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RESUMEN

El cultivo de células C2C12 de musculo esquelético responde a la
depolarizacion de membrana producida por estimulacion eléctrica, generando
una sefal lenta de calcio. Esto se traduce en un aumento de la concentracion
de calcio en el nucleo mediada por el receptor de Inositol 1, 4, 5 - trifosfato
(IP3R), activando factores transcripcionales y regulando la expresion de ciertos
genes tempranos.

Esta Memoria de Titulo relaciona la sintesis proteica en cultivo celular C2C12
con la generaciobn de la sefial lenta de calcio intracelular inducida por

estimulacién eléctrica.

En el desarrollo de esta investigacion se utilizaron cultivo celular C2C12
diferenciados a miotubos, estimulacion eléctrica directa y electroforesis
bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-PAGE). El andlisis de los geles se
realiz6 mediante el programa Flicker; y el analisis estadistico (t de Student con
un 95% de confianza) mediante el programa StatGraphics Plus 5.1™.

La identificacion de las manchas de proteina de realiz6 mediante
espectrometria de masas (MS) y busqueda en bases de datos especificas
(MASCOT, SwissProt, MS — Fity ProFound).

Los resultados obtenidos permitieron detectar cambios significativos en la
expresion proteica de células musculares C2C12 sometidas a estimulacion

eléctrica.

La proteina expresada diferencialmente fue la Hsp70 o proteina de estrés
calorico de 70KDa, la que aumentd su expresidn en respuesta al estrés
producido por la estimulacién eléctrica. Esta proteina cumple un importante rol
en el metabolismo proteico, facilita la regeneracion y reparacion del musculo
esquelético dafado, previene la agregacion y la apoptosis celular y favorece la

mantencion de la homeostasis en células musculares.


http://es.wikipedia.org/wiki/Electroforesis
http://es.wikipedia.org/wiki/Espectrometr%C3%ADa_de_masas

ABSTRACT

The culture of skeletal muscle C2C12 cells responds to the depolarization of the
membrane produced by electrical stimulation, generating a slow calcium signal.
This produces an increase of the calcium concentration in the nucleus,
mediated by the Inositol 1, 4, 5 - triphosphate receptor (IP3R), which activates
transcriptional factors and regulates the expression of some early genes.

This research relates the protein synthesis in C2C12 cell culture with the
generation of an intracellular slow calcium signal induced by electrical

stimulation.

In this research it was used a C2C12 cell culture differentiated to miotubes,
direct electrical stimulation and two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis (2D-PAGE). The gels were analyzed with the program Flicker;
and the statistical analysis (Student’s t test at 95% confidence) was performed
with the program StatGraphics Plus 5.1™. The identification of the protein spots
was made by mass spectrometry (MS) and by searching in specialized
databases (MASCOT, SwissProt, MS — Fity ProFound).

The obtained results allowed the detection of significant changes in the protein
expression of C2C12 cells as a response to electrical stimulation.

The differentially expressed protein was heat shock protein of 70KDa (Hsp70),
which is involved in the response to the stress produced by electrical
stimulation. This protein have an important role in protein metabolism,
facilitating the regeneration and the repairing of damaged skeletal muscle, thus
preventing aggregation and apoptosis, and favoring the homeostasis in muscle

cells.



1 - INTRODUCCION

El calcio es un mensajero intracelular que esta involucrado en los procesos que

conducen a la regulacion génica en muchos tipos celulares.

En el caso del muasculo esquelético, ademas de ser fundamental para el
proceso de contraccion, el calcio participa en las vias de sefalizacion que
relacionan la actividad muscular con la regulaciéon de la expresién geénica

(Jaimovich y Carrasco, 2002).

Recientemente se ha descubierto que las células musculares responden a la
despolarizacibn de  membrana mediante una sefial de calcio bifasica
(Jaimovich et al., 2000).

La componente lenta de dicha sefial corresponde a un aumento leve y mas
prolongado en la concentracion intracelular de calcio. Esta sefal esta asociada
al receptor de Inositol 1, 4, 5 — trifosfato (IP3R) y no estaria relacionada con el

proceso de contraccion.

Estudios recientes han demostrado que la sefal lenta de calcio esta
involucrada en la expresién de ciertos genes tempranos, tales como c-fos y c-
jun (Powell et al., 2001; Jaimovich y Carrasco, 2002), lo que lleva a suponer
que esta sefial estaria involucrada en la sintesis diferencial de algunas

proteinas en células musculares.

En este proyecto se propone estudiar la expresion y sintesis proteica en
respuesta a estimulacion eléctrica en cultivos de linea celular C2C12
diferenciado a miotubos, y relacionara por primera vez la sintesis de proteinas
en células musculares en cultivo con la generacion de la sefial lenta de calcio

intracelular inducida por estimulacion eléctrica.

Se espera contribuir al avance en el conocimiento de los mecanismos
involucrados en la regulacion de la expresion génica y en la sintesis proteica en

células musculares en cultivo como respuesta a la estimulacion eléctrica.



2 - REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 - Sefiales de calcio en musculo esquelético

La depolarizacion de membrana en células musculares esqueléticas producida
por actividad fisica o por estimulacion eléctrica, conduce a una adaptacion
funcional asociada a hipertrofia, y la activacion de mecanismos oxidativos.
La depolarizacion de miotubos se traduce en un incremento bifasico de la
concentracion de calcio intracelular (Jaimovich et al., 2000; Powell et al., 2001;
Araya et al., 2003, Eltit et al., 2004).

Las sefales de calcio citoplasmaticas y nucleares son originadas por la
liberacién de calcio desde reservas internas, a través de canales mediados por
receptores de rianodina (RyR) o receptores de Inositol trifosfato (IP3R).
Las sefiales de calcio mediadas por RyR e IP3R presentan diferentes cinéticas
(rapida y lenta), amplitudes (duracién del incremento de la concentracion de
calcio) y localizacion subcelular (reticulo sarcoplasmico y en la membrana
nuclear) (Carrasco et al., 2004). Estas sefiales de calcio constan de dos
componentes: La sefal rapida de calcio corresponde a un gran aumento en la
concentracion de calcio en el citoplasma a lo largo de todo el miotubo y tiene
una duracion de hasta 9 segundos. Se produce debido a la liberacion de calcio
desde el reticulo sarcoplasmico hacia el citoplasma mediada por el receptor de
rianodina y se asocia al proceso contractil o al acoplamiento de excitacidn-
contraccion (Jaimovich et al., 2000; Eltit et al., 2004).

La sefial lenta de calcio se manifiesta varios segundos después de la sefial
rapida, como una onda transitoria de menor amplitud y mayor longitud.
El aumento en la concentracion de calcio asociado a la sefal lenta es menos
drastico que el asociado a la sefial rapida, y permanece por un periodo mas
largo de tiempo, cercano a los 100 segundos. La liberacion de calcio asociada
a la seial lenta estd mediada por el receptor de Inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3R),
gue es responsable del aumento de la concentracion de calcio en el nucleo
(Jaimovich et al., 2000). La sefial lenta de calcio no esta relacionada con el
proceso de contraccibn muscular, sino mas bien tendria un papel en la
regulacion de la expresion génica dada su importante componente nuclear
(Powell et al., 2001; Araya et al., 2003).



2.2 - Sefales de calcio asociadas al nucleo celular

El calcio es un segundo mensajero en practicamente todas las células y tejidos.
Las sefiales de calcio en el nucleo tiene efectos sobre importantes de procesos
celulares, incluyendo la transcripcidbn génica, la diferenciacion celular, el
crecimiento y la apoptosis, presentando diferencias con las sefiales de calcio

citosdlicas (Echevarria et al., 2003; Leite et al., 2003).

El receptor de Inositol 1, 4, 5 - trifosfato (IP3R) esta involucrado en la
regulacion de las sefiales de calcio al interior del nacleo (Jaimovich et al., 2000;
Powell et al., 2001; Araya et al., 2003; Echevarria et al., 2003; Leite et al.,2003).

Los receptores de IP3 se encuentran localizados en la membrana nuclear
interna (Humbert et al., 1996). Se han detectado altos niveles de IP3R en
musculo esquelético y en la union neuromuscular (NMJ), en areas alrededor
del nacleo (Powell et al., 2003; Molgo et al., 2004).

Previo a la generacion de la sefal lenta de calcio se produce un incremento
transitorio en la masa de Inositol 1, 4, 5 — trifosfato (Carrasco et al., 1997,
Liberona et al.,1998; Jaimovich et al., 2000), lo que indica que dicha sefal se
genera a través de la liberacién de calcio por los canales que responden a IP3,
siendo ésta la respuesta fisiolégica a las fluctuaciones en el potencial de
membrana sensible al receptor de dihidropiridina (DHPR), el cual funciona
normalmente en el musculo esquelético como un sensor del voltaje,
descargando el calcio hacia el interior del nacleo (Jaimovich et al., 2000; Araya
et al.,2003; Eltit et al.,2004).

La sefal lenta de calcio estaria involucrada en la activacion de factores
transcripcionales y en la consecuente regulacion de la expresion génica
(Humbert et al., 1996; Jaimovich et al., 2000; Jaimovich y Carrasco 2002;
Carrasco et al., 2003; Araya et al., 2003; Powell et al., 2003).

Se ha demostrado la existencia de receptores de IP3 en la envoltura nuclear, y
se ha comprobado la produccién de sefiales lentas de calcio en el nicleo de

células musculares mediadas por IP3 (Cardenas el al., 2005).



2.3 - Cascadas transduccionales dependientes de calcio

Se ha descrito recientemente que la depolarizacién de miotubos produce la
activacion de la cascada via proteina quinasa que activa el gen MAPK/ERK,
siendo el mayor sistema de sefalizacion por el cual las células traducen
sefales extracelulares con respuestas intracelulares (Aronson et al., 1997).

El tipo de respuesta transcripcional es determinada por las propiedades de la
sefial de calcio, tales como la localizacion subcelular, la amplitud, la duracion y
el sitio fisico de entrada. La cascada proteina quinasa regulada por calcio es el
mecanismo a través del cual la sefial de calcio se propaga dentro del nacleo y
controla la actividad de factores de transcripcion y coactivadores
transcripcionales (Cruzalegui et al., 2000).

La depolarizacion de células de musculo esquelético induce una sefial lenta de
calcio mediada por el IP3R que regula el traspaso local de calcio y modula la
respuesta de AMPc en la fosforilacion de la proteina CREB (Powell et al., 2001,
Cardenas et al., 2005).

Tanto la activaciéon de la proteina quinasa C o (PKCa) como su traslocacion al
nucleo participan en la fosforilacion de CREB inducida por depolarizacion
(Carrasco et al.,, 2003; Cardenas et al., 2004), eventos que dependen de la

liberacion de calcio por canales que responden a IP3.

Entre los eventos producidos por la depolarizacion de membrana en células

C2C12 se encuentran:
(a) Incremento transitorio de la masa de IP3 (2 - 10 s);

(b) Traspaso lento de calcio (5-25seg) que se propaga como una onda lenta a
lo largo del miotubo, mostrando un traspaso de calcio a nivel del nacleo celular
en presencia de receptores de IP3 en el reticulo sarcoplasmico, en la banda A,

y en la envoltura nuclear;

(c) Fosforilacion de los genes ERK-1 y ERK-2 y del factor de trascripcion CREB
(30seg- 10min), asi como la expresion de genes tempranos c-fos, c-jun y erg-1
a partir de mRNA (5-15min). (Jaimovich y Carrasco, 2002).
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Figura 1. Modelo de las vias involucradas en la sefializacién de calcio mediada por IP3

y la regulacion de la expresion de genes tempranos en células musculares.

La Figura 1 muestra el modelo de sefializacion por calcio mediada por IP3.

El receptor de dihidropiridina (DHPR) presente en la membrana del tabulo T
actia como sensor de voltaje, interactuando con una proteina G (Gi) y
activando la fosfolipasa C (PLC) para producir IP3 y diacilglicerol (DAG). El IP3
difunde hacia los receptores de IP3 localizados en ciertas regiones del reticulo
sarcoplasmico (SR) y en la envoltura nuclear, liberando calcio hacia el nucleo,
activando factores de transcripcion CREB y la expresién genética de los genes

tempranos ¢ — fos y ¢ - jun (Araya et al., 2003).



2.4 - Expresion génica asociada a la sefial lenta de calcio

El calcio nuclear es un importante regulador de la expresion génica a través de
la depolarizacibon de membrana de células excitables eléctricamente
(Hardingham et al., 1999).

El ejercicio fisico produce cambios en la expresion génica de células
musculares, relacionados con el metabolismo, respuesta al estrés y de
regulacion (Hildebrandt et al., 2003); estos cambios adaptativos del musculo
esquelético se traducen en una mayor eficacia metabdlica (Pilegaard et al.,
2000).

La estimulacién del masculo esquelético genera microdominios de calcio, los
que activan vias de sefializacion y mecanismos moleculares que conducen a la
transcripcion de genes que participan en respuestas celulares especificas.
Estas vias de activacion de factores de transcripcion dependientes de calcio
regulan la expresion de genes especificos o conjuntos de genes en neuronas o
células de musculo esquelético (Carrasco e Hidalgo, 2006).

La respuesta de las células musculares y los patrones transcripcionales
obtenidos son diferentes segun las variaciones en la frecuencia y en la amplitud
de la sefial de calcio, asi como la ubicacién subcelular de la sefial y la via de
entrada de calcio.

La sefial lenta de calcio, mediada por IP3 y asociada al ndcleo, gatilla la
expresion de genes tempranos como c-fos, c-jun y erg-1 (Powell et al., 2001;
Jaimovich y Carrasco, 2002; Carrasco et al., 2004).

Recientemente se estudio el cambio en la expresion génica de células C2C12
sometidas a depolarizacion con potasio. Los resultados obtenidos permitieron
identificar cambios significativos en la expresion de un numero limitado de
genes, ya sea aumentando o disminuyendo su nivel de transcripcion. Por otra
parte, se realizé un analisis de la clasificacion funcional de los genes afectados,
concluyéndose que aquellos que presentaron variaciones significativas en su
expresion estan relacionados al metabolismo, respuesta al estrés,
comunicacién celular y genes que codifican para proteinas estructurales
(Juretic et al., 2007).



3 - HIPOTESIS

En base a los antecedentes antes expuestos, la hipétesis planteada en ésta
investigacion fue que el patron de sintesis de proteinas en células C2C12 en

cultivo es modificado por la estimulacion eléctrica directa.

4 - OBJETIVOS

4.1 - OBJETIVO GENERAL
El objetivo general de este trabajo fue investigar el efecto de la estimulacion

eléctrica sobre la sintesis de proteinas en células C2C12 en cultivo y su

relacion con la sefal lenta de calcio.

4.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos planteados en este trabajo fueron los siguientes:

e Caracterizar los patrones de expresion proteica obtenidos al estimular
eléctricamente células C2C12 en cultivo.

e Cuantificar la diferencia de concentracion de las proteinas que se
sintetizan diferencialmente en respuesta a estimulacion eléctrica.

e Identificar las proteinas que son expresadas diferencialmente en cultivos

de células musculares C2C12 como respuesta a estimulacion eléctrica.



5 - MATERIALES Y METODOS

5.1 — Cultivo celular

En este estudio se utilizo la linea celular C2C12, que corresponde a mioblastos
de musculo esquelético de ratdn; al alcanzar una confluencia del 80% se
agregé medio diferenciador para obtener miotubos bien formados y con
actividad contréctil.

5.2 - Disefio experimental.

Se estimularon eléctricamente células C2C12 en cultivo de manera directa
utilizando una frecuencia de 45 Hertz y 400 pulsos. Transcurrido un tiempo de
expresion de 4 horas se obtuvo la fraccion proteica de las células.

Se cuantificé las diferencias de expresién de cada proteina con respecto a la
situacién control a través del andlisis protedmico por medio de geles de
electroforesis bidimensional y el andlisis de sus imagenes.

Finalmente se identificaron las proteinas por medio de espectrometria de masa

y busqueda en bases de datos de proteinas.

5.3 - Estimulacion eléctrica:
Las células fueron estimuladas eléctricamente siguiendo la metodologia
descrita por Eltit et al., 2004. La estimulacién eléctrica se realizé utilizando una

frecuencia de 45 Hz, y una cantidad de 400 pulsos.

5.4 - Obtencidn del extracto de proteina total.

El extracto de proteina total se obtuvo mediante la metodologia implementada
en el Laboratorio de Fisiologia Celular del Masculo (Araya et al., 2003).

El tiempo de expresion corresponde al tiempo transcurrido entre la estimulacion
eléctrica y la obtencién de la fraccion proteina de las células. El tiempo de

expresion considerado fue de 4 horas desde la estimulacion.

5.5 - Cuantificacion de Proteina.

La determinacién de proteina total de cada muestra se realizdé por el método
Hertree modificado, medida por colorimetria, determinada mediante
espectrofotometro y la cantidad de proteina total fue expresada en ug.
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5.6 - Electroforesis Bidimensional

Los geles de electroforesis bidimensional se hicieron el Laboratorio de
Microbiologia Molecular (seccion Protedmica) perteneciente al Programa de
Biologia Celular y Molecular del Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM),
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

Se utilizé el protocolo para geles bidimensionales de proteinas descrito por
O’Farrell et al., 1977, el que se encuentra implementado en el Laboratorio de
Microbiologia Molecular.

Cada condicién experimental control y estimulado (triplicado) fue analizada por
electroforesis bidimensional simultaneamente.

Para que los resultados fueran reproducibles y comparables en su analisis
posterior se cargd cada gel con 300ug de proteina.

En la primera dimensién (isoelectroenfoque) las proteinas migraron hasta
alcanzar su punto isoeléctrico (pl) y se separaron en el gel IEF entre un rango
de pH entre 5- 7, y se us6 un voltaje constante de 667 voltios durante 18 horas.
En la segunda dimensién las proteinas migraron y separaron segun peso
molecular (KDa), se realizd en un gel de poliacrilamida al 11.5% (2D-PAGE), y
en esta etapa se us6 un voltaje constante igual a 50 voltios durante 16 horas.
La Figura 2 muestra de manera esquematica las etapas en el analisis de

electroforesis bidimensional.

Electroforesis Bidimensional
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Figura 2. Electroforesis Bidimensional.
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5.7 - Tincién de geles 2D-PAGE
Los geles 2D-PAGE fueron tefiidos con azul de coomassie (Bollag et al., 1994)
y/o con nitrato de plata (Merril et al., 1981). Ambas técnicas de tincion utilizadas

son compatibles con la realizacion de espectrometria de masa (MS).

5.8 - Digitalizacion de imagenes de geles 2D-PAGE
Los geles luego de tefidos y revelados fueron digitalizados mediante un
escaner de alta resolucién y las imagenes se analizaron utilizando el programa

Flicker para analisis de geles 2D-PAGE.

5.9 - Anélisis Estadistico

Para detectar diferencias estadisticamente significativas en la expresion de
proteinas en la condicion experimental con respecto a la condicién control, se
compararon la intensidad relativa promedio de cada mancha de proteina

utilizando el test de t- Student y se consider6 un nivel de confianza de 95%.

Para este andlisis estadistico se usé el programa StatGraphics Plus 5.1™.

5.10 - Identificacion de las proteinas de expresion diferencial

Las manchas de interés fueron escindidas directamente del gel de
electroforesis bidimensional y fueron enviadas a analizar mediante

espectrometria de masas.

Este andlisis se realiz6 en el equipo ESI - lon Trap; éste servicio fue prestado
por el CEPEDEQ, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas,
Universidad de Chile.

Los espectros MS correspondientes a cada mancha de interés fueron buscados
en la base de datos de proteinas de raton perteneciente al National Center for
Biotechnology Information (NCBI), utilizando el programa MASCOT

Ademas se revisaron otras bases de datos no redundantes como: SwissProt,
MS — Fit y ProFound en forma de confirmacién y para obtencion de datos de

aquellas manchas proteicas no identificados.
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La Figura 3 muestra de manera esquemaética las etapas en el andlisis e
identificacion de las proteinas de interés realizado mediante espectrometria de

masa (MS).
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Figura 3. Estrategia para la identificacién de proteinas mediante
espectrometria de masas (Pitarch et al., 2003).
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6- RESULTADOS

6.1- Caracterizacion del patron de expresion proteica del cultivo celular
linea C2C12

El extracto de proteina total del cultivo celular C2C12 se caracterizé a través de
la realizacion de electroforesis bidimensional y obtencion del gel 2D-PAGE.

La Figura 4 muestra el Perfil proteico o la distribucion del extracto proteico del
cultivo celular C2C12 para la condicion control (sin estimulacion eléctrica);
tefido y revelado con azul de coomassie.

Al costado derecho del gel 2D-PAGE se indica el rango de migracion proteica
segun la variante peso molecular (MW) en Kilodalton (KDa), ubicandose las
manchas proteicas de interés a analizar entre 35 KDa y 75 KDa. Debajo del gel
2D-PAGE se indica el rango de migraciéon proteica segun su punto isoeléctrico
(pl), ubicAndose las manchas proteicas de interés a analizar entre un rango de
pHde5a?7.

MW (KDa)

- ' -»

<« 35
Y <« 3
25

- . ——
— P
o

35 5.0 7.0

Figura 4. Gel de electroforesis bidimensional 2D-PAGE.
Perfil proteico o la distribucién del extracto proteico (300 ug)
del cultivo celular C2C12 Control (sin estimulacion eléctrica).
Tincién azul de coomassie.
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6.2 - Comparacion de los patrones proteicos

Se procedi6 a la migracion y separacion de proteinas por medio de
electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-PAGE); se realiz6 la

tincion de los geles de electroforesis bidimensional 2D-PAGE control y

electroestimulado con azul de coomassie y posteriormente con nitrato de plata

compatible con MS, y fueron digitalizados por scaner para analizar su imagen.

La Figura 5 muestra las imagenes de un gel control y un gel correspondiente a

la condicion estimulada tefidos con azul de coomassie.

Control
R
Yoo
‘ -y o
, 8 -
5.0 7.0
Figura 5.

Estimulada

‘4

l
3 A —— L

7.0

Geles 2D-PAGE control y estimulado. Tincion azul de coomassie.
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La Figura 6 muestra las imagenes de los geles 2D-PAGE control y

electroestimulado tefiidos con nitrato de plata.

Control Estimulada

5.0 7.0 5.0 7.0

Figura 6. Geles 2D-PAGE control y estimulado. Tincion nitrato de plata.
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6.3 - Analisis de las imagenes
La Figura 7 muestra marcacion (n°) de manchas proteicas (1- 31) en las
imagenes de los geles correspondientes a las condiciones control y estimulada

para su posterior analisis por medio del programa Flicker para geles 2D-PAGE.

control_16_8_06.1if (616, 469) 319 tot gray-va estim_16_8_06.1if (620, 455) 292 tot gray-vall

b 2
+207 +20°
w4 L +14 ]
+17i 5 w21 ndfis *21
+443 - +22 497 +18 g +22
. A @10 +25 37— 2 +10 +§§R 7
: .u .Y B .-
o 9. o
+8 T+9 +ph +74 +8  +0+5 +24
b '} +27 - - *3 +27
= +29  +28 = +28
+29
-
- +2M31 Do, _ + 3 ™
< i > < \ >

Delay0.35ec « | | Detay0.3sec < | _»]

Figura 7. Marcacion o numeraciéon (n°) de manchas (1- 31) para analisis por medio
del programa Flicker para geles 2D-PAGE.
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Se realiz6 la normalizacion de las imagenes de los geles 2D-PAGE para hacer
posible la comparacion entre geles. Cada mancha proteica o spot se analizé a
partir de la intensidad relativa en unidades arbitrarias (UA).

En esta comparacion entre geles control y estimulado se observa el cambio en
la expresion proteica (aumento y/o disminucién) atribuibles a la estimulacion
eléctrica. La intensidad promedio de las manchas numeradas fue cuantificada
para el posterior analisis estadistico.

La Figura 8 muestra el analisis comparativo de las manchas proteicas

detectadas en las dos condiciones.

1,2
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10 - B estimulado
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23
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Figura 8. Andlisis de manchas proteicas (n° spot) comparando geles
2D-PAGE control y estimulado eléctricamente a partir de la intensidad
relativa (UA).

18



La Tabla 1 muestra el andlisis estadistico para cada mancha proteica y

determinacion de diferencias estadisticamente significativas.

Se compard la intensidad promedio de cada mancha, en las dos condiciones

(control y estimulada). Los valores corresponden al promedio de tres réplicas.

En la tabla se ha destacado la mancha numero 15, ya que es la Unica que

presento diferencias estadisticamente significativas en cuanto a su expresion.

CONTROL ESTIMULADO
N7 zpot | Promedio | Deswacidn estandar |Promedio | Desviacion estindar | p-wvalue |

1 06776 00827 0,6341 0,0912 0,574
2 1,009 0,1661 0,8921 0,0665 0,318
3 1,1095 0,2390 1,0113 0,0443 0,525
4 1,0350 0,2377 0,8783 0,0793 0,337
5 0,3770 0,1608 0,3751 0,0232 0,985
i 0,3312 0,1221 0,3914 0,1405 0,605
7 0,2044 0,0875 0,2370 0,0536 0,613
8 0,1255 0,0209 0,1334 0,0924 0,893
A 0,2412 0,0556 0,3826 0,1235 0,145
10 0,5369 0,1279 0,4712 0,0885 0,505
11 0,6491 0,1014 0,6604 0,0306 0,756
12 1,0000 0,0000 1,0000 0,0000 -

13 1,190 0,3553 0,9304 0,0485 0,275
14 0,5141 0,0851 0,4107 0,0776 0,195
15 0.6071 0.0931 0,7935 0.0230 0.03
16 0,3867 0,1752 0,4572 0,0412 0,535
17 0,3233 0,2330 0,2024 0,0834 0,445
15 0,2852 0,1914 0,2030 0,0372 0,506
19 0,2177 0,0514 0,1605 0,0455 0,223
20 0,4303 0,1530 0,39509 0,1627 0,803
21 0,4226 0,1131 0,4565 0,1095 0,727
22 0,2637 0,0705 0,1387 0,1220 0,199
23 0,2187 0,1621 0,1331 0,0512 0,432
24 0,2886 00718 0,2620 0,04209 0,611
25 0,1710 0,0559 0,1625 0,0191 0,823
28 0,2681 0,1543 0,2106 0,1795 0,694
27 0,2787 0,126 0,2211 0,1407 0,625
28 0,1092 00462 0,0757 0,0362 0,379
29 0,0756 0,0440 0,0749 0,0649 0,993
30 0,0970 0,0330 0,1280 0,1182 0,684
31 0,0940 0,0383 00774 00686 0,733

Tabla 1. Andlisis estadistico para cada mancha proteica.
La mancha n° 15 presenta una diferencia estadisticamente significativa.
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6.4 - Identificacion de la proteina de expresion diferencial

La mancha de interés fue escindida directamente desde el gel y enviada a
analizar mediante espectrometria de masas (MS).

La proteina de expresion diferencial (mancha n° 15) se identificO mediante
espectrometria de masas (MS) como proteina de estrés calérico de 70 KDa o
Hsp 70.

7 - DISCUSION
Los resultados obtenidos de esta investigacion permitieron identificar cambios
significativos en la expresion proteica de células musculares C2C12 sometidas

a estimulacion eléctrica.

La proteina expresada diferencialmente fue la proteina de estrés calérico de
70KDa o Hsp70, aumenta su expresion en respuesta al estrés producido por la
estimulacién eléctrica y cumple un importante rol en el metabolismo proteico,
facilita la regeneracion y reparacion del musculo esquelético dafiado, previene
la agregacion y la apoptosis celular, y favorece la homeostasis en células

musculares.

7.1 - Proteinas de estrés caldérico

Las proteinas de estrés cal6rico (Hsp) corresponden a un grupo de proteinas
cuya expresion se ve aumentada cuando las células son expuestas a elevadas
temperaturas u otros tipos de stress (Infeccidn, inflamacion, hipoxia, exposicién
a toxinas, metales pesados, luz UV) y son parte del sistema de homeostasis y
reparacién propia de la célula.

Las proteinas de estrés calorico también se presentan en condiciones
fisiolégicas normales y no estresantes, estan involucradas en el crecimiento y
diferenciacion celular (Ito et al., 2001); y sus niveles se incrementan durante el
entrenamiento fisico, presentandose niveles menores en animales sedentarios
(Gonzélez et al., 2000).

La Hsp70 en muasculo esquelético humano aumenta su expresion en respuesta
al entrenamiento fisico de resistencia, y depende de la intensidad y duracién
del ejercicio (Liu et al., 2000; Milne y Noble 2002).
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Las Hsp tienen actividad de chaperonas en varios procesos intracelulares y son
denominadas segun su peso molecular (KDa): Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp6O,
Hsp40 y Hsp33 y las pequefias Hsp.

Las Hsp son chaperonas moleculares y juegan un importante papel en las
interacciones proteina — proteina, tales como el plegamiento, colaboran en el
transporte de las proteinas dentro de la célula a través de las membranas,
permiten el establecimiento de una conformacidn apropiada en proteinas recién
sintetizadas y actdan en la prevencion de una agregacion indeseada; ademas
cuando las proteinas estan viejas las lleva al ciclo de reciclaje de la célula.

En esta investigacion se determind un aumento en la expresion de HSP70 en
las células musculares, como respuesta al estrés producido por la estimulacion
eléctrica. Se comprobd que la sintesis diferencial esta relacionada con la sefial
lenta de calcio, aumentando la concentracion de calcio en el nucleo mediada
por el receptor de Inositol 1, 4, 5 - trifosfato (IP3R), activando factores

transcripcionales y regulando la traduccién.

7.2 - Estructuray funcién de la HSP70

Las Hsp 70 tienen tres dominios funcionales principales:

1) Dominio N-termin 1 ATPasa, hidroliza el ATP (Adenosintrifosfato) en ADP
(Adenosindifosfato), el cambio que conduce a una transformacién
conformacional en los otros dos dominios.

2) Dominio que liga sustrato, tiene una ranura con afinidad con los residuos de
aminodacidos neutros e hidrofébicos, interactuando con péptidos de mas de
7 residuos aminoacidicos de longitud.

3) Dominio C-terminal rico en estructuras ahelicoidales que actua como “tapa”
para el dominio que liga sustrato. Cuando una proteina Hsp70 esta
asociada a ATP esta tapa se abre, los péptidos unen al dominio que liga
sustrato y cuando una proteina Hsp70 esta asociada a ADP la tapa se

cierra.
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A medida que las proteinas recién sintetizadas emergen de los ribosomas, el
dominio que liga sustrato de la Hsp70 reconoce residuos aminoacidicos
hidréfobicos e interactia con ellos; esta interaccion espontdnea es reversible y
en el estado asociado a ATP de la Hsp70 puede ligar y liberar péptidos.

Sin embargo la presencia de un péptido en el dominio que liga estimula la
actividad ATPasa de la Hsp70, cuando el ATP es hidrolizado a ADP, el lugar de
union se cierra, ligando fuertemente la ahora atrapada cadena de péptidos.

La Hsp70 previene que los péptidos parcialmente sintetizados se agreguen y/o
inactiven funcionalmente., luego la proteina es liberada para ser plegada, ser

conducida o transferida a otras chaperonas para procesamientos posteriores.

7.3 - Rol de las Hsp70 en células musculoesqueléticas

Las proteinas de estrés calérico aumentan su expresion en respuesta al estrés
producido por la estimulacién eléctrica y cumple un importante rol en el
metabolismo proteico y manteniendo la homeostasis la celular.

Estas chaperonas moleculares actiuan en la sintesis proteica, el transporte, el
ensamble proteico, el plegamiento, el mantenimiento conformacional, la
degradacion y en la proteccion y supervivencia celular (Locke y Noble 1995).
Las proteinas Hsp70 tienen efecto citoprotector en células musculares al
proteger las células del estrés oxidativo o calérico (Frier et al., 2007;

Jackson et al., 2004; Mc Ardle et al., 2004) y al dafio producido por isquemia-
reperfusion (Lepore et al., 2001; Maglara et al., 2003; Tarricone et al., 2006).
Los factores estresantes dafian las proteinas, causando un desplegamiento
parcial y una posible agregacion, la Hsp70 previene la agregacion de las
proteinas parcialmente denaturadas uniendose temporalmente a los residuos
hidrofébicos expuestos por el stress y permite que se replieguen.

La Hsp70 participa en la restauracion de las proteinas defectuosas y/o
dafiadas, previene la apoptosis y favorece la homeostasis en células
musculares (Frier et al., 2007; Liu et al., 2006; Maglara et al., 2003).

El estrés caldrico al aumentar la expresion de las Hsp facilita la regeneracion y
reparacion del musculo esquelético dafiado en tejidos adultos y favorece a la
proliferacion y diferenciacion de mioblastos, pudiendo mejorar el potencial
proliferativo a partir de una recuperaciéon significativa en cuanto al nivel y

sintesis proteica ( Kojima et al., 2007).

22



7.4 - Enfermedades relacionadas con HSP70

La capacidad de musculo esquelético en mamiferos adultos para regenerarse
al dafio se debe a la presencia de precursores de células miogénicas
mononucleares indiferenciadas (células satélites) y fiboras musculoesqueléticas
maduras periféricas; ademas de la expresion de factores del control
transcripcional de Heat Shock Factor HSF1-2.

En la senescencia la participacion defectuosa de la Hsp70 contribuye al
envejecimiento y a la presentacion de varias enfermedades.

Asi una anormal activacion de HSF1 puede jugar un rol determinante en la
regeneracion defectiva en animales viejos, viéndose atenuada la produccién de
HSP en respuesta al stress y disminuida la capacidad de recuperacion
muscular (Mc Ardle et al., 2006).

El entrenamiento fisico de resistencia incrementa el nivel de Hsp70 en el
musculo de animales jévenes y viejos, ademas los datos son consistentes con
la hipétesis que altos niveles de estrés oxidativo en el masculo de animales
viejos limita los niveles de Hsp y/ o su funcién en respuesta al estrés (Jackson
et al., 2004; Kayani et al., 2008; Mc Ardle et al., 2004; Muriasits et al., 2006).
Las Hsp estan involucradas en la reparacibn o regeneracion de fibras
musculares 'y sus bajos niveles estan asociados a enfermedades
neuromusculares, distrofias y enfermedades neurodegenerativas.

Las respuestas adaptativas al ejercicio en muasculo y el nivel de HSP
presentaron una reduccion, al igual que una falla la activacion de los factores
de transcripcion en animales viejos (Vasilaki et al., 2006; Muriasits et al., 2006).
Dentro de las enfermedades neuromusculares de mayor presentacion estan las
Miositis inflamatorias ideopaticas (MIl) y es la miopatia mas comuin en
personas mayores de 50 afios de edad (Macario et al. 2005).

Dentro de las enfermedades neurodegenerativas muchas son causadas por
proteinopatias donde las proteinas se denaturan pasando a ser toxicas para la

célula, promoviendo la agregacion y la apoptosis.
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La Tabla 2 muestra un listado con enfermedades relacionadas con HSP70.

Neuromusculares - Miositis inflamatorias ideopéticas
(M11)

Miositis con Cuerpo de Inclusion (IBM)
Polimiositis (PM)
Dermatomiositis (DM)

Miositis miofibrilar (MM)
Miastemia Gravis (MG)

Neurodegenerativas - Proteinopatias

Enfermedad de Alzheimer,

Enfermedad de Parkinson

Encefalopatia Espongiforme Transmisible (EET)

Ataxia Espinocerebelosa tipo 1 (SCA-1)
Distrofia Muscular Oculofaringea (OPMD)

Enfermedad de Huntington

Esclerosis Lateral Amitrofica o enfermedad de Lou Gehrig

Esclerosis Multiple Crénica idiopatica

Esclerosis Multiple Secundaria Progresiva

Neuropatia Motora Multifocal

Polineuropatia inflamatoria Desmielinizante
Distrofia Muscular Congénita de Mulrich (VCMD)
Distrofia Muscular de Duchenne (DMD)
Atrofia Muscular Espinal y Atrofia Muscular Bulbar

Sindrome Miastémico de Lambert — Eaton

Tabla 2. Enfermedades neuromusculares y enfermedades
neurodegenerativas asociadas a Hsp70.



7.5 - Terapias y tratamientos en enfermedades neuromusculares

La fatiga muscular se produce en muchas enfermedades neuromusculares,
incluyendo las distrofias musculares, ésta se produce por la alteracion en los
procesos adaptativos en respuesta al ejercicio por sobrecarga y estrés.

Estos resultados contribuyen al estudio de patologias neuromusculares y
terapias tendientes a favorecer la capacidad funcional y mejorar la calidad de
vida de los pacientes afectados.

La Hsp70 tiene un importante rol en la adaptacion muscular, en la recuperacion
de musculos atrofiados y en el proceso de hipertrofia compensatoria

(Frier et al., 2007; Goto et al., 2004; Locke et al., 2007; Thompson et al.,2003).
En la Tabla 3 se presentan algunas terapias para el tratamiento de estas

enfermedades proteinogénicas.

Estimulacion de la sobreexpresion de Hsp70

La Hsp70 participa en la restauracion de las proteinas defectuosas y/o
dafiadas, previene la apoptosis y favorece la homeostasis en células
musculares. (Frier et al., 2007; Liu et al., 2006; Maglara et al., 2003).

Se puede estimular de la sobreexpresion de Hsp70 por medio de estrategias
terapéuticas como terapias térmicas, estimulacion eléctrica o entrenamiento

fisico; induciendo la hipertrofia compensatoria en distrofias musculares.

Terapias farmacologicas

Administracion de Bis (THIO-hidrazida amidas) para estimular de la
sobreexpresion de Hsp70 como uso en tratamiento de enfermedades

neuromusculares. (Nosek, 2000).

Terapias alternativas y complementarias

Fisioterapia, Hidroterapia, Termoterapia, Talasoterapia, Acupuntura,

Zooterapia (hipoterapia), Flores de Bach y Homeopatia.

Tabla 3. Terapias para enfermedades proteinogénicas relacionadas con HSP70.

Alguna o la combinacién de estas terapias son muy prometedoras para el
tratamiento de enfermedades neuromusculares, mejorando la capacidad

funcional y la calidad de vida de los pacientes afectados.
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8. - CONCLUSIONES

Esta Memoria de Titulo describe la investigacion sobre la expresion y sintesis
proteica en respuesta a estimulacion eléctrica en cultivos de linea celular
C2C12 diferenciados a miotubos, y relaciona por primera vez la sintesis de
proteinas en células musculares en cultivo con la generacion de la sefial lenta
de calcio intracelular inducida por estimulacion eléctrica. La informacién
obtenida y metodologia utilizada permitié la identificacion de nuevas proteinas,
esclareciendo interacciones, sefalizacion, mecanismos y vias metabdlicas

implicadas en transduccion de sefiales.

Se logré estandarizar los protocolos de electroforesis bidimensional y técnicas
de tincibn coomassie Yy nitrato de plata compatibles con MS, y se caracterizaron

los patrones de expresién proteica del cultivo celular C2C12.

Los resultados obtenidos permitieron identificar cambios significativos en la
expresion proteica de células musculares C2C12 sometidas a estimulacion
eléctrica, y corrobar que la sefal lenta de calcio esta involucrada en la sintesis
diferencial de proteinas en células musculares; siendo la proteina expresada

diferencialmente la proteina de estrés calérico de 70 KDa (Hsp70).

La Hsp70 o proteina de estrés calérico de 70 KDa aumentd su expresion como
resultado del estrés producido por la estimulacion eléctrica. Esta proteina
cumple un importante rol en el metabolismo proteico, facilita la regeneracion y
reparacion del musculo esquelético dafiado, previene la agregacion y la

apoptosis y favorece la homeostasis en células musculares.
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