





UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE MEDICINA
ESCUELA DE POSTGRADO

AV
GINS

PAPEL DEL IP;R EN LOS CAMBIOS DE LA EXPRESION DEL COMPLEJO MCU INDUCIDA POR
ESTIMULO ELECTRICO EN MUSCULO ESQUELETICO ADULTO

ESTEBAN ROQUE QUEZADA CORNEJO

TESIS PARA OPTAR AL GRADO DE

MAGISTER EN FISIOLOGIA

Director de Tesis: Prof. Dra Mariana Casas Atala

2018



UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
ESCUELA DE POSTGRADO

INFORME DE APROBACION TESIS DE MAGISTER

Se informa a la Comisiéon de Grados Académicos de la Facultad de Medicina, que la Tesis de
Magister presentada por el candidato

ESTEBAN ROQUE QUEZADA CORNEJO

ha sido aprobada por la Comision Informante de Tesis como requisito para optar al Grado de
Magister en Fisiologia en el Examen de Defensa de Tesis rendido el dia 21 de Noviembre del
2018.

Prof. Dra. Mariana Casas Atala
Director de Tesis

COMISION INFORMANTE DE TESIS

Prof. Dra. Nevenka Juretic Prof. Dra. Valentina Parra

Prof. Dra. Gina Sanchez
Presidente Comision



El presente trabajo esti dedicado a mi familia por haber sido mi gran

apoyo. A todas las personas especiales que me acompaiiaron en esta etapa, aportando a mi

formacién tanto profesional y como ser humano.

A Monique, mi amor, por entenderme, escucharme y estar ahi en todos los momentos.



Agradecimiento

Gracias Dr. Enrigue Jaimovich y Dra. Mariana Casas, por abrirme las puertas de su
laboratorio, por haberme guiado y brindado el apoyo necesario para ser un mejor

profesional.

Gracias Dr. Alexis Diaz-Vegas, por tomarte el tiempo para explicarme desde lo mas
bésico de un laboratorio hasta los pasos mas complejos. Eres un gran amigo Alexis y

siempre recordaré cada uno de tus consejos.

Gracias a todos los integrantes del Laboratorio de Fisiologia Celular del Masculo, por las

conversaciones, criticas, consejos y momentos chistosos que vivimos.

En verdad, muchas gracias a todos, son los mejores!



indice

RESUMEN ... e e e e e e e 5
AADSTTACT ... 6
ADFEVIATUIAS ..ttt ettt e e ettt e e e e e e bbbt e e e e e e e e s bnn e e e e e e e e aanes 7
T]igoTo [UTelol o] o ISP P UP TP PPPPPPPP 9
PlastiCidad MUSCUIAT ... e e e 9
Plasticidad muscular y frecuencia de estimulacion.................cccovviiiiii e, 10
Papel del Ca® en la plasticidad MUSCUIAT .............c.cooveueerieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 11
Papel de IP3;R en la plasticidad MUSCUIAN .........coooieiiiiiiiiei e 12
Mitocondria 'y MUSCUIO €SQUEIETICO..........uuiiiiieeiiiiiiiiiieie e 13
Uniportador de calcio mitocondrial (MCU) y funcidon muscular................ccooovvviiieeneen... 15
[ [ 001 (=TS £SO PPPR PP 19
(O] o= 1)V o N CT=T =T - | PSSP 19
ODjetiVo ESPECITICO ....ceiiiiiiieiiee et 19
MaterialeS Y MEIOUOS.......ccuiiiiii i e e et e e e e e e e e e et e e e e e e e e eareaa s 20
CUIIVOS CEIUIAIES ...t 20
Reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (QPRC) .........covvveiiiiiiiiiiiiiiiieennne 21
Estimulacion eléctrica de CamMPO ... i i 21
Determinacion del papel de [a via IPa/IP3R ... 22
ANANISIS @STAAISTICO .....eeeeeeieeiiiit et e e e e as 22
Etapas del trabajo.......ccoooeeeeeeeeeeeeee e 22
RESUIAAOS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e 22
D111 U1 o] o RO PPPPRRP 33
(0701 ol 1] (o] o PSP PP PP PPPPP PPN 40
RETEIENCIAS .....eeeeeieeee ettt e e e e e e e e e e e 41



Resumen

La plasticidad muscular es la capacidad que presentan las células musculares
esqueléticas de adaptarse a diferentes estimulos externos, modificando su fenotipo. La
frecuencia de estimulaciéon eléctrica (EE) (in vitro como in vivo) induce la transicién
fenotipica de un mdadsculo. De modo interesante, el EE de baja frecuencia induce
marcadores de transicion fenotipica rapido/lenta por una via dependiente de la activacién
del IP;R. Ademas, se ha establecido al uniportador de Ca®* mitocondrial como un
regulador del trofismo muscular. Hipotetizamos que la regulacion de los niveles de RNAm
del uniportador de Ca*" mitocondrial y de sus proteinas reguladoras en respuesta a EE de
baja frecuencia es dependiente de la activacion del IPsR. Fibras musculares adultas
aisladas desde el musculo flexor digitorium brevis (fdb) de ratones C57BL/6J de 8 a 10
semanas de edad fueron expuestas a EE de baja frecuencia en presencia o ausencia de
inhibidores de la via propuesta. Se observé que el estimulo eléctrico de baja frecuencia
resulta en una disminucién de los niveles de RNAm de MCU, MICU1, MICU2 y EMRE,
mientras que el EE de alta frecuencia no genera modificaciones. Las fibras musculares
esqueléticas pre-incubadas con apirasa (enzima que degrada ATP) y xestospongina B
(inhibidor de los receptores de IP3) previenen la disminucion de los niveles de RNAm de
MCU, MICU1, MICU2 y EMRE mediada por un EE de baja frecuencia. EI ATP extracelular
exogeno (agregado al medio de incubacion) resulta en una disminucién de los niveles de
RNAmM de MCU, MICU1, MICU2 y EMRE). Ademas, este efecto de EE no es prevenido
por actinomicina D (inhibidor de la transcripcion). Este trabajo contribuye a la
comprension de los mecanismos moleculares involucrados en la plasticidad muscular en

respuesta a ejercicio fisico y en particular, al rol de la mitocondria en estos mecanismos.



Abstract

Muscular plasticity is the ability of the skeletal muscle cells of different external stimuli,
modifying their phenotype. The frequency of electrical stimulation (ES) (in vitro as in vivo)
induces the phenotypic transition of a muscle. Interestingly, low frequency ES induces
rapid / slow phenotypic transition markers by a pathway dependent on the activation of
IP3R. In addition, the mitochondrial Ca2 + uniporter has been established as a regulator of
muscle trophism. We hypothesized that the regulation of mMRNA levels of the mitochondrial
Ca2 + uniporter and its regulatory proteins in response to low frequency EE is dependent
on the activation of IP3;R. Adult muscle fibers isolated from the flexor digitorium brevis
muscle (fdb) of C57BL / 6J mice from 8 to 10 weeks of age were exposed to low frequency
ES in the presence or absence of inhibitors of the proposed pathway. It was observed that
the low frequency electrical stimulus results in a decrease in mRNA levels of MCU,
MICU1, MICU2 and EMRE, while high frequency ES does not generate modifications.
Skeletal muscle fibers pre-incubated with apirasa (enzyme that degrades ATP) and
xestospongin B (inhibitor of IP; receptors) prevent the decrease of mRNA levels of MCU,
MICU1, MICU2 and EMRE mediated by a low frequency ES. Exogenous extracellular ATP
(added to the incubation medium) results in a decrease in mMRNA levels of MCU, MICU1,
MICU2 and EMRE). In addition, this effect of ES is not prevented by actinomycin D
(transcription inhibitor). This work contributes to the understanding of the molecular
mechanisms involved in muscle plasticity in response to physical exercise and, in

particular, to the role of mitochondria in these mechanisms.



Abreviaturas

EE = Estimulacion eléctrica

RNAmM = RNA mensajero

MHClla = Isoforma lla de la cadena pesada de miosina
SERCA = Bomba de Ca** del reticulo sarcoplasmatico
RyR1 = isoforma 1 del canal de Ca** receptor de rianodina
IPsR = Receptor de inositol 1,4,5 — trifosfato

Tnls = Isoforma lenta de troponina |

Tnlf = Isoforma rapida de troponina |

fdb = Flexor corto de los dedos

Ca,1.1 = Canal de Ca* tipo L, isoforma expresada por el masculo esquelético
DHPR = Receptor de dihidropiridina (nombre alternativo para Cav1l.1)
ATP = Adenosin trifosfato

Panx1 = Canales de Panexina tipo 1

PI3K = Fosfatidil inositol 3 kinasa

PLC = Fosfolipasa C

IP5; = Inositol 1,4,5 trifosfato

SR = Reticulo sarcoplasmatico

ADP = Adenosina difosfato

AMP = Adenosina monofosfato

VDAC = Canal anibnico sensible a voltaje

MCU = Uniportador de Ca** mitocondrial

MICU1 = Mltochondrial Calcium Uptake 1

MICUZ2 = Mlitochondrial Calcium Uptake 2

MCUDb = Mitochondrial Calcium Uniporter b

MCUR = MCU Regulator 1



EMRE = Essencial MCU Regulator

RT = Retrotranscripcion reversa

gPCR = Reaccidn en cadena de polimerasa en tiempo real
Apy = Apirasa

XB = Xestospongina B

AcD = Actinomicina D

MiRNA = MicroRNA



Introduccion

Plasticidad muscular

La plasticidad muscular corresponde a la capacidad que tiene el mlsculo esquelético de
adaptarse en respuesta a estimulos externos, por ejemplo desuso (1), hipoxia (2),
ejercicio fisico (3, 4), entre otros. (5). El ejercicio fisico induce la activacién de diversas
vias de sefializacion, las que han sido vinculadas con cambios fenotipicos del tejido
muscular, por ejemplo, cambios en la velocidad de contraccion, resistencia a la fatiga, tipo
de metabolismo (oxidativa/glucolitica) de la célula muscular, entre otras (5, 6). Estos
cambios dependeran de diversos factores tales como modalidad de ejercicio fisico,
duracién, frecuencia y/o intensidad del mismo (5). La utilizacion de modelos in vitro para el
estudio de las adaptaciones musculares inducidas por ejercicio fisico, han permitido la
descripcion parcial de los eventos moleculares asociados a la plasticidad muscular (7-9);
por ejemplo, fibras musculares esqueléticas sometidas a estimulacién eléctrica (EE) de
baja frecuencia (20 Hz) — como modelo de ejercicio aerdbico — incrementan la expresion
génica de la isoforma lenta de troponina |, un marcador caracteristico de la transiciéon

fenotipica desde un musculo rapido hacia un musculo lento (10).

La contraccion muscular, tanto in vitro como in vivo, genera incrementos transitorios en
los niveles de RNA mensajero (RNAmM) de numerosos genes (6), por ejemplo, tanto un
ejercicio aerdbico in vivo como un EE de baja frecuencia in vitro aumentan los niveles de
RNAm para interleuquina 6 (IL-6) en fibras de muasculo esquelético adulto de ratén (8).
Los cambios en los niveles de RNAm coinciden con las modificaciones en los niveles de
proteinas (6). Es probable que la acumulacién de proteinas producto de esos cambios
agudos en la expresion génica sean la base de las adaptaciones cronicas que se

producen con el entrenamiento fisico (5, 6, 11, 12).



Plasticidad muscular y frecuencia de estimulacién

El muasculo esquelético esta compuesto por diversos tipos de fibras musculares. De
manera clasica, en base al tiempo necesario para generar tension maxima y en los
mecanismos para obtener ATP necesario para los ciclos de contraccion, los que se
asocian a la resistencia a la fatiga de fibras, las fibras musculares esqueléticas pueden
agruparse en fibras musculares lentas tipo | o rojas ( debido a su alto contenido de
mioglobina) resistentes a la fatiga y rapidas tipo Il o blancas, pudiendo ser resistentes a la
fatiga o fatigables (13, 14). Ademas, una subclasificacién de las fibras musculares tipo Il
son las fibras tipo lla y lIx en humanos y en roedores se encuentran ademas las fibras

musculares tipo llb (las mas rapidas y fatigables) (15).

Los primeros antecedentes de que la frecuencia de estimulacién gatilla eventos
moleculares asociados a plasticidad muscular se originaron en modelos in vivo de
inervacion cruzada, en donde se observé una transicién fenotipica desde rapido a lento en
musculos rapidos inervados con a-motoneuronas que presentan una baja frecuencia de
estimulacion (16, 17). Adicionalmente, la estimulacién de musculo denervado con un
patrén de estimulacion de baja frecuencia (10 Hz) incrementa la expresion génica de
marcadores musculares vinculados con la transicién desde un fenotipo muscular rapido a
un fenotipo muscular lento (10). Estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron
que la frecuencia de estimulacion induce cambios en la expresiéon de genes involucrados
en la plasticidad del musculo esquelético adulto, demostrando la participacion de los IP3R
en la activacion de genes de programas asociados a fenotipo lento que se activan a bajas

frecuencias de estimulacion (7).

Asi, el EE de baja frecuencia constituye una herramienta adecuada para inducir la

activacion de diversas vias de sefializacion que llevan al desarrollo de un fenotipo
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muscular lento, emulando parcialmente los cambios musculares inducidos por

entrenamiento aerdébico (7, 18, 19).

Papel del Ca** en la plasticidad muscular

Se han descrito diversos mecanismos para explicar los cambios en la expresion génica en
respuesta a ejercicio fisico. Uno de ellos se apoya en los cambios transitorios en la
concentracion de calcio citoplasmatico libre (Ca®") en fibra muscular esquelética durante
la contraccién muscular (6, 20). Los incrementos transitorios de Ca®** en el citoplasma
controlan diversos eventos celulares como el metabolismo mitocondrial (21), la sintesis de
proteinas (7, 10) y la expresiéon génica (8). De modo interesante, la frecuencia, duracion,
amplitud y localizacién subcelular de los cambios en la concentracion de Ca?

determinaran el efecto final de este i6n (22).

En musculo esquelético, numerosos genes son regulados por aumentos transitorios de
Ca?" (6, 15). Sin embargo, mientras algunos genes son inducidos, otros genes son
reprimidos frente a aumentos en la concentracion de Ca®" citosdlico. Por ejemplo, la
isoforma lla de la cadena pesada de miosina (MHCIlla) (23, 24), el transportador de
glucosa tipo 4 (Glut-4) (25), las proteinas mitocondriales citocromo C (24) y succinato
deshidrogenasa son inducidas por aumentos de Ca?*, mientras que la expresién génica
de calsecuestrina y la bomba de Ca®* del reticulo sarcoplasmatico (SERCA) son

reprimidos (26).

La despolarizaciéon de células de cultivo primario de musculo esquelético genera dos
sefiales transitorias de Ca*", las cuales son independientes entre si (27). La primera sefial
transitoria de Ca®* es mediada por la isoforma 1 del canal de Ca*" receptor de rianodina
(RyR1) y es necesaria para el acoplamiento excitacién-contraccion (6, 27). La segunda

sefial transitoria de Ca®" es mediada por el receptor de inositol 1,4,5- trifosfato (IPsR) y
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participa en el acoplamiento excitacion-transcripcion (7, 11). Este fendmeno se observa
también en fibras musculares adultas, donde el acoplamiento excitacion-transcripcion
vincula la despolarizacién de fibras musculares con cambios en la expresion génica de las
mismas (28, 29). En el caso de las isoformas lenta (Tnls) y répida (Tnlf) de troponina |,
que presentan un patron de expresion restringido a mudsculo lento y rapido
respectivamente (10, 19), nuestro laboratorio demostré que la EE a baja frecuencia (20
Hz) produce un incremento de los RNAmM de Tnls, disminuyendo aquellos de Tnlf en
musculo flexor corto de los dedos (fdb) de ratén, cambios que son prevenidos por
xestopongina B, un inhibidor especifico del IP3R. Lo anterior sugiere el inicio del cambio
fenotipico desde un masculo rapido a lento, por un mecanismo dependiente de IP;R (19).
Ademas, la EE a alta frecuencia (90 Hz) generé el efecto contrario, reduciendo los niveles
de RNAmM de Tnls e incrementando los de Tnlf, fendmeno que fue independiente de la

activacion del IP3R (19).

En conjunto, estos antecedentes demuestran que diferentes frecuencias de EE
activan distintas vias de sefializacién, las que conducen a adaptaciones musculares
especificas relacionadas con cambios en el fenotipo muscular. Algunas de estas
vias de sefializacion son moduladas por sefiales transitorias de Ca®" citosoélico

dependientes de IPs;R en fibras musculares.

Papel de IP3R en la plasticidad muscular

El acoplamiento excitacién-transcripcién de la fibra muscular esta relacionada con la sefal
citosélica lenta de Ca**, mediada por la activacion del IPsR (27). Esta via de sefializacion
comienza con la deteccién de un cambio en el potencial de membrana por parte del canal
de Ca®* tipo L (Ca,1.1) o receptor de dihidropiridina (DHPR) (30), la liberacion de
adenosina trifosfato (ATP), desde el interior de la fibra muscular hacia el medio

extracelular, a través de los canales de Panexina tipo 1 (Panx1). El ATP extracelular y sus
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metabolitos pueden asi actuar en forma auto y paracrina, activando los receptores
nucleotidicos acoplados a proteina G, los que activan a la proteina fosfatidil inositol 3
kinasa (PI3K) y con ello la enzima fosfolipasa C (PLC) con la consecuente produccion

intracelular del segundo mensajero inositol 1,4,5 trifosfato (IPs) (7, 30, 31).

Posteriormente, el IP; se une a su receptor en la membrana del reticulo sarcoplasmético
(SR) y en la envoltura nuclear, provocando la salida de Ca?* desde el SR y el consecuente
aumento en la concentracion citosdlica y nuclear de Ca*, lo que finalmente modula

factores de transcripcion que modifican la transcripcién de genes (32).

Existen evidencias de que tanto la liberacion de ATP al medio extracelular como la
activacion del IPsR, son necesarios para activar la via de sefializacion involucrada en la
transicion fenotipica rapido/lento del masculo esquelético adulto en respuesta a EE de
baja frecuencia (7). De modo interesante, tanto la liberacién de ATP al medio extracelular
asi como la produccion de IP; intracelular son dependientes de la frecuencia de
estimulacion, siendo maximas a una frecuencia de 20 Hz y menores en la medida que
aumenta la frecuencia de estimulacion, estando ausentes a frecuencias por sobre los 60

Hz (7).

Todos estos antecedentes sugieren que la activacién de la via de sefializacion
mediada por ATP extracelular/IPs/IP;R es necesaria para activar algunos de los
procesos de la transicion fenotipica rapido/lento de una manera frecuencia—

dependiente en masculo esquelético adulto.

Mitocondria'y musculo esquelético

Durante la contraccion muscular, los requerimientos energéticos de la fibra muscular se
incrementan en varias veces comparados con el reposo (33). En las células musculares la

mitocondria es la principal fuente de ATP. Las mitocondrias estdn delimitadas por dos
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membranas: una membrana externa, permeable a pequefias moléculas, y una membrana
interna, mucho més selectiva al paso de solutos. De esta forma, las membranas delimitan
dos espacios al interior de las mitocondrias: un espacio intermembrana, de composicién
similar al citosol, y una matriz mitocondrial, de composicion muy selecta, que contiene

entre otras moléculas, al DNA mitocondrial (34, 35).

La mitocondria juega un papel central en la funcibn del musculo esquelético
proporcionando ATP, el que es consumido principalmente por las proteinas SERCA y
ATPasa de la cadena pesada de la miosina (36). Considerando que ambas enzimas
aumentan su actividad durante la contraccibn muscular, el ingreso de ca® a la
mitocondria a través de MCU es clave para mantener el equilibrio entre los requerimientos

y la sintesis de ATP en el musculo esquelético (37, 38).

En la mitocondria ocurren reacciones metabdlicas claves. El acetil-CoA producido a partir
de glucosa o acidos grasos ingresa a la matriz mitocondrial y asi puede participar en el
ciclo de Krebs. La oxidacion del acetil-CoA se utiliza para generar un poder reductor, en
forma de NADH y FADH,. Posteriormente en la membrana mitocondrial interna, ambas
moléculas transfieren sus electrones a los complejos | y Il de la cadena transportadora de
electrones. La gradiente electroquimica de protones se genera como resultado de la
transferencia de electrones (reacciones de 6xido-reduccion) y permite el funcionamiento
de la ATPsintetasa. Los electrones que han transitado por la cadena respiratoria terminan
en la molécula de oxigeno como aceptor final, formandose agua en el proceso.
Finalmente, se forma una gradiente de protones hacia el interior de la matriz mitocondrial,

cuya fuerza electromotriz permite la sintesis de ATP a partir de ADP (34, 39).

La funciébn mitocondrial es estimulada por diversas moléculas, tales como adenosina
difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) y Ca®* (40, 41). En la matriz mitocondrial

existen diferentes enzimas que tiene como co-factor al Ca**, por ejemplo, las enzimas del
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ciclo de Krebs isocitrato deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa. En
consecuencia, aumentos de la concentracion intramitocondrial de Ca** incrementan la
actividad de estas enzimas, aumentando la velocidad del ciclo de Krebs y con ello la
produccion de compuestos reducidos (NADH y FADH,) que posteriormente alimentan la
cadena transportadora de electrones y la sintesis de ATP (42). El ingreso de Ca®" desde
el citoplasma al espacio intermembrana estd mediado por el canal aniénico sensible a
voltaje (VDAC), luego el Ca* ingresa desde el espacio intermembrana hacia la matriz
mitocondrial por el uniportador de Ca®" mitocondrial (MCU) (43). Asi, los cambios
transitorios en la concentracion de Ca®* generados durante la contraccion muscular
pueden ser suficientes para activar el ingreso de Ca* a la matriz mitocondrial,
aumentando con ello la sintesis de ATP (44), manteniendo de esta forma el balance entre

los requerimientos de ATP y la sintesis del mismo.

Uniportador de calcio mitocondrial (MCU) y funcién muscular

El MCU esta ubicado en la membrana mitocondrial interna y presenta una alta
selectividad por Ca**, realizando un transporte electrogénico del i6n (45-47). El afio 2011,
caracterizaron molecularmente  MCU (38, 48). MCU presenta dos dominios
transmembrana — TM1 y TM2 — unidos por una asa corta de aminoacidos orientada hacia
el espacio intermembrana, que contiene un motivo DIME requerido para su selectividad
por Ca**, especialmente los residuos acidos E257, D261 y E264 (38). Ademas, MCU esta
asociado a diferentes proteinas regulatorias que modulan su afinidad por Ca®* (49, 50),
MCU mas sus proteinas reguladoras son conocidos en conjunto como complejo MCU, en

donde MCU formaria el canal de Ca** en la membrana mitocondrial interna.

A la fecha se han descrito numerosas proteinas reguladoras de MCU, incluyendo a la

familia MICU (MItochondrial Calcium Uptake 1, la que incluye MICU 1, 2 y 3) (51), MCUb
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(Mitochondrial Calcium Uniporter b) (52), MCUR (MCU Regulator 1) (53), EMRE

(Essencial MCU Regulator) (54), entre otras.

Los principales componentes del complejo MCU expresados en musculo esquelético
adulto son MCU, EMRE, MICU1 y MICU2 (55). Ademas, se describié en este tipo de
tejido un splicing alternativo de MICU1, MICU1.1, caracterizado por un micro exén que

codifica 4 aminoacidos y que modifica las propiedades del complejo MCU.

EMRE es una proteina transmembrana de 10 kDa localizada en la membrana mitocondrial
interna que permitiria el ensamblaje del complejo MCU en célula de mamiferos (54, 56).
En estudios electrofisioldgicos, Vais y colaboradores (57) demostraron que EMRE
regularia el ingreso de Ca*" a la matriz mitocondrial, previniendo la sobrecarga de Ca* en

este organelo.

La captacion de Ca®* por las mitocondrias exhibe una cinética sigmoidea (53). Esta
cinética estaria determinada por proteinas que regularian la actividad de MCU, por
ejemplo MICU1 y MICU2. MICU1 es una proteina soluble localizada en el espacio
intermembrana que inhibe a MCU cuando la concentracién de Ca** en el citoplasma es
baja (=100nM) (58-60). Asi, el silenciamiento de MICU1 en células endoteliales genera
una sobrecarga de Ca*" mitocondrial y reduce la eficiencia de captaciéon de Ca** via MCU
(59). Por otro lado, MICUZ2 también se ubica en el espacio intermembrana y formaria un
heterodimero obligado con MICU1, siendo este dimero el real responsable de evitar la
sobrecarga mitocondrial de Ca** en reposo (61). De manera interesante, la disminucion de
MICU1 reduce la estabilidad de MICU2, sugiriendo que la acumulacién de Ca?' en
mitocondrias carentes de MICUL estaria asociada a una reduccion del dimero MICU1/2

(figura A) (61).
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Figura A. Representacion esquemaética de la captacion de Ca2+ mitocondrial mediada por el complejo
MCU (61). En condiciones de reposo (arriba a la izquierda), los heterodimeros MICU1-MICU2 actian como el
controlador de MCU, gracias al efecto inhibitorio predominante de MICU2; los aumentos en la concentracion
de calcio (arriba a la derecha) inducen un cambio conformacional en todo el dimero que libera la inhibicién de
dependiente de MICU2 y desencadena una mejora mediada por MICU1 de la actividad de canalizacion de
MCU. Ademas, la eliminacién de MICUL con la consiguiente desaparicion de MICU2 (abajo a la izquierda)
conduce a la pérdida tanto del control de acceso (gatekeeping) en reposo como a la cooperatividad
(cooperativity) activada por la activacién de la sefializacion de calcio. Por otro lado, la eliminacion selectiva de
MICU2 (parte inferior derecha) provoca la pérdida del mecanismo de control pero induce la formacion del
homodimero MICU1-MICU1 que mejora la absorcion de calcio mitocondrial después de la estimulacion
celular. IMM, membrana mitocondrial interna.

A pesar de que la abundancia de los componentes del complejo MCU es relevante, la
razon de expresion entre estas proteinas parece tener mayor significancia fisiolégica. Por
ejemplo, la razén MICU1/MCU afecta la captacién mitocondrial de Ca®* (62). Mientras que
esta razon es elevada en tejidos como cerebro e higado, el musculo esquelético presenta
la menor relacion MICU1/MCU (62), sugiriendo un control diferencial del contenido de

Ca?* mitocondrial en diferentes tejidos. A pesar de estos antecedentes, ain es
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completamente desconocido si estos componentes del complejo MCU se modifican en
respuesta a la activacion muscular inducida por despolarizacién o si la regulacién de su

expresion depende de los transitorios de Ca** citosolicos.

En musculo esquelético adulto, la despolarizacién genera un incremento del Ca*
mitocondrial, fenédmeno que depende tanto de la activacion del RyR1 asi como del IP3;R
(63). De modo interesante, el silenciamiento de MCU previene completamente el
incremento de Ca** mitocondrial inducido por despolarizacion (64), sugiriendo que MCU

es necesario para el incremento de Ca** mitocondrial en mtsculo esquelético adulto.

Ademas de su papel en la bioenergética celular, MCU ha sido sugerido como un regulador
de la masa muscular (36). Asi, mientras que el silenciamiento de MCU induce atrofia
muscular, la sobre expresiéon del mismo genera hipertrofia muscular en modelos murinos
(36). De modo interesante, 9 semanas de entrenamiento de fuerza o EE de alta
frecuencia (60Hz) en humanos induce hipertrofia e incrementa los niveles de MCU en

musculo esquelético (65).

Recientemente, en la linea celular de pollo DT40 knock-out para el IP;R se ha descrito
que la expresion génica de MCU es inducida por Ca** (49). En este trabajo, los autores
utilizaron ionomicina (ionoforo que aumenta de forma generalizada la concentracion de
Ca”®" intracelular) para inducir la expresion génica de MCU (49). Considerando que los
efectos que poseen los cambios transitorios de Ca®" sobre la funcién celular estan
determinados por su frecuencia, duracién, amplitud y localizacion subcelular, el
incremento de Ca?* por ionomicina podria generar resultados complejos de interpretar.
Ademas, se ha descrito en un modelo de neuronas hipocampales y corticales que los
aumentos de Ca* citosélico inducidos por activacion del receptor de NMDA reducen los
niveles de MCU (66). Bajo este contexto, el papel de las sefiales transitorias de Ca*

citosolico (inducidas por un estimulo fisiologico) sobre la regulacion de la expresion génica
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de MCU, MICU1.1, MICU2 y EMRE en musculo esquelético adulto son completamente

desconocidas.

Hipotesis
“La estimulacion eléctrica de baja frecuencia regula la expresién génica del complejo MCU

por un mecanismo dependiente de la activacion del IP;R en fibras musculares adultas de

ratéon”

Objetivo General

Determinar la participacion del IPsR sobre la regulaciéon de la expresion génica del
complejo MCU inducido por estimulo eléctrico de baja frecuencia en fibras musculares

adultas de raton.

Objetivo Especifico
1. Determinar el efecto del estimulo eléctrico de baja frecuencia en los niveles de
RNAm de MCU, MICUl.1, MICU2 y EMRE en fibras musculares esquelética
adultas de raton.

e Justificacién: Segun nuestros resultados preliminares, el EE de 20Hz
reduce los niveles de MRNA de MCU de manera breve y al ser un estimulo
de poca duracion (14 s), es poco probable que induzca cambios en la
abundancia de la proteina MCU. Sin embargo, es un estimulo adecuado
para medir cambios tempranos de la plasticidad muscular mediante los

niveles de RNAm.
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2. Determinar la participacién del segundo mensajero IP; y su receptor IPsR en los
cambios de la expresion génica del complejo MCU en respuesta a EE de baja
frecuencia (20Hz) en fibras musculares esqueléticas adultas de ratén.

e Justificacion: La EE a baja frecuencia genera transitorios de Ca®*
citosdlicos dependientes de IPs/IPsR. Se evaluara la participacion tanto del
segundo mensajero asi como del receptor en los cambios del RNAm de

MCU, MICUL1.1, MICU2 y EMRE en respuesta a EE.

Observacion. Considerando que nuestro resultado preliminar sugiere que el EE a baja
frecuencia reduce los niveles de RNAm de MCU (Fig. 1) y que antecedentes previos han
demostrado que a 20 Hz pero no a 90 Hz de estimulacién se activa la via de sefializacion
IPs/IP3R (7), en este trabajo se utilizard una EE a 90 Hz como control negativo en todos
los experimentos in vitro. Ademas, se evaluara con ello, la participacion del canal de Ca**
receptor de rianodina tipo 1 en los cambios de la expresion génica de MCU inducida por

EE.

Materiales y Métodos

Cultivos celulares

Se utilizaron ratones de la cepa C57/BL6J obtenidos del Bioterio Central de la Facultad de
Medicina, Universidad de Chile, los cuales seran mantenidos en una habitacién con
temperatura controlada en un ciclo luz-oscuridad de 12 horas, segun el protocolo de

bioética CBA 0759FMUCH, asociado al proyecto FONDECYT N° 1151293.

Las fibras musculares adultas aisladas se obtuvieron del musculo flexor corto de los
dedos (FDB) por digestion enzimética del muasculo completo mediante 450-500

unidades/mL colagenasa por 90 min, seguida por disociacion mecanica con pipetas
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Pasteur de diferentes didmetros. El total de fibras aisladas se sembrd en 4 cubre objetos
(35 mm) cubiertos con ECM (sigma) en medio de cultivo (Dulbecco’s modified Eagle’s

medium — DMEM, 10% suero de caballo y 1% penicilina/estreptomicina).

Reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real (QPRC)

Mediante RT-qPCR se analizaron los niveles de RNAmM del complejo MCU en fibras en
cultivo en condiciones basales, posterior a estimulacion eléctrica de campo y en presencia
0 ausencia de diferentes inhibidores.

Se utilizé 18S como gen housekeeping para realizar el control interno de la cuantificacion
de cDNA y normalizacion de los productos amplificados. Los primers utilizados para el
estudio de los niveles de RNAmM de MCU, MICUL1.1, MICU2 y EMRE son los siguientes:
MCU-fw: 5-GTGCGCCTGTTTGTAACTCA-3’

MCU-rv: 5-CAAGACTCGCTAAGCCCTTT-3’

MICU1.1-fw: 5’-CTTTGATGGAAAGGAGTTCTGGC-3’

MICUL1.1-rv: 5-CCTCCATGTCTACCTCTCCGT-3’

MICU2-fw: 5’-TGGAGCACGACGGAGAGTAT-3

MICU2-rv: 5-GCCAGCTTCTTGACCAGTGT-3

EMRE-fw: 5-AACTTCGCTGCTCTGCTTGA-3’

EMRE-rv: 5-TGAGGCTGAGGGCTTTCCTT -3’

Estimulacion eléctrica de campo

Los protocolos de estimulacion de las fibras celulares en cultivo han sido establecidos y
utilizados previamente en nuestro laboratorio (7). Un estimulo a baja frecuencia (20Hz -

0,3 ms - 14 s) y otro de alta frecuencia (90Hz — 0,3 ms — 3 s).
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Determinacion del papel de la via IPs/IP3R

Se incubarON las placas con los siguientes tratamientos antes de la estimulacion eléctrica
de campo. Se utilizd ATP extracelular exégeno como regulador rio arriba de la produccion
de IP3 y apirasa como inhibidor de esta accién. La participacion del IPsR se determiné
usando xestospongina B (antagonista del IP3R). Se determiné si el efecto observado es

por control transcripcional utilizando Actinomicina D (inhibidor de la transcripcion).

Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado mediante el programa GraphPad Prism7. Los
resultados se expresaron como promedio + error estandar del promedio (xSEM). Por
motivos del bajo nimero de muestra (n= 4 a 8) por experimento, se realizaron test
estadisticos no paramétricos. Para la diferencia entre parejas de datos se utilizé el test U
de Mann-Whitney o de Wilconxon segun corresponda, mientras que para comparar mas
de dos datos se utilizé el test de Kruskall-Wallis con post hoc de Dunn. En aquellos casos
en los que se necesitdé conocer la influencia de dos variables independientes sobre una
dependiente, el test Two-way ANOVA con el post hoc de Bonferroni fue utilizado. El nivel

de significancia fue establecido en p<0.05.

Etapas del trabajo

Se establecieron dos fases de trabajo. Primero evaluar el efecto de la estimulacién
eléctrica sobre los niveles de RNAm de MCU, MICUL1.1, MICU2 y EMRE. Posterior a esto,

se evalué la participacion del segundo mensajero IP; y IPsR en el efecto observado.

Resultados

Niveles de RNAm del complejo MCU post estimulacion eléctrica.
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En un modelo de fibras aisladas se evalu6 el efecto de la estimulacion eléctrica en los

niveles de RNAm del complejo MCU.

Los niveles de RNAm de MCU presentan una

disminucion significativa a la media hora post-estimulacion logrando su maxima caida a la

hora post estimulacion eléctrica de baja frecuencia (figura 1). Por el contrario, la

estimulacion eléctrica de alta frecuencia no produce cambios en los niveles de RNAmM de

MCU (figura 2). Ademas, se observé una disminucion de los niveles de RNAm de MICUL,

MICU2 y EMRE a la hora post EE de baja frecuencia, por el contrario, el EE de alta

frecuencia no genera cambios
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Figura 1. La estimulacion eléctrica de baja
frecuencia reduce transitoriamente los
niveles de RNAm de MCU en fibras
musculares  esqueléticas. Las fibras
musculares aisladas del mdsculo fdb se
estimularon eléctricamente (estimulacion de
campo de 20 Hz de duracién de pulso de 0.3
ms durante 14 segundos). EI RNAm se extrajo
en diferentes momentos después de la
estimulacién. Los niveles de mRNA de MCU
disminuyeron transitoriamente 1 hora después
de EE. Los valores se presentan como media
+ S.E.M. ( n control = 8; n 0.5h = 6; n 1h = 8;n
2h= 5). 18s se us6 como normalizador. *, p
<0,05; **, p < 0,01; *** p <0,001. Kruskall-
Wallis con post hoc de Dunn.

dichos genes (figura 3-5).
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Figura 2. La estimulacién eléctrica de alta
frecuencia no afecta los niveles de RNAm
de MCU en fibras musculares esqueléticas.
Las fibras musculares se estimularon
eléctricamente (estimulacion de campo de 90
Hz de duracion de pulso de 0,3 ms durante 3
segundos). EIl RNAm se extrajo en diferentes
momentos después de la estimulacién. No hay
diferencia significativa en los niveles de mRNA
de MCU después de EE. Los valores se
presentan como media + S.E.M. (n control =
7;n 0.5h = 5;n 1h = 6;n 2h= 5).18s se usob
como normalizador. *, p <0,05; **, p < 0,01;
*** p <0,001. Kruskall-Wallis con post hoc de
Dunn.
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Figura 3. La estimulacion eléctrica regula
transitoriamente los niveles de RNAm de
MICU1 en fibras musculares esqueléticas.
Las fibras musculares aisladas del musculo
fdb se estimularon eléctricamente con un
protocolo de baja frecuencia (estimulaciéon de
campo de 20 Hz de duracion de pulso de 0.3
ms durante 14 segundos) y uno de alta
frecuencia (estimulacion de campo de 90 Hz
de duracién de pulso de 0.3 ms durante 3
segundos). EIl RNAm se extrajo en diferentes
momentos después de la estimulacion. Los
niveles de mRNA de MICUl disminuyeron
transitoriamente 1 hora después del EE de
baja frecuencia. Los valores se presentan
como media £ S.E.M. (n control = 22;n 20Hz =
17;n 90Hz = 5). 18S se us6 como
normalizador. *, p <0,05; **, p < 0,01; *** p
<0,001. Kruskall-Wallis con post hoc de Dunn.
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Figura 4. La estimulacion eléctrica regula
transitoriamente los niveles de RNAm de
MICU2 en fibras musculares esqueléticas.
Las fibras musculares aisladas del musculo
fdb se estimularon eléctricamente con un
protocolo de baja frecuencia (estimulacién de
campo de 20 Hz de duracién de pulso de 0.3
ms durante 14 segundos) y uno de alta
frecuencia (estimulacion de campo de 90 Hz
de duracién de pulso de 0.3 ms durante 3
segundos). EIl RNAm se extrajo en diferentes
momentos después de la estimulacion. Los
niveles de mRNA de MICU2 disminuyeron
transitoriamente 1 hora después de EE de
baja frecuencia. Los valores se presentan
como media £ S.E.M. (n control = 22;n 20Hz =
17;n 90Hz = 5). 18S se us6 como
normalizador. *, p <0,05; **, p < 0,01; *** p
<0,001. Kruskall-Wallis con post hoc de Dunn.
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1.5 Figura 5. La estimulacién eléctrica regula
transitoriamente los niveles de RNAm de
EMRE en fibras musculares esqueléticas.
Las fibras musculares aisladas del musculo
fdb se estimularon eléctricamente con un
protocolo de baja frecuencia (estimulacién de
campo de 20 Hz de duracién de pulso de 0.3
ms durante 14 segundos) y uno de alta
frecuencia (estimulacion de campo de 90 Hz
de duraciéon de pulso de 0.3 ms durante 3
segundos). El RNAm se extrajo en diferentes
momentos después de la estimulacion. Los
niveles de mMRNA de EMRE disminuyeron
transitoriamente 1 hora después de ES de
baja frecuencia. Los valores se presentan
como media £ S.E.M. (n control = 22;n 20Hz =
17;n 90Hz = 5). 18S se us6 como
normalizador. *, p <0,05; **, p < 0,01; *** p
<0,001. Kruskall-Wallis con post hoc de Dunn.
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Participacién del receptor IPsR

Considerando que la liberacion de Ca*? desde el receptor IP;R depende de la salida de
ATP al espacio extracelular. Se pre-incubaron fibras aisladas del FDB con 2U/ml de
apirasa para producir una disminucion en los niveles de ATP extracelular. Se observé un
aumento significativo solo en los niveles de RNAmM de MCU posterior a la incubacién
(figura 6). La disminucion de RNAm observada en MCU, MICUl, MICU2 y EMRE
mediante un EE de baja frecuencia fue prevenida al ser pre-incuba con apirasa (figura 6 -

9).
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Figura 6. Fibras musculares esqueléticas
pre incubadas con apirasa (Apy) aumenta
los niveles de mRNA de MCU y previene la
reduccién transitoria después de la
estimulacién eléctrica de baja frecuencia.
Las fibras musculares aisladas del musculo
fdb se preincubaron durante 30 minutos con
apirasa (2U / ml) antes de ser estimuladas
eléctricamente (lo mismo que en la Figura 1).
El RNAm se extrajo una hora después de la
estimulacion eléctrica. Los niveles de RNAm
de MCU aumentaron con la preincubacion con
apirasa en ausencia de estimulacion eléctrica
y se evitd su disminucion transitoria después
de la estimulacion eléctrica. Los valores se
presentan como media + S.E.M (n control =
22;n 20Hz = 17;n Apy = 6; n 20Hz+Apy= 6).
18s se usd como normalizador. *, p <0,05; **,
p < 0,01; ** p <0,001. Kruskall-Wallis con
post hoc de Dunn.
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Figura 7. Fibras musculares esqueléticas
pre incubadas con apirasa (Apy) previene
la reduccion transitoria después de la
estimulacion eléctrica de baja frecuencia.
Las fibras musculares aisladas del musculo
fdb se preincubaron durante 30 minutos con
apirasa (2U / ml) antes de ser estimuladas
eléctricamente (lo mismo que en la Figura 1).
El RNAm se extrajo una hora después de la
estimulacion eléctrica. La preincubacion con
apirasa evit0 la caida transitoria de los niveles
de RNAm de MICU1 después de Ila
estimulacion  eléctrica. Los valores se
presentan como media + S.E.M (n control =
22;n 20Hz = 17;n Apy = 6;n 20Hz+Apy= 6).
18s se us6 como normalizador. *, p <0,05; **,
p < 0,01; *** p <0,001. Kruskall-Wallis con
post hoc de Dunn.
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Figura 8. Fibras musculares esqueléticas
pre incubadas con apirasa (Apy) previene
la reduccion transitoria después de la
estimulacién eléctrica de baja frecuencia.
Las fibras musculares aisladas del musculo
fdb Brevis se preincubaron durante 30 minutos
con apirasa (2U / ml) antes de ser estimuladas
eléctricamente (lo mismo que en la Figura 1).
El RNAm se extrajo una hora después de la
estimulacion eléctrica. La preincubacion con
apirasa evité la caida transitoria de los niveles
de RNAm de MICU2 después de la
estimulacion  eléctrica. Los valores se
presentan como media + S.E.M (n control =
22;n 20Hz = 17;n Apy = 6;n 20Hz+Apy= 6).
18s se us6 como normalizador. .*, p <0,05; **,
p < 0,01; ** p <0,001. Kruskall-Wallis con
post hoc de Dunn.

1.5;
g
E 10| =
<
Z
4
=
w 0.5
4
=
]
0.0 \
S A Qﬁ Q*
RPN S o

/\,
&

Figura 9. Fibras musculares esqueléticas
pre incubadas con apirasa (Apy) previene
la reduccion transitoria después de la
estimulacién eléctrica de baja frecuencia.
Las fibras musculares aisladas del musculo
fdb se preincubaron durante 30 minutos con
apirasa (2U / ml) antes de ser estimuladas
eléctricamente (lo mismo que en la Figura 1).
El RNAmM se extrajo una hora después de la
estimulacion eléctrica. La preincubacion con
apirasa evité la caida transitoria de los niveles
de RNAm de EMRE después de Ila
estimulacion eléctrica. Los valores se
presentan como media + S.E.M (n control =
22; n 20Hz = 18;n Apy = 6;n 20Hz+Apy= 6).
18s se us6 como normalizador. *, p <0,05; **,
p < 0,01; *** p <0,001. Kruskall-Wallis con
post hoc de Dunn.
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Se procedié luego a evaluar el efecto de 100 uM de ATP exdgeno agregado al medio
extracelular a diferentes tiempos sobre los niveles de RNAm de MCU. No se observaron
cambios significativos a los 15 min, 30 min y 1h posterior a la administraciéon de ATP
(figura 10). Posterior a esto, se decidi6 realizar el mismo experimento con una
concentracion de 30 uM de ATP a diferentes tiempos, resultando a la media hora una
disminucién significativa de los niveles de RNAm de MCU (Figura 11). Por lo cual, se
decidié evaluar MICU1, MICU2 y EMRE a la media hora con la misma dosis usada
anteriormente observando una disminucion significativa de los dichos genes (Figura 12-

14).

La regulacion rio debajo de ATP y receptores purinérgicos puede ser mediada por la
produccién de IP; y Ca®" liberado por el IP;R, se decidié bloquear este canal de Ca*
intracelular mediante el uso de Xestospongina B. No se observan cambios en los niveles
de RNAm de MCU, MICU1, MICU2 y EMRE al ser incubadas con Xestospongina B en
respuesta a un EE de baja frecuencia (Figura 15 - 18) lo que sugiere que esta via esta

implicada en la regulacién del complejo MCU.

Finalmente, se us6 actinomicina D como inhibidor de la transcripcion, para determinar si
los cambios observados se relacionan con transcripcién de novo o con alteraciones en la
vida media de los RNAm observados. La incubacién con la droga no produce cambios en
los niveles de RNAm de MCU, MICU1, MICU2 y EMRE. Sin embargo, se observa una
disminucion de los niveles de RNAm de dichos genes cuando se pre incuba en conjunto a
un EE de baja frecuencia (Fig. 19-22). Lo que sugiere que dichos cambios ocurren en
etapas posteriores a la transcripcion, pudiendo actuar sobre la vida media de estos

RNAmM.
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Figura 10. Incubacién con 100 pM de ATP
extracelular no afecta los niveles de mRNA
de MCU en fibras musculares esqueléticas.
Las fibras musculares se aislaron del muasculo
fdb estimulado con ATP extracelular (100 pM).
El RNAm se extrajo en diferentes momentos
de su incubacién. No se observaron cambios
en los niveles de RNAmM de MCU después de
la preincubacién con ATP extracelular. Los
valores se presentan como media + S.E.M. (n
control = 7; n 0.25h = 3;n 0.5h = 4;n 1h= 4;n
2h= 4). 18s se us6 como normalizador. *, p
<0,05; **, p < 0,01; *** p <0,001. Kruskall-
Wallis con post hoc de Dunn.
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Figura 11. Incubacion de 30 uM de ATP
extracelular reduce transitoriamente los
niveles de mRNA de MCU en fibras
musculares  esqueléticas. Las fibras
musculares se aislaron del muasculo fdb
estimulado con ATP extracelular (30 uM). El
RNAm se extrajo en diferentes momentos de
su incubacion. No se observaron cambios en
los niveles de RNAmM de MCU después de la
preincubacion de ATP extracelular. Los
valores se presentan como media £ S.E.M. (n
control = 14;n 0.5h = 8;n 1h= 6;n 2h= 4). 18s
se us6 como normalizador. *, p <0,05; **, p <
0,01; *** p <0,001. Kruskall-Wallis con post
hoc de Dunn.
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Figura 12. La estimulaciéon con 30 pM de
ATP extracelular reduce transitoriamente
los niveles de mRNA de MICUL en fibras
musculares  esqueléticas. Las fibras
musculares se aislaron del muasculo fdb
estimulado con ATP extracelular (30 uM). El
RNAmM se extrajo a la media hora de su
incubacién. Se observo una disminucién en
los niveles de RNAm de MICU1 después de la
preincubacion cpn ATP extracelular. Los
valores se presentan como media + S.E.M. (n
control = 8;n 30uM ATP = 8). 18s se us6 como
normalizador. *, p <0,05; **, p < 0,01; ** p
<0,001. U de Mann-Whitney test.
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Figura 13. La estimulacion con 30 pM de
ATP extracelular reduce transitoriamente
los niveles de mRNA de MICU2 en fibras
musculares  esqueléticas. Las fibras
musculares se aislaron del musculo fdb
estimulado con ATP extracelular (30 uM). El
RNAmM se extrajo a la media hora de su
incubacién. Se observo una disminucién en
los niveles de RNAm de MICU2 después de la
preincubacion con ATP extracelular. Los
valores se presentan como media £ S.E.M. (n
control = 15;n 30uM ATP = 8). 18s se usoO
como normalizador. *, p <0,05; **, p < 0,01;
*** p <0,001. U de Mann-Whitney test.
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Figura 14. La estimulacién con 30 pM de
ATP extracelular reduce transitoriamente
los niveles de mRNA de EMRE en fibras
musculares  esqueléticas. Las fibras
musculares se aislaron del mdasculo fdb
estimulado con ATP extracelular (30 uM). El
RNAmM se extrajo a la media hora de su
incubacién. Se observo una disminuciéon en
los niveles de RNAm de EMRE después de la
preincubacién con ATP extracelular. Los
valores se presentan como media £ S.E.M. (n
control = 5;n 30uM ATP = 5). 18s se us6 como
normalizador. *, p <0,05; **, p < 0,01; *** p
<0,001. U de Mann-Whitney test.
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Figura 15. Fibras musculares esqueléticas
pre tratadas con xestospongina B (XB) no
produce cambios en los niveles de mRNA
de MCU post estimulo eléctrico. Las fibras
musculares aisladas del mdusculo fdb pre
tratadas con XB (10 pM) antes de ser
estimuladas eléctricamente (lo mismo que en
la Figura 1). EI RNAm se extrajo una hora
después de la estimulacion eléctrica..Los
niveles de RNAm de MCU no presentan
cambios al ser pretratadas con XB y evitd su
disminucion transitoria después de la
estimulacion  eléctrica. Los valores se
presentan como media + S.E.M (n control =
8;n 20Hz = 4;n XB= 4;n 20Hz+XB= 5). 18s se
usé como normalizador. *, p <0,05; **, p <
0,01; *** p <0,001. Kruskall-Wallis con post
hoc de Dunn.
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Figura 16. Fibras musculares esqueléticas
pre tratadas con xestospongina B (XB) no
produce cambios en los niveles de mRNA
de MICUL post estimulo eléctrico. Las fibras
musculares aisladas del musculo Flexor
Digitorium Brevis pre tratadas con XB (10 pM)
antes de ser estimuladas eléctricamente (lo
mismo que en la Figura 1). EI RNAm se
extrajo una hora después de la estimulacion
eléctrica..Los niveles de RNAm de MICU1 no
presentan cambios al ser pretratadas con XB 'y
evitd su disminucion transitoria después de la
estimulacién eléctrica. Los valores se
presentan como media + S.E.M (n control =
22;n 20Hz = 17;n XB= 6;n 20Hz+XB= 6). 18s
se usO como normalizador. *, p <0,05; **, p <
0,01; *** p <0,001. Kruskall-Wallis con post
hoc de Dunn.
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Figura 17. Fibras musculares esqueléticas
pre tratadas con xestospongina B (XB) no
produce cambios en los niveles de mRNA
de MICU2 post estimulo eléctrico. Las fibras
musculares aisladas del musculo Flexor
Digitorium Brevis pre tratadas con XB (10 uM)
antes de ser estimuladas eléctricamente (lo
mismo que en la Figura 1). El RNAm se
extrajo una hora después de la estimulacion
eléctrica..Los niveles de RNAmM de MICU2 no
presentan cambios al ser pretratadas con XB y
evitd su disminucién transitoria después de la
estimulacion  eléctrica. Los valores se
presentan como media + S.E.M (n control =
22;n 20Hz = 17;n XB= 6;n 20Hz+XB= 6). 18s
se usO como normalizador. *, p <0,05; **, p <
0,01; *** p <0,001. Kruskall-Wallis con post
hoc de Dunn.



Discusion

Segun los datos, se observa que el estimulo eléctrico de baja frecuencia resulta en una
disminucion de los niveles de RNAm de MCU, MICU1, MICU2 y EMRE, mientras que el
EE de alta frecuencia no genera modificaciones. Nuestro laboratorio ha descrito genes

gque son regulados de manera frecuencia dependiente, para genes relacionados con la
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Figura 18. Fibras musculares esqueléticas
pre tratadas con xestospongina B (XB) no
produce cambios en los niveles de mRNA
de EMRE post estimulo eléctrico. Las fibras
musculares aisladas del musculo fdb pre
tratadas con XB (10 pM) antes de ser
estimuladas eléctricamente (lo mismo que en
la Figura 1). EI RNAm se extrajo una hora
después de la estimulacién eléctrica. Los
niveles de RNAm de EMRE no presentan
cambios al ser pretratadas con XB y evit6 su
disminucion transitoria después de la
estimulacion  eléctrica. Los valores se
presentan como media + S.E.M (n control =
22;n 20Hz = 18;n XB= 6;n 20Hz+XB= 6).18s
se usO6 como normalizador, **, p <0,05.
Kruskall-Wallis con post hoc de Dunn.

1.57 |
5\ *
<
S 1.0{ T
o
<
Z
E
= 0.51
O
=
0.0 Y
o vy OO0 L
S (19‘2\ ¥
C) X
Q(l/
P

Figura 19. Fibras musculares esqueléticas
pre tratadas con Actinomicina D (AcD)
produce cambios en los niveles de mRNA
de MCU post estimulo eléctrico. Las fibras
musculares aisladas del musculo fdb se
preincubaron durante 30 minutos con AcD (1,5
UM) antes de ser estimuladas eléctricamente
(lo mismo que en la Figura 1). EI RNAm se
extrajo una hora después de la estimulacion
eléctrica..Los niveles de RNAm de MCU no
presentan cambios al ser pretratadas con AcD
y no evitd su disminucion transitoria después
de la estimulacion eléctrica. Los valores se
presentan como media + S.E.M (n control =
23;n 20Hz = 8;n AcD= 7;n 20Hz+AcD= 7). 18s
se us6 como normalizador. *, p <0,05; **, p <
0,01; *** p <0,001. Kruskall-Wallis con post
hoc de Dunn.
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Figura 20. Fibras musculares esqueléticas
pre tratadas con Actinomicina D (AcD)
produce cambios en los niveles de mRNA
de MICUL post estimulo eléctrico. Las fibras
musculares aisladas del musculo Flexor
Digitorium Brevis se preincubaron durante 30
minutos con AcD (1,5 pM) antes de ser
estimuladas eléctricamente (lo mismo que en
la Figura 1). EI RNAmM se extrajo una hora
después de la estimulacién eléctrica..Los
niveles de RNAm de MICULl no presentan
cambios al ser pretratadas con AcD y no evito
su disminucion transitoria después de la
estimulacién  eléctrica. Los valores se
presentan como media + S.E.M (n control =
23;n 20Hz = 8;n AcD= 7;n 20Hz+AcD= 7). 18s
se usO como normalizador. *, p <0,05; **, p <
0,01; ** p <0,001. Kruskall-Wallis con post
hoc de Dunn.
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Figura 21. Fibras musculares esqueléticas
pre tratadas con Actinomicina D (AcD)
produce cambios en los niveles de mRNA
de MICU2 post estimulo eléctrico. Las fibras
musculares aisladas del musculo Flexor
Digitorium Brevis se preincubaron durante 30
minutos con AcD (1,5 pM) antes de ser
estimuladas eléctricamente (lo mismo que en
la Figura 1). EI RNAm se extrajo una hora
después de la estimulacion eléctrica..Los
niveles de RNAm de MICU2 no presentan
cambios al ser pretratadas con AcD y no evitd
su disminucion transitoria después de la
estimulacion  eléctrica. Los valores se
presentan como media + S.E.M (n control =
23;n 20Hz = 8;n AcD= 7;n 20Hz+AcD= 7). 18s
se usé como normalizador. *, p <0,05; **, p <
0,01; *** p <0,001. Kruskall-Wallis con post
hoc de Dunn.
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Figura 22. Fibras musculares esqueléticas
pre tratadas con Actinomicina D (AcD)
produce cambios en los niveles de mRNA
de EMRE post estimulo eléctrico. Las fibras
musculares aisladas del musculo Flexor
Digitorium Brevis se preincubaron durante 30
minutos con AcD (1,5 pM) antes de ser
estimuladas eléctricamente (lo mismo que en
la Figura 1). EI RNAmM se extrajo una hora
después de la estimulacién eléctrica. Los
niveles de RNAm de EMRE no presentan
cambios al ser pretratadas con AcD y no evitd
su disminucion transitoria después de la
estimulaciéon  eléctrica. Los valores se
presentan como media + S.E.M (n control =
23;n 20Hz = 8;n AcD= 7;n 20Hz+AcD= 7). 18s
se us6é como normalizador. *, p <0,05; **, p <
0,01; *** p <0,001. Kruskall-Wallis con post
hoc de Dunn.

plasticidad del muasculo adulto. Por lo tanto, MCU, MICU1, MICU2 y EMRE podria ser
regulado de manera frecuencia dependiente, afectdndose sélo frente a un EE de baja
frecuencia. Esta disminucion transitoria y de corta duracion puede estar relacionada con
una preparaciéon de la mitocondria para la transicion fenotipica de un musculo rapido a

lento.

Las fibras musculares esqueléticas al ser pre-incubadas con apirasa (enzima que degrada
ATP) muestran un aumento de los niveles de RNAm solo de MCU de forma basal,
sugiriendo que el ATP presente en el medio extracelular de fibras en estado basal estaria
ejerciendo una inhibicién o des-represidn sobre la transcripcién de este gen. Ademas, al
evaluar el efecto de un EE de baja frecuencia en presencia de apirasa, no se observa
cambios en los niveles de RNAm de MCU, MICU1, MICU2 y EMRE comparado con su
control. Estos resultados, concuerdan con la idea de que los efectos transcripcionales
observados sobre MCU, MICU1l, MICU2 y EMRE luego del EE de baja frecuencia

dependen del ATP liberado a esta frecuencia por parte de las fibras musculares
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estimuladas (7, 31). Sin embargo, cuando se compara 20 Hz en conjunto con apirasa
sobre los niveles de RNAmM de MCU con el grupo apirasa basal, no se observa la misma
represion. Este resultado sugiere una represion en reposo mediada por el ATP

extracelular basal en los niveles de RNAm de MCU y no de MICU1, MICU2 y EMRE.

Para evaluar el rol del ATP en los efectos observados en fibras bajo EE, se decidio
estimular con ATP extracelular exdégeno a diferentes concentraciