio intracelular que
requiere de calcio extracelular (Seta y col., 2004). Las células PC12
sometidas a hipoxia exhiben una rapida respuesta de
despolarizaciéon de membrana, mediada por la inhibicion de canales
de potasio sensibles a oxigeno (Kv 1.2), lo que induce ia activacion
de canales de calcio dependientes de voltaje y el aumento del
calcio intracelular (Seta y col., 2004). Tanto en células tipo 1 del
cuerpo carotideo como en células PC12, el incremento del calcio

intracelular inducido por hipoxia es inhibido por bloqueo



farmacolégico de canales de calcio voltaje-dependientes (Seta y
col., 2004).

Después de dos horas de exponer a hipoxia células
endoteliales o neuronas se ha observado un aumento significativo
del calcio intracelular, que proviene de calcio liberado de depdsitos
intracelulares via el receptor de ryanodina (RyR) (Salnikow y col,,
2002). Se han reportado resultados diferentes en cardiomiocitos
aislados de ratas tratadas crénicamente con hipoxia por periodos
de 21 a 28 dias (Pei y col., 2003), en los cuales la hipoxia induce
una marcada disminucion de las sefiales transitorias de calcio
inducidas por cafeina (activador de RyR) respecto a los
cardiomiocitos aislados desde los animales control (Pei y col.,
2003; Pei y col., 2000). Se determind que en estas condiciones el
contenido de calcio en el reticulo sarcoplasmatico (RS) de los
cardiomiocitos estaba disminuido como consecuencia de una
supresion significativa tanto de la recaptacion de calcio, via bomba
de calcio del reticulo sarco(endo)plasmico (SERCA), como de la
liberacién del mismo a través del RyR. Cabe destacar que la
expresion de la SERCA se encontré claramente disminuida en esta
condicién de hipoxia crénica, en cambio los niveles de expresién
de! RyR no sufrieron ningln cambio, sugiriendo que la reduccién

del contenido de calcio al interior del reticulo sarcoplasmatico en




hipoxia crénica conlleva una disminucion en la liberacion de calcio
via RyR (Pei y col., 2003).

La regulacidon de la expresién génica por calcio es un proceso
complejo, regulado por mecanismos citosolicos y/o nucleares que
decodifican la especificidad de las sefales de calcio en términos de
amplitud, frecuencia, duracién y oscilaciones ademas de sus
propiedades espaciales (Dolmetsch y col., 1997; Dolmetsch y col.,
1998; Petersen, 2002; Lewis, 2003). A nivel transcripcional se han
delineado al menos tres mecanismos mediante los cuales el calcio
regularia el proceso de expresion génica: a) activacion de cascadas
que llevan a fosforilaciones y desfosforilaciones que modifican las
propiedades transactivantes de factores de transcripcion o afectan
la estructura del nucleosoma, b) Iinteracciones proteina-proteina
entre los sensores de calcio y factores de transcripcién, ¢) cambios
inducidos por calcio en las propiedades de unién de los sensores de

calcio a sitios especificos en el DNA (Mellstrém y Naranjo, 2001).

Seiializacién via MAP quinasas y su relacion con hipoxia

Las celulas son capaces de responder a sefiales extracelulares
transmitiéndolas al medio intracelular para coordinar respuestas
adecuadas. Entre las vias de sefializacion usadas para transducir
dichas sefales se encuentra la cascada de sefializacion de proteinas

quinasas activadas por mitdgenos (MAPK). Estas son una




superfamilia de proteinas quinasas que se encuentran en todas las
células eucariéticas y estan implicadas en multiples funciones
celulares tales como, respuesta al estrés, sobrevivencia,
proliferacién, diferenciacién y migracion celular (Figura 3) (Cowan y

Storey, 2003; Nishimoto y Nishida, 2006).
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Figura 3.

Existen tres familias principales de proteinas quinasas en mamiferos, las
extracellular signal-regulated protein kinases (ERKs), las c-Jun N-terminal
kinases o stress-activated protein kinases (JNK/SAPK) y la familia de las
p38. Estas proteinas citosolicas tienen actividad serina/treonina quinasa y
pueden traslocar al nucleo y activar genes de respuesta temprana.
Algunos estimulos extracelulares como factores de crecimiento o
condiciones de estrés ambiental inducen la activaciéon secuencial de MAPK
quinasa quinasa (MAPKKK), MAPK quinasa (MAPKK) y MAPK (Cowan vy
Storey, 2003).




La activacion de ERK1/2 promueve la fosforilacion de muchos
sustratos diversos y dependiendo del estimulo inicial de la cascada,
se han identificado factores transcripcionales tales como Elk1, Etsi,
Sapla, c-Fos, SRC-1, MEF2, STAT3 y c-Myc, y proteinas quinasas
tales como ribosomal S6 kinase (RSK), MAPKAP-1 y MSK,

Hay antecedentes sobre la participacion de las tres vias de
MAP quinasas regulando la expresion de genes por hipoxia (Seta y
Millhorn, 2004). En células PC12 la hipoxia promueve la fosforilacion
de p38 o y p38 y asi como también la fosforilacion en residuos de
tirosina de p42/p44 (ERK 1/2); en cambio la via JNK no es
activada. En células MCF7 Jla hipoxia induce la activacion de
JNK/SAPK pero no de ERKs (Mottet y col., 2002).

La proliferacion inducida por hipoxia en fibroblastos
vasculares involucra las ERKs (Seta y col.,, 2004) asi como la
estimulacion de la expresion del factor de crecimiento endotelial
(VEFG) que resulta en aumento de vascularizacién (angiogénesis)
en tumores (Bracken y col., 2003; Seta y Millhorn, 2004). Ademas,
se requiere de ERKs para la transactivacién por hipoxia del
complejo HIF-1 en células microvasculares endoteliales humanas 1
(HMEC-1) (Minet y col., 2000) y en células HepG2 (Mottet y col.,
2003). Asimismo, la activacion de las 3 vias de MAPKs ha sido
asociada con efecto cardioprotector en células cardiacas después

de hipoxia, precondicionamiento e isquemia (Seta y col., 2004).
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La actividad fisiolégica celular en general, y la hipoxia en
particular, induce la formacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Davis y col., 1998; Yermolaieva y col., 2000; Toescu, 2004;
Zuo y Clanton, 2005). Los ROS pueden modular la sefalizacién
intracelular a través de modificacion redox de diversas proteinas,
las que son estimuladas o inhibidas por esta modificacién. Entre las
proteinas blanco de modificacion redox se encuentran canales
idbnicos como el RyR, proteina quinasas, proteina tirosina
fosfatasas, factores de transcripcién (Rhee y col.,, 2000; Droge,
2002; Fill y Copelio, 2002; Chiarugi y Cirri, 2003; Bultynck y col.,
2004).

Tanto el ejercicio como la hipoxia, la isquemia-reperfusién, la
angiotensina II o la estimulacidn eléctrica promueven la generacion
de ROS en miusculo esquelético (McArdle y col.,, 2001; Reid y
Durham, 2002; Silveira y col., 2003; Wei y col., 2006; Zuo y
Clanton, 2005), y se ha demostradc que el anidn superoxido se
forma efectivamente en miocitos y no en otras células presentes en
el tejido muscular (McArdle y col., 2001).

Llas ROS celulares incluyen oxigeno molecular, anion
superoxido, peréxido de hidrégeno (H.0:) y radical hidroxilo
(Droge, 2002). Es importante considerar la posibilidad que la
hipoxia induzca la formacién de ROS en nuestro modelo, pues

hemos demostrado que la exposicion de miotubos a H>O; induce
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aumentos transitorios de Ca*' intracelular e incrementa la
fosforilacion de ERK1/2 y CREB, asi como los niveles de mRNA de
los genes tempranos c-fos y c-jun (Espinesa y col., 2006). Todos
estos efectos son inhibidos por concentraciones de ryanodina que
suprimen la actividad del RyR, sugiriendo que la activacién de RyR
por ROS induce liberacién de calcio que activa la fosforilacidon de
ERK1/2, la que estimula a su vez CREB y los genes tempranos

mencionados.

Otros factores de transcripciéon

Dos factores de transcripcion que han mostrado tener una
participacion importante en eventos de respuesta frente a diversos
estimulos que implican cambios transitorios en las concentraciones
intracelulares de calcio son NF-kB y NFAT (Crabtree y Olson, 2002;
Hogan y col., 2003; Dolmetsch y col., 1998).

Se ha reportado que NF-kB se encuentra involucrado en los
procesos de proliferacion y diferenciacion del miotubo,
describiéndose ademas que en musculo adulto NF-kB se encuentra
activado por hipoxia, ROS, ejercicio fisico, contraccién in vitro y por
desgaste muscular (Cummins y Taylor, 2005; Hunter y col., 2002;
Michiels y col., 2002; Seta y col.,, 2004). En corazén, aorta y
pulmdn de ratones expuestos a hipoxia crénica intermitente, asi

como en monocitos aislados de pacientes con apnea obstructiva del
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suefno, se ha encontrado una elevada actividad de NF-kB la cual fue
correlacionada con un aumento en la expresién de la enzima INOS
(Greenberg y col., 2006). El oxido nitrico (NO) requla la actividad
de NF-kB, y a su vez este factor transcripcional regula la expresion
de eNOS e iNOS (Michiels y col., 2001).

Se ha asociado la participacidn de Calcineurina-NFAT en
procesos de proliferacion, diferenciacién y fusidon de miotubos,
ademas de la participacion de la isoforma NFATc1 en procesos que
llevan tanto a la hipertrofia de musculo esquelético como a la
remodelacion y regulacidn de genes especificos de fibras
musculares lentas (Abbott y col., 1998; Musaroc y col., 1999;
Semsarian y col., 1999; Chin y col., 1998; Delling y col., 2000;
Allen y Leinwand, 2002; Kubis y col., 2003; Liu y col., 2001;
McCullagh y col., 2004; Schiaffino y Serrano, 2002; Olson y
Williams, 2000).

Sin embargo, no existen antecedentes en la literatura que
relacionen NFAT con hipoxia.

Dados los antecedentes expuestos, estudiamos de manera
preliminar el efecto de hipoxia sobre los factores de transcripcion

NF-kB y NFAT.

15




RESUMEN DE LOS ANTECEDENTES MAS RELEVANTES

La hipoxia es un estimulo que induce cambios en la expresion
génica en distintos tejidos, siendo poco conocidos los mecanismos
gque median esta respuesta en musculo esquelético. Uno de los
principales reguladores transcripcionales activado por hipoxia es el
factor de transcripcion 1 inducido por hipoxia (HIF-1). Sin
embargo, este no es el Unico factor que responde a la hipoxia, ya
que diversas vias de sefializacion intracelular, incluyendo la MAP
quinasa ERK en sus isoformas 1 y 2 que es un regulador
transcripcional, son activadas por hipoxia y generan cambios en la
expresion de diversos genes.

Se ha reportado en diversos sistemas celulares (pero no hay
informacion sobre el misculo esquelético) que la respuesta aguda
frente a hipoxia conlleva un aumento de calcio intracelular que
proviene tanto desde el medio extracelular como desde depdsitos
internos. Hay antecedentes de generacion de ROS durante hipoxia
en musculo esquelético, lo que sugiere su participacién en algunos
de los procesos de sefializacién intracelular inducidos por este

estimulio.
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HIPOTESIS

La exposicion a hipoxia de células musculares esqueléticas en
cultivo activa el regulador transcripcional ERK por mecanismos que

involucran el aumento del calcio intracelular.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la activacién de las MAPKs ERKs por hipoxia y el

posible rol de calcio en esta activacion en cultivo primario de

musculo esquelético de rata.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Utilizando células de musculo esquelético en cultivo primario:

Determinar el efecto de hipoxia sobre la fosforilacién de las

MAPKs ERKs.

Determinar la participacidn del calcio extracelular y de la
liberacion de caicio mediada por RyR en la fosforilacion de ERKs

inducida por condiciones de hipoxia.

Estudiar la participacion de especies reactivas de oxigeno en

la activacién de ERKs inducida por hipoxia.

Investigar en forma preliminar la activacion de otros

reguladores transcripcionales, como los factores de transcripcidn

NF-kB y NFAT, por condiciones de hipoxia.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo primario de misculo esquelético de rata.

El método utilizado fue el descrito por Carrasco y col., 2003.
Ratas neonatas (0-24 horas) se sacrificaron por decapitacion,
obteniéndose células de las extremidades posteriores mediante
diseccion fina y disgregacidon mecanica del tejido muscular en un
pequefic volumen de una solucién estéril de PBS. El tejidoc se
sometio a digestién enzimatica en 8 ml de 0,1% p/v de colagenasa
en PBS durante 15 minutos con agitacidon suave, deteniendo la
reaccion mediante la adicion de igual volumen de medio de cultivo
DMEM/Ham F12 (1:1 v/v), 10% de suero bovino, 2,5% de suero
fetal, 100 mg/l de penicilina, 50 mg/l de estreptomicina y 2,5 mg/!
de fungizona B (medio completo). El tejido parcialmente digerido
fue filtrado por mallas de nytex, y las células colectadas por
centrifugacion se resuspendieron en 10 ml de este mismo medio de
cultivo. Se realizd pre-plaqueo de 50 minutos en capsula de Petri
de 150 mm, donde los fibroblastos que se adhieren mas rapido a la
placa son eliminados parcialmente. Las células fueron sembradas
en placas gelatinizadas de 6 cm en medio completo. A las 72 horas
se trataron con Ara-C para disminuir los fibroblastos. Para

diferenciacion, se elimind el suero del medio de cultivo. De este




modo, se obtienen miotubos bien formados y con actividad
contractil al cabo de 6 o 7 dias.
Hipoxia

El cultivo primario de células musculares esqueléticas fue
incubado previamente durante 30 minutos en medio de reposo
fisiolégico con calcio (NaCl 118 mM, CaCl2 3 mM, MgCI2 1,2 mM,
glucosa 10 mM, Hepes/Tris 20 mM y KCl 4,7 mM), o en medio sin
calcio (NaCl 117,6 mM, MgCl2 4,2 mM, EGTA 0,5 mM, glucosa 10
mM, Hepes/Tris 20 mM y KCI 4,7 mM). Luego se expusieron a las
condiciones de hipoxia en uno u otro medio por tiempos variables.

Cuando se usaron los distintos inhibidores farmacolégicos las
células fueron preincubadas durante 45 minutos en su presencia en
todos los experimentos. Los pares control fueron incubados con el
vehiculo del respectivo inhibidor, las células nunca fueron
expuestas a concentraciones mayores al 0,1 % de DMSO o de
etanol, a estas concentraciones no hubo ningtin tipo de respuesta
en las células musculares. Tanto las células control como
experimentales fueron sometidas al mismo nimero de cambios de
medio para descartar diferencias debidas a la manipulacién.

La hipoxia fue inducida bajo condiciones de temperatura
ambiente, durante distintos periodos de tiempo, con presiones de
oxigeno (PO3) de 10 mm de Hg, correspondientes a porcentajes de

oxigeno de alrededor de 1% al 2%. Para la obtencidn de la
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atmosfera baja en PO, se utilizd una camara sellada de plexiglass
de 100 | de capacidad, a la cual se le inyecté nitrégeno gaseoso al
100% desplazando el oxigeno hasta alcanzar las concentraciones
sefialadas previamente. Para medir el nivel de oxigeno ambiental
dentro de la cdmara se utilizé un analizador de gases (AD
Instruments modelo ML 205) que envia una sefial analoga filtrada a
400 Hz con un filtro de tipo Bessel de paso bajo, que se digitaliza a
2 kHz con un conversor A/D Digidata 1320A comandado por un PC
dotado de disco duro de alta capacidad. Las sefiales digitalizadas se
analizaron con el conjunto de programas pClamp8 ({Axon

Instruments, Inc, Foster City, California, USA).

Lisis de Células.

Posterior al tratamiento con hipoxia, las células fueron
solubilizadas a 4° C en 60 pl de tampén de lisis que contiene (en
mM): Tris-HCl 50, pH 7,4, NaCl 150, EDTA 1, NasVO4 5, NaF 20, con
1% NP-40 y cocktail de inhibidores de proteasas (Calbiochem). Se
sonicaron por 1 minuto y luego de 30 minutos en hielo con
agitacion, el material insoluble fue removido por centrifugacion. El
sobrenadante que contenia las proteinas fue alicuotado y congelado

a —-20°C hasta su utilizacion.
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Determinacién de proteinas.
Se determiné la concentracidn de proteinas presentes en el
sobrenadante de los lisados celulares mediante el método descrito

por Hartree (1972).

Western Blot.

Las proteinas de los lisados celulares fueron hervidas con
buffer de muestra denaturante (glicerol 10%, SDS 4,5 %, B-
Mercaptoetanol 5%, Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8), EDTA 1,5 mM y
azul de bromofenol 0,1 %). Fueron cargados 50 pg de proteina
total para ERKs. Los polipéptidos se separaron por electroforesis en
mini geles de 10% SDS-poliacrilamida y transferidos a membranas
de PVDF (Millipore, Bedford, MA). Luego de 1 lavado en una
solucion de TBS (Tris-HCI 50 mM, NaCl 2M) durante 10 min, las
membranas fueron bloqueadas a temperatura ambiente en solucién
de TBST (TBS con Tween-20 0,05%) con 3% de leche descremada
durante 1 hora. La exposicién al anticuerpo primario monocional P-
ERK (Santa Cruz Biotechnology Inc) se realizd toda la noche a 4°
C. Al dia siguiente las membranas fueron lavadas con solucién
TBST durante 10 min. Dicho procedimiento fue realizado 3 veces.
La incubacién con anticuerpo secundario, conjugado con peroxidasa
(Sigma anti-raton IgG) fue realizada por 1 hora y 30 minutos, a

temperatura ambiente, repitiendo el proceso de lavado de las
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membranas para normalizar la carga de proteinas las membranas
fueron deshibridizadas durante 30 min en un bafo termorregulado
a 50° C con agitacion, en una solucion tampdn de deshibridizacion
cuya composicion es B-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2% y Tris/HCI
62,5 mM a pH 6,7. Posteriormente las membranas fueron lavadas
2 veces a temperatura ambiente con agua destilada durante 10
min y 1 vez con TBS durante 10 min, repitiéndose el procedimiento
anterior de inmunodeteccidén con anticuerpo primario policlonal
ERK-2 (Santa Cruz Biotechnology Inc) y anticuerpo secundario,
conjugado con peroxidasa (Pierce anti-conejo 1gG).

Las proteinas inmunoreactivas fueron detectadas mediante
quimioluminiscencia aumentada (ECL) segun las especificaciones
del fabricante (Amersham Biosciences UK Ltd.). El film fue
escaneado y el anadlisis densitométrico de las bandas fue realizado

con el programa Image J (NIH).

Plasmidios reporteros.

Para realizar este estudio se dispusc de las siguientes
construcciones:
NF-kB 6X: Plasmidio que contiene seis cajas consenso de unién
para NF-kB clonadas en el sitio de policlonamiento para el vector
reportero pGL3 Basic, que contiene el gen que codifica para la

enzima luciferasa (Promega). Brevemente, el vector pGL3 fue
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digerido con la enzima de restriccion Xho I (Promega) de acuerdo a
las condiciones mencionadas por el fabricante. Posteriormente fue
desfosforilado y ligado con oligonucledtido que contiene seis sitios
en tédndem para la unidon de NF-kB. La orientacion del inserto fue
chequeada por PCR del DNA plasmidial aislado desde los diversos
clones.

NFAT 15X: Plasmidio que contiene el promotor del gen qgue
codifica para la proteina MCIP1 que cuenta con 15 sitios naturales
de unidn para NFAT. Brevemente, utilizando partidores
degenerados en su extremo 5 se logréd amplificar una zona de 951
pb correspondiente al promotor del gen MCIP1 que codifica para
una proteina endégena inhibitoria de Calcineurina (Rosenberg et.
Al. 2004). Posteriormente este fragmento fue digerido utilizando
Xho I y clonado en el sitio de policlonamiento de pGL3 Basic. La
orientacién del inserto fue chequeada por PCR del DNA plasmidial

aislado desde los diversos clones.

Reportero de normalizacidon cotransfectado. pRL-TK que

contiene el gen para Renilla luciferasa bajo el promotor para

tirosina kinasa (Promega).

24




Preparacioén de DNA plasmidial.

Transformacién de bacterias: Bacterias E. coli DHb5a
electrocompetentes (25 pL D.O. 0,6-0,8 nm) fueron electroporadas
en presencia de 0.01 pg del plasmidio. A esta mezcla se agregé 1
ml de medic TB (Terrific Broth) y se incubé a 37°C por 30 minutos
con agitacion. 10 y 50 pl de la suspension de bacterias se
esparcieron sobre una placa con agar 1% en medio Luria (LB) que
contenia ampicilina 50 pg/ml, como antibiético de seleccién y se
incubé toda la noche a 37° C. Las bacterias que completaron
exitosamente la transformacién formaron colonias discretas, las
cuales se seleccionaron y expandieron en medio LB con ampicilina

para luego ser congeladas a -80° C en glicerol al 50%.

Amplificacion de plasmidios.

La amplificacién de piasmidios se llevd a cabo segun
procedimientos esténdares. Brevemente 500 ml de medio LB con
ampicilina 50 pg/ml se inocularon con bacterias almacenadas en
glicerol y se incubaron durante toda la noche a 37° C con agitacién.
Posterformente las bacterias se colectaron por centrifugacion a

3000 rpm por 10 minutos a 4° C.
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Purificacion del DNA plasmidial.

Se llevd a cabo mediante el kit “Plasmid Midi Kit” (QIAGEN).
La determinacién de la concentracién de la concentracién de cada
plasmidio se realizé determinando su absorbancia a 260/280 nm.
La calidad del DNA plasmidial se evalud en gel de agarosa al 1% en
presencia de bromuro de etidio y se compard con el estandar 1 Kb

DNA Mass Ladder.

Transfeccion de mioblastos.

Los mioblastos de rata fueron sembrados y crecidos hasta
alcanzar un 70% de confluencia aproximada al tercer dia post-
plagueo. La transfeccion se realizé en medioc DMEM-F12 sin suero y
sin antibioticos, utilizando 3 pul de FUGENE 6 (Roche), 0,9 ug de
vector reportero y 0,1 pg de vector de normalizacién por placa en
un volumen de 1.5 ml de medio DMEM-F12 por placa de 60 mm.
Transcurrido 16 horas (overnight) a 37° C, el medio fue

reemplazado por medio de diferenciacion.

Ensayos luciferasa.

Para los ensayos de luciferasa se utilizé el kit de Promega
“Dual-luciferase reporter assay system” y la deteccion de luz se
realizé en luminémetro Berthold F12. Brevemente 10 ul de extracto

celular se incubaron con 25 pl de sustrato comercial LAR2 y se
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cuantificaron en forma inmediata en el luminémetro, obteniéndose
de esta manera la actividad luciferasa de cada lisado expresado
como unidades relativas de luz (RLU/s). La actividad del vector de
normalizacién se midié sobre el mismo extractc agregando 25 pl
del reactivo Stop & Glo. Los resultados se expresaron como el
porcentaje de actividad luciferasa (razon LUC/Renilla) de los
miotubos sometidos a hipoxia con respecto de aquellos sin

estimulo.
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RESULTADOS

Optimizacion de las condiciones de hipoxia

En [a literatura se considera que hipoxia corresponde a
niveles de 1% a 10% de oxigeno ambiental. No existen datos
especificos respecto al nivel de oxigeno considerado como hipoxia
en células musculares esqueléticas.

Como una manera de evaluar si las condiciones de hipoxia
utilizadas son adecuadas (1% - 2% 03), se analizé por Western
blot la expresién de HIF-1q. Cabe recordar que la expresion de este
factor transcripcional es constitutiva y su degradaciéon es
dependiente de la presencia de oxigeno. Para ello los miotubos
fueron incubados en medio de reposo al menos 30 minutos,
sometidos a hipoxia continua durante periodos de tiempo variables,
entre 10 minutos y 90 minutos, realizando Western blot para HIF-
1o (Novus Biologicals) en los lisados. A los 10 minutos de
exposicion a hipoxia ya se detecta un aumento de HIF-1a que fue
mayor a los 90 minutos. Cabe mencionar que el anticuerpo anti
HIF-1a reconoce varias bandas de forma inespecifica, sin embargo,
la banda que corresponde a la subunidad aifa de HIF-1 se ubica
alrededor de los 120 KDa de peso molecular como se muestra en la

Figura 4.
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Como control positive los miotubos fueron expuestos a
cloruro de cobalto 100 uM por un pericdo de 3 horas detectdndose
un aumento de HIF-1o similar a las condiciones experimentales de
hipoxia (Figura 4).

Como la exposicidn a hipoxia fue realizada a temperatura
(T°) ambiente por tiempos de hasta 1 hora, y con el fin de
determinar si la exposicion a T° ambiente ejerciera alguna
influencia sobre la fosforilacién de ERK 1 y ERK 2, se realizaron 2
experimentos controles independientes por duplicado en los cuales
las células fueron incubadas a T ambiente por distintos periodos
de tiempos llegando hasta un méximo de 90 minutos no
encontrdndose cambios en los niveles de fosforilacién respecto al

control incubado a 379 C (Figura 5).
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Hipoxia induce la estabilizacion de HIF-1a. A. Western Blot de HIF-
le, utilizando p-actina como control de carga, en miotubos expuestos a
hipoxia en tiempos de 10 minutos y hasta 90 minutos. En el tltimo carril
de la figura se muestra que HIF-1a aumenta debido a la exposicion de los
miotubos a 100 uM cloruro de cobalto (un inhibidor de la degradacidn
oxigeno-dependiente de HIF-1a) en condiciones de normoxia. B Analisis
densitométrico de los resultados obtenidos en un experimento unico
realizado por duplicado para cada tiempo y condicion. Los niveles de HIF-
1 o estan normalizados respectc del nivel medido en células no

estimuladas.
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La exposicion de los miotubos a T°® ambiente no induce cambios
en la fosforilacion de ERKs. A. Western Blots de las formas fosforiladas
de ERK1/2 (P-ERK1/2) y de ERK2 de lisados de miotubos expuestos a T°
ambiente por periodos de 0 hasta 90 minutos. B Analisis densitométrico
de resultados obtenidos de duplicados al menos 2 experimentos
independientes. Se calcula la razén P-ERK1 y P-ERKZ2 sobre ERK totales
(el anticuerpo anti-ERK2 reconoce ambas isoformas de manera que se
utilizan ambas bandas como control de carga), y estas razones P-
ERK/ERK obtenidas a temperatura ambiente a distintos tiempos, son
expresadas como fraccion respecto del nivel de fosforilacidon en células

incubadas a 379 C. Los datos corresponden al promedio £ error standard,
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Activacion de ERKs mediada por hipoxia.

Los miotubos diferenciados (séptimo dia post-plaqueo)
fueron incubados en medio de reposo por 30 minutos vy
posteriormente expuestos a hipoxia continua (1% - 2% 02) por
tiempos de 10 minutos hasta 3 horas. Los datos mostrados (Figura
6), corresponden a tiempos de hasta 1 hora, ya que no hubo
cambios significativos en los niveles de fosforilacién después de los
30 minutos de exposicion a hipoxia. I;os resultados sefialan que
hipoxia aumenta la fosforilacion de ERK 1 y ERK 2 de manera
transitoria alcanzando mayor nivel para ambas isoformas de la
enzima a los 30 minutos siendo 2.21 y 2,01 veces respectivamente
sobre el control sin estimular. A los 60 minutos de exposicion a
hipoxia existe una caida en los niveles de fosforilacién de ambas
isoformas, no siendo significativos dichos niveles respecto al
control sin hipoxia. A tiempos de 1,5 y 3 hrs de exposicion a
hipoxia no hubo cambios en los niveles de fosforilacidon de ERKs

(datos no mostrados).
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Aumento de la fosforilacion de ERKs inducida por hipoxia. A.
Western Blots de P-ERK1/2 y de ERKZ2 de lisados de miotubos expuestos
a hipoxia por 10 hasta 60 minutos. El anticuerpo anti-ERKZ2 reconocce
ambas isoformas de manera que se utilizan ambas bandas como control
de carga. B Analisis densitométrico de resultados obtenidos de duplicados
al menos 12 experimentos independientes. La razén P-ERK1/ERK y P-
ERK2/ERK obtenidas en los distintos tiempos fueron graficadas como
fraccidn respecto del nivel de fosforilaciébn (P-ERK/ERK) en células no
estimuladas. Los datos corresponden al promedio + error standard. ** y
**%  P< 0.01 y P< 0.001 respectivamente, determinado por test ANOVA

seguido por post-test de Bonferroni.
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Efecto de la ausencia de calcio externo en la activacion de

ERKs durante hipoxia.

Para determinar si el calcio externo participa en el aumento
de fosforilacién de ERKs inducido por hipoxia, se procedio a incubar
los miotubos en medio de reposo sin calcio agregado (la
concentracion de calcio fue compensada por magnesio)} y EGTA 0,5
mM. A partir de los 10 minutos de exposicién a hipoxia se encontré
una disminucién parcial significativa en los niveles de fosforilacion
en la isoforma ERK1 respecto al control con caicio (Figura. 7). La
inhibicién significativa en la fosforilacién de la isoforma ERK2

ocurrié mas tardiamente, a los 20 minutos de exposicién a hipoxia.
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La fosforilacion de ERKs inducida por hipoxia es parcialmente
inhibida por ausencia de calcio externo. A. Western Blot de P-
ERK1/2 y ERK2 como control de carga, de lisados totales de miotubos
expuestos a hipoxia por 10 a 30 minutos. B y C Analisis densitométrico
de Western blots para P- ERK1 y P-ERK2, respectivamente. Los datos
corresponden al promedio + error standard de medidas realizadas en
duplicado de al menos 5 experimentos independientes. *, ** y *** p«g
0.05 P< 0.01 y P< 0.001 respectivamente, en la condicidon con calcio
externo, respecto al control a tiempo cero (sin hipoxia). & y &&, P< 0.05
y P< 0.01 respectivamente, comparacién en cada tiempo entre las
condiciones con 'y sin calcio en el medio externo, determinado por test

ANOVA seguido por post-test de Bonferroni.
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Efecto de nifedipina en Ja activacion de ERKs durante
hipoxia.

Como la activaciéon de la fosforilacion de ERKs por hipoxia
requiere parcialmente de la presencia de calcio en el medio
externo, se evalué la participacién de canales de calcio voltaje-
dependientes tipo L. Para ello se incubaron las células previo a
hipoxia con medio Krebs con o sin nifedipina (10 pM), un
bloqueador de estos canales, y se indujo hipoxia en presencia y
ausencia de nifedipina. Se encontrd una disminucion significativa
respecto al control sin el inhibidor en los niveles de fosforilacién en
ambas isoformas de ERK a partir de los 20 minutos de exposicion a

hipoxia (Figura 8).
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La fosforilacién de ERKs inducida por hipoxia es parcialmente
bloqueada por nifedipina. A. Western Blot de P-ERK1/2 y ERK2 como
control de carga, de lisados totales de miotubos expuestos a hipoxia por
10 a 30 minutos. B y C Andlisis densitométrico de Western blot para
fosforilaciéon de isoforma ERK1 y ERK2, respectivamente, tanto en
presencia como en ausencia de nifedipina (10 upM). Los datos
corresponden al promedio + error standard de medidas realizadas en
duplicado en al menos 3 experimentos independientes, normalizadas
respecto del nivel en células no estimuladas. * y **, P< 0.05 y P< 0.01
respectivamente, de la condicién sin nifedipina, respecto al control a
tiempo cero (sin hipoxia). & y &8&, P< 0.05 y P< 0.01 respectivamente,
comparacion de la condicién con nifedipina respecto al control sin el
inhibidor, determinado por test ANOVA seguido por post-test de

Bonferroni.
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Efecto de ryanodina en la activacion de ERKs durante
hipoxia.

Como en la activacion de la fosforilacion de ERKs mediada
por hipoxia participa parcialmente el calcio proveniente desde el
medio extracelular, e! cual ingresa a la célula a través de canales
tipo L, se evalilo ademas la participacion de calcio proveniente
desde depositos intraceluiares. Para ello, células musculares fueron
incubadas previamente y durante la exposicién a hipoxia con 50 pM
de ryanodina, condicién que inhibe la liberacién de calcio desde el
reticulo sarcopldsmico a través del canal RyR. Se encontré una
disminucién significativa respecto al control sin el inhibidor
farmacolégico en los niveles de fosforilacion en la isoforma ERK1
solo en el tiempo de 20 minutos de exposicién a hipoxia, en cambio
no hubo inhibicién significativa en la fosforilacién de la isoforma

ERK2 en ninguno de los tiempos de exposicidon a hipoxia (Figura 9).
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La fosforilacion de ERKs inducida por hipoxia es parcialmente
bloqueada por ryanodina. A. Western Blot de P-ERK1/2 y ERK2 de
lisados totales de miotubos expuestos a hipoxia en tiempos de 10 hasta
30 minutos. B y C Analisis densitométrico de Western blot para
fosforilacion de isoforma ERK1 y ERK2 respectivamente, tanto en
presencia como en ausencia de ryanodina (50 pM). Los datos
corresponden al promedio + error standard de medidas realizadas en
duplicado en al menos 3 experimentos independientes, normalizadas
respecto del nivel en células no estimuladas. * y **, P< 0.05y P< 0.01
respectivamente, de la condicién control sin ryanodina respecto de su
control sin estimular. &, P< 0.01 respectivamente, comparacion de la
condicién con ryanodina respecto al control sin el inhibidor, determinado

por test ANOVA seguido por post-test de Bonferroni.
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Efecto de ausencia de calcio externo y presencia de
ryanodina en la activacion de ERKs durante hipoxia.

Los resultados previos muestran una participacion tanto de
calcio proveniente desde el medio extracelular como desde
depodsitos internos dependientes de RyR, en la activacién de la
fosforilacidbn de ERKs en condiciones de hipoxia, siendo mayor la
participacién del calcio proveniente desde el exterior de la célula.
Se evalué la combinacibnh de ambas condiciones sobre la
fosforilacidn de ERKs en células musculares sometidas a hipoxia en
presencia de 50 pM de ryanodina y en ausencia de calcio en el
medio externo. Se encontrd una disminucidn total respecto al
control con calcio, en los niveles de fosforilacién para ambas
isoformas de ERK a partir de los 20 minutos de exposiciéon a

hipoxia (Figura 10).
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La fosforilacién de ERKs inducida por hipoxia es completamente
bloqueada por ausencia de calcio externo e inhibicién del RyR. A.
Se muestra un analisis mediante Western Blot de P-ERK1/2 y ERK2 de
lisados totales de miotubos expuestos a hipoxia en tiempos de 10 hasta
30 minutos en las siguientes condiciones: presencia de calcio, ausencia
ausencia de calcio extracelular y presencia de
RYR. B y C Andlisis

densitométrico de Western blot para la fosforilacidn de las isoformas

de calcio extracelular,

ryanodina en concentracién inhibitoria del

€en

las

condiciones

sefialadas

ERK1 y ERK2

respectivamente,

previamente. Los datos corresponden al promedio + error standard de

medidas realizadas en duplicadoc en al menos 3 experimentos
independientes, normalizadas respecto del nivel de fosforilacion en
células no estimuladas incubadas en medio con calcio externo. * y **, P<
0.05 y P< 0.01 respectivamente, de la condicidn con calcio externo y sin
& P< 0.01

respectivamente, comparacion de la condicion sin calcio respecto a la

ryanodina, respecto de su control sin hipoxia.
condicidn con calcio externo y sin ryanodina. ## y ###, P< 0.01 y P<
0.001 respectivamente, comparacidn de la condicion sin calcio con
ryanodina respecto a la condicion con calcio externo sin ryanodina

determinado por test ANOVA seguido por post-test de Bonferroni.
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Efecto de N-Acetilcisteina en la activacion de ERKs durante
hipoxia.

Recientemente se ha descrito que durante la exposicion a
hipoxia se detecta la formacién de ROS en musculo de diafragma
(Zuo y Clanton 2005). Para evaluar la participacion de ROS en la
activacion de la fosforilacion de ERKs, las células musculares fueron
incubadas previamente y durante la estimulacidon hipoxica con 15
mM de N-Acetilcisteina (NAC) un atrapador de ROS. Se encontré
una disminucién significativa respecto al control, sin el inhibidor
farmacoldgico, en los niveles de fosforilacion en la isoforma ERK1 a
partir de los 20 minutos de exposicién a hipoxia, en cambio no
hubo inhibicidn significativa en la fosforilacién de la isoforma ERK2

en ninguno de los tiempos de exposicién a hipoxia (Figura 11).
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La fosforilacion de ERKs inducida por hipoxia es parcialmente
bloqueada por N-Acetilcisteina (NAC). A. Western Blot de P-ERK1/2
y ERK2 de lisados totales de miotubos expuestos a hipoxia en tiempos de
10 hasta 30 minutos en presencia o ausencia de NAC 15 mM. By C
Analisis densitométrico de Western blot para fosforilacion de isoforma
ERK1 y ERK2 respectivamente, tanto en presencia como en ausencia del
atrapador de ROS. Los datos corresponden al promedio + error Standard
de medidas realizadas en duplicado en al menos 3 experimentos
independientes, normalizadas respecto del nivel en células no
estimuladas. ** y *¥*, P< 0.01 y P< 0.001 respectivamente, de la
condicién control sin NAC respecto de su control. & y &&, P< 0.01 y p <
0.01 respectivamente, comparacién de la condicién con NAC, respecto al
control sin el inhibidor, determinado por test ANOVA seguido por post-
test de Bonferroni.
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Activacién de la transcripcion mediada por NF-kB y NFAT
inducida por hipoxia en cultivo primario de miotubos.

Para analizar la transcripcion mediada por elementos de
respuesta a NF-kB se utilizé el vector reportero NF-kB 6X el cual
contiene 6 cajas consenso de union de NF-«kB rio arriba del
promotor para pGL3. Por otra parte, para analizar la transcripcion
mediada por elementos de respuesta a NFAT se utilizé el vector
reportero NFAT 15X en el cual se encuentra el promotor para el gen
MCIP1 que contiene 15 cajas de unién para NFAT.

Los mictubos diferenciados (séptimo dia post-plagueo)
fueron incubados en medio de reposo al menos 30 minutos Yy
posteriormente sometidos a hipoxia por un tiempo de 30 minutos
las células fueron lisadas 6 y 16 horas post-estimulo y se
determinéd su actividad Firefly y Renilla luciferasa. Los datos
corresponden al promedio de medidas realizadas en duplicado en 2
experimentos independientes, expresadas como las fracciones del
nivel normalizado en células no estimuladas.

Los resultados sefialan que la exposicion a hipoxia durante
30 minutos activa la transcripcion dependiente de NF-kB 4 veces
sobre el control sin estimular. (Figura 12A). Respecto a la
transcripcién dependiente de NFAT los resultados sefialan que 30

minutos de exposicién a hipoxia activa entre 11 y 15 veces al

44




veces de activacion (U.A.)

reportero NFAT 15X sobre la condicién control sin estimular (Figura

12B).
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Figura 12.

Activacion de vector reportero para NF-kB y NFAT inducida por
hipoxia en cultivo primario de miotubos. A. Cultivos primarios de
miotubos fueron co-transfectados con el vector reportero NF-kB 6Xy pRL-
TK. Los miotubos diferenciados fueron sometidos a hipoxia por un
periodo de 30 minutos. Las células fueron lisadas 6 y 16 horas post
estimulo (hpe) vy determinada su actividad Firefly y Renilla luciferasa. B.
Cultivos primarios de miotubos fueron co-transfectados con e! vector
reportero NFAT 15X y PpRL-TK. Los miotubos diferenciados fueron
sometidos a hipoxia por un pericdo de 30 minutos. Las células fueron
lisadas a 6 y 16 horas post estimulo (hpe) y determinada su actividad
Firefly y Renilla luciferasa.

Los datos corresponden al promedio de medidas realizadas en duplicado
en 2 experimentos independientes, expresadas como las fracciones del
nivel normalizado en células no estimuladas.
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DISCUSION

La homeostasis del oxigeno en células y tejidos de mamiferos
es regulada de manera estricta, siendo necesario mantener niveles
criticos para sustentar procesos dependientes de oxigenc como la
produccién de energia, manteniendo asi el funcionamiento normai
de la célula y asegurando la sobrevivencia celular, pues la
produccion excesiva de ROS causa dano oxidativo que afecta tanto
al DNA como a lipidos y proteinas que son esenciales para la
normal funcién celular (Bracken y col., 2003; Seta y col., 2002). En
un estado de hipoxia, la demanda de oxigeno excede su suministro
o disponibilidad, lo que genera tensiones de oxigeno tisulares mas
hajas que los niveles fisiologicos normales (Bracken y col., 2003;
Hopfl v col., 2004). Los estados de hipoxia sostenidos pueden
conducir a la muerte celular, de manera que las células han
desarrollado sofisticados mecanismos de adaptacion frente a la
hipoxia. Entre ellos, reviste gran importancia la capacidad de la
célula o del tejido en particular de detectar la disminucién del
oxigeno ambiental, para luego responder frente a esta seial
asegurando un aumento en el suministrc de oxigeno (Hoppeler y
Vogt, 2001a; Laderoute y col., 2002; Seta y col., 2002; Bracken

y col. 2003; Hopfl y col., 2004).
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Efectos de hipoxia sobre ERK en musculo esquelético:
Es importante sefialar que en el musculo esquelético, en particular,
en condiciones de ejercicio fisico la concentracién de oxigeno tisular
es baja y se acerca a una condicién de hipoxia. El musculo
esquelético responde al ejercicio y a estimulos como la hipoxia y el
estrés térmico, con cambios adaptativos que involucran cambios en
la expresién de genes. Si bien las vias moleculares que median
estas adaptaciones no han sido enteramente dilucidadas,
numerosos estudios demuestran que el calcio intracelular participa
en la activacién de cascadas de sefializacién que relacionan la
actividad muscular con cambios de la expresion génica.

El objetivo central de esta tesis fue determinar si la hipoxia
conduce a la activacion de la via ERK, como sucede en otros
sistemas celulares (Mottet y col., 2002; Salnikow y col., 2002;
Seta y col., 2002; Seta y Millhorn 2004), y si esta activacién es
dependiente de calcio. Para ello, primero se determiné la expresion
del factor de transcripcion HIF-1 como control de la condicién
experimental de hipoxia utilizada. En este marco, se pudo
determinar que HIF-1 estd presente en células musculares en
cultivo primario en condiciones de normoxia (Figura 4), y que
rapidamente incrementan sus niveles en las condiciones de hipoxia

utilizadas, llegando a alcanzar niveles hasta 5 veces mayores que
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los del contro!l normoxico.

En otros tejidos se ha descrito que la hipoxia activa MAP
quinasas como ERKs y SAPKs, ademas de varias otras vias de
sefializacidn intracelular entre las cuales se encuentran las quinasas
PKA, CaMK y PI3K/Akt (Seta y Millhorn, 2004). Los resultados de
nuestro estudio muestran que a partir de los 10 minutos de
exposicion de los miotubos a hipoxia se produce un aumento
transitorio de la fosforilacion de ERK1 y ERK2. Este aumento fue
aun mayor entre los 20 y 30 minutos, disminuyendo a valores

basales a tiempos de 1 a 3 horas de exposicion continua a hipoxia.

Papel del calcio en la estimulacion de ERK por hipoxia: En
esta tesis mostramos, ademas, que en miocitos el aumento de la
fosforilacion de ERKs inducido por hipoxia depende de calcio. En
este mismo modelo celular se ha descrito que el aumento de la
fosforilacion de ERKs inducida por despolarizacién con alto potasio
externo también es dependiente de calcio (Carrasco y col., 2003).
Uno de los mecanismos posibles a través de los cuales el calcio
estimula la via ERK es mediante la activacién de Ras, una proteina G
pequefia unida a GTP (Roux y Blenis, 2004; Thomas y Huganir,
2004), que se activa por reclutamiento de GEFs (guanyl nucleotide
exchange factors). Estos factores, que forman una familia de varios

miembros algunos de los cuales son dependientes de calcio
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(Kennedy y col., 2005), estimulan el intercambio de GDP a GTP,
permitiendo la interaccion de Ras con un amplio rango de proteinas
rio abajo. Entre ellas se encuentra la proteina Raf, una
serina/treonina quinasa (Roux y Blenis 2004; Thomas y Huganir
2004) que fosforila a MEK1 y MEK2, las que a su vez fosforilan a
ERK1 y ERK2 en un motivo altamente conservado (Tre-Glu-Tir) en
su lazo de activacién (Roux y Blenis 2004). La activacion por
fosforilacion de ERK1/2 induce su translocacién al nucleo, donde
fosforila varios sustratos, tales como los factores transcripcionales c-
jun, c-myc y Elk-1 (Minet y col., 2000).

Las propiedades de las sefiales de calcio, como su amplitud,
su frecuencia si es oscllatoria o su ubicacion subcelular, o la via de
entrada de calcio, regulan la especificidad de las respuestas
celulares (Carrasco y col., 2004; Berridge y col., 2003; Dolmetsch,
2003; Sakamoto y Goodyear, 2002). Por io tanto, investigamos el
origen del calcio que induce la activacion de ERKs por hipoxia para
caracterizar en mayor detalle su participacion en esta respuesta.
Encontramos que tanto el calcio proveniente desde el medio
extracelular como el calcio liberado desde depdsitos intracelulares
via RyR contribuyen a estimular ERK1/2 en hipoxia. Estos
resultados fueron obtenidos ya sea omitiendo calcio del medic
externo y/o utilizando ryanodina como inhibidor del RyR (en esta

tesis no se realizaron mediciones de sefales de calcio).
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Durante la fase aguda de la respuesta hipdxica en varios
tipos celulares, tales como musculo liso pulmonar, células tipo I del
cuerpo carotideo y células PC12, se ha visto un aumento en la
concentracion de calcio intracelular que se origina principalmente
por el calcio extracelular (Seta y col., 2004). Las células PC12
sometidas a hipoxia exhiben una rapida respuesta que se
caracteriza por una despolarizacién de su membrana y por la
generacion de aumentos transitorios de calcio intracelular; Ia
despolarizacién se produce por la inhibicién de canales de potasio
sensibles a oxigeno (Kv 1.2), lo que conduce a su vez a una
entrada de calcio como consecuencia de la activacién de canales de
calcio dependientes de voltaje (Seta y col., 2004). El incremento
del calcio intracelular inducido por hipoxia en células tipo I del
cuerpo carotideo y en células PC12 es inhibido por blogueo
farmacolodgico de canales de calcio voitaje dependientes (Seta y
col., 2004). Asimismo, los resultados de esta tesis indican que el
calcio ingresa desde el medio externo al interior de la célula
muscular a través de canales de calcio tipo L, pues al utilizar
nifedipina (un inhibidor farmacoldgico de los canales de calcio tipo
l) ia fosforilacion de ERK1/2 disminuyd significativamente.

En células endoteliales y neuronas se ha descrito que el caicio
proveniente desde depdésitos intracelulares, liberado via RyR,

contribuye en forma significativa al aumento del calcio intracelular
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que se observa después de dos horas de exposicién a hipoxia
(Salnikow y col., 2002). Nuestros resultados, que muestran una
inhibicién significativa por ryanodina, también indican que el calcio
liberado via RyR contribuye a la activacion de ERK1/2 inducida por
hipoxia. Sin embargo, los efectos inhibitorios de la ausencia de
calcio externo o de nifedipina o ryanodina sobre la estimulacién de
la fosforilacion de ERKs inducida por hipoxia fueron siempre de
caracter parcial, lo que contrasta con la inhibicién total que produjo
la ryanodina en ausencia de calcio externo (Figura 10). Sobre la
base de estos resultados, proponemos que la estimulacion de la
fosforilacidon de ERK por hipoxia en células de musculo esquelético

es totalmente dependiente de caicio.

La estimulacion de ERK por hipoxia involucra ROS: En
este trabajo de tesis se ha demostrado, ademas, que el aumento
de la fosforilacion de ERK1l inducida por hipoxia fue inhibida
parcialmente por NAC (un agente reductor). Respecto de ERKZ2, se
obtuvo solamente una tendencia a la disminucién de la fosforilacién
que no resultd significativa. El interés en determinar la posible
contribucién de ROS en la fosforilacion de ERKs proviene de
considerar varios antecedentes. Por un lado, el musculo esquelético
genera ROS en respuesta a hipoxia (Zuo y Clanton 2005), aunque

como se ha sefialado, existe bastante controversia a este respecto.
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Las diferentes vias de formacion de ROS estan presentes en
mtsculo esquelético. La generacidon de anién superdxido, el primer
evento en la cadena de sintesis de ROS, puede ser mediada por
enzimas como la NADPH oxidasa (NOX) y la xantina oxidasa, o en
forma no enzimatica por compuestos tales como la semi-
ubiquinona de la cadena de transporte de electrones mitocondrial
(Droge 2002). Se ha descrito la presencia de NOX en
homogeneizados de células musculares esqueléticas (Javeshgani y
col., 2002), y especificamente en tdbulos transversales y fracciones
de membranas de tdbulos transversales aisladas de miusculo
esquelético, pero no en reticulo sarcoplasmatico (RS) (Hidalgo vy
col.,, 2005). Es importante sefialar, ademas, que los RyR son
altamente susceptibles a modificaciones redox y que el estado
redox del canal controla a su vez su actividad (Hidalgo y col.,
2002) y modifica el flujo de calcio desde el RS hacia el citoplasma
(Anzai y col., 2000; Donoso y col., 2000; Hidalgo y col., 2002;
Pessah y Feng, 2000; Pessah y col., 2002). Cada subunidad de
RyR1 (el principal homotetramero del musculo esquelético) posee
100 residuos de cisteina, de los cuales 12 son altamente reactivos
y susceptibles de ser modificados por oxidacion, nitrosilaciéon o
alquilacién (Aracena-Parks y col., 2006; Donoso y col. 2000;
Dulhunty y col., 2000; Feng y Pessah, 2002; Hidalgo y col., 2004;

Hidalgo y col., 2005; Meissner, 2002; Meissner, 2004; Pessah y
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Feng, 2000; Xu y col., 1998). Las cisteinas altamente reactivas
presentan un pK de 7.4, lo que permite modificaciones redox del
canal a pH fisioldgico (Hidalgo y col., 2004; Pessah y col., 2002).
Basandose en esta propiedad, se ha postulado que los RyR acttan
como sensores del ambiente redox intracelular (Feng y Pessah,
2002; Hidalgo y col., 2005; Pessah y col., 2002). Entre las
especies redox enddgenas que pueden modificar los RyR se ha
descrito al oxigeno (Eu y col., 2000), H20, (Favero y col., 1995;
Oba y col., 2000), oxido nitrico y dadores de oxido nitrico (Eu y
col., 2003; Meissner, 2002; Meissner, 2004; Sukoc y col., 1999;
Sun y col., 2001a; Sun y col., 2001b; Sun y col., 2003; Salama y
col., 2000).

En apoyo a una activacion de RyR por ROS, en el laboratorio
se ha descrito recientemente que la exposicion de miotubos a H;0,,
un ROS derivado del anién superdxido, induce la activacion de una
cascada de sefializacion dependiente del calcio liberado via RyR,
que involucra a ERK, CREB y la expresion de los genes inmediatos
tempranos c¢-fos y ¢-jun (Espinosa y col., 2006). Por lo tanto, si la
hipoxia contribuye a generar ROS en musculo esquelético, es
posible que los ROS generados activen la liberacion de calcio

mediada por RyR.
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Estimulacion de factores de transcripcién por hipoxia:
Los factores de transcripcidn NFAT y NF-kB tienen una participacién
importante en eventos de respuesta frente a diversos estimulos
que Implican cambios transitorios en las concentraciones
intracelulares de calcio (Crabtree y Olson 2002; Hogan y col.,
2003; Dolmetsch y col., 1998). En experimentos preliminares se
determind en esta tesis que al exponer a hipoxia el cultivo primario
de miotubos por 30 minutos se activé la transcripcion dependiente
de NFAT y NF-kB. Por lo tanto, se resumen brevemente a
continuacion algunas sus caracteristicas.

NFAT: La familia de factores de transcripcion NFAT estd
compuesta por cinco proteinas (NFATcl, NFATc2, NFATc3, NFATc4
y NFAT5), que en estado de reposo permanecen fosforiladas en el
citoplasma y que estan evolutivamente relacionadas con la familia
Rel/ NF-kB. La estimulacién de calcineurina (una fosfatasa
dependiente de calcio-calmodulina) induce la desfosforilacion de
varios residuos de fosfo-serina presentes en NFATc, lo que
promueve la exposicion de una secuencia de localizacién nuclear
(NLS) que induce su rapida translocacién al nuclec (Tomida y col.,
2003; Crabtree y Olson, 2002; Hogan y col., 2003). Existen varios
trabajos que describen la activacién de NFATcl en células de
musculo esquelético por diversos estimulos, incluida Ia

despolarizacion (Glass, 2003; Liu y col., 2001; Kubis y col., 2003;
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Rosenberg y col., 2004; Stiber y col., 2005). También se ha
asociado al complejo calcineurina-NFAT con procesos de
proliferacién, diferenciacion y fusion de miotubos; por su parte, la
isoforma NFATcl se ha asociado con procesos que llevan tanto a la
hipertrofia de musculo esquelético como a la remodelacién y
regulacion de genes especificos de fibras musculares lentas (Abbott
y col., 1998; Chin y col., 1998; Delling y col., 2000; Allen y
Leinwand, 2002; Kubis y col., 2003; Liu y cols., 2001; McCullagh y
col., 2004; Schiaffino y Serrano, 2002; Olson y Williams, 2000). Al
igual que en el caso de NF-kB, la despolarizacion de miotubos por
alto K* externo o por estimulacion eléctrica produce aumentos
intracelulares de calcio, que proviene de depdsitos intracelulares
via RyR y del medio externo, que activan NFAT (Valdés y col.,
2007).

NF-kB: El factor de transcripcion NF-kB estad normalmente
unido a una proteina inhibitoria (IxB), cuya fosforilacidn es sefial de
degradacion. Por lo tanto, el mecanismo cldsico de activacion de
NF-kB reside en la fosforilacion y posterior degradacion de IkB, lo
que permite que IkB se libere y se mueva al ntcleo donde ejerce
su funcion efectora (Ghosh y Karin, 2002; Lilienbaum e Israel,
2003; Tian y Brasier, 2003). El calcio participa tanto en los
mecanismos que conducen a la degradacion de IkB como en la

transactivacion de algunas isoformas de NF-kB en el nticleo.
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En musculo esquelético se ha reportado que el factor de
transcripcion NF-kB esta involucrade en los procesos de
proliferacién y diferenciacion del miotubo, y se ha descrito también
que en misculo adulto el ejercicio fisico, la contraccién in vitro y el
desgaste muscular contribuyen a la activacién de NF-kB. Se ha
propuesto, ademas, que NF-kB podria jugar un papel en la
regeneracidn muscular después de un dafio producido por el
ejercicio intenso (Cai y col., 2004; Ji y col., 2004; Ho y col., 2005;
Kumar y Boriek, 2003; Jackman y Kandarian, 2004; Hunter y col.,
2002). Asimismo, se ha descrito que se activa NF-kB a través de la
via calclo-calcineurina en células musculares sometidas a un estrés
mitocondrial que produce niveles altos y sostenidos de calcio
citoplasmatico (Biswas y col., 2003).

En nuestro laboratorio, se ha demostrado que Ia
despolarizacién del musculo esquelético inducida por alto K*
externo (despolarizacién crénica) o por estimulacion eléctrica
(despolarizacién fluctuante) activa NF-kB por la via clasica de
degradacién de IkB, que se activa por calcio liberado de depdsitos
intracelulares via RyR e IP3R y sin participacién de calcio externo
(Valdés y col., 2007). Entre las vias de sefializacién que participan
en esta activacion se encuentran la calcineurina y PKCs, ademas de
ROS. Es importante sefialar en este contexto que NF-kB es

considerado un factor de transcripcidn clasicamente activado por
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ROS (Carrasco e Hidalgo, 2006; Valdés y col., 2007).

Estimulacién de otros factores transcripcionales por
hipoxia: Como se ha indicado previamente, en células musculares
esqueléticas la despolarizacién por alto K" estimula la fosforilacion
de ERK1/2, la que al estimular la fosforilacién de CREB conduce a
un aumento de los niveles de los mMRNA de los genes tempranos c-
fos, c-jun y egr-1 (Carrasco y col., 2003). Sin embargo, no se ha
descrito en la literatura si la hipoxia estimula la fosforilacion de
CREB y la expresién de genes CREB-dependientes en estas células.
Se sabe, sin embargo, que en células PC12 la hipoxia induce (por
una via desconocida) la fosforilacion de CREB en serina 133, una
modificacién que es esencial para su activacidén (Seta y Millhorn,
2004) la estimulaciéon de CREB por hipoxia es mayor que su
estimulacién por forskolina o despolarizacién con K*, pero no se ha
reportado si esta mayor estimulacion tiene algin significado
funcional. En células PC-12 también se conoce que la hipoxia
activa c-fos a través de CaMKII, y que esta quinasa induce la
fosforilacion de CREB en serina 133; mutaciones puntuales en la
caja Ca/CRE atenuan la activacion transcripcional de c-fos por
hipoxia, en tanto que mutaciones puntuales en la caja SRE la

suprimen completamente (Premkumar y col., 2000).
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En células HEK-293 y Ab49 en condiciones de hipoxia, el
aumento de calcio intracelular induce la transcripcion de genes
tempranos dependientes de AP-1, un factor de transcripcidn
formado por homodimeros o heterodimeros de fos y jun (Salnikow
y col.,, 2002). Dentro de los genes regulados a lo menos
parcialmente por AP-1 se incluye la tirosina hidroxilasa y eNOS. El
mecanismo por el cual la hipoxia activa AP-1 no sido
completamente elucidade {(Cummins y Taylor, 2005), aungue
parece involucrar la via IJNK, al menos en parte. Otro posible
mecanismo de induccién de AP-1 es via un aumento de calcio
intracelular independiente de HIF-1 (Cummins y Taylor 2005). No
hay informacién, sin embargo, sobre hipoxia y AP-1 en musculo

esquelético.

58




CONCLUSIONES

1. La hipoxia aumenta en forma transitoria la fosforilacién de

ERK1/2 en células musculares de rata.

2. El aumento en la fosforilacién de ERK1/2 por hipoxia depende
tanto de la entrada de calcio a la célula muscular a través de
canales de calcio tipo L como de la liberacion de calcio de

depésitos intracelulares via RyR.

3. La N-acetilcisteina inhibe parcialmente la fosforilacion de

ERKs, sugiriendo la participacion de ROS en dicha activacién

4. La hipoxia induce la activacion de la transcripcién

dependiente de NFAT y NF-kB.
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PROYECCIONES

Dados los resultados preliminares obtenidos en esta tesis, que
muestran una activacion importante por hipoxia de la
transcripcidon mediada por NFAT y NF-kB, y la participacion de
calcio en la activacion de ERKs, se hace necesario estudiar la
contribucién de diferentes fuentes de calcio en la activacién de
ambos factores transcripcionales frente a hipoxia. También, es
interesante estudiar la participacion de ROS y de la via de
sefializacion de ERKs en la activacion de NFAT y NF-kB por
hipoxia. Sin duda, es importante para completar este estudio
caracterizar en células musculares esqueléticas sometidas a
hipoxia las sefiales de calcio involucradas, asi como la formacion
de ROS.

Considerando que este estudio es uno de los primeros que
aborda los mecanismos de sefializacion intracelular mediados
por hipoxia en musculo esquelético, es necesario como se
menciond previamente profundizar en dichos eventos. Sin
embargo, es interesante abordar los mecanismos adaptativos
frente a hipoxia en fibras musculares de animales adultos, a fin
de tener evidencia y nuevas herramientas para el disefio de

metodologias de entrenamiento fisico en camaras de hipoxia
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hipobdrica con seres humanos que trabajan o vivan
temporaimente en altura (exposicion intermitente a hipoxia),
tales como, mineros o personal de las fuerzas armadas, con el
objeto de mejorar el rendimiento de este tipo de personal en el
desempefio de sus tareas laborales, significando no sélo una
ventaja en términos de productividad sino que ademas una
disminucién de los riesgos propios de la exposicion a la altura y
que guardan relacion con los trastornos propios de una entidad

conocida como enfermedad o mal de altura.
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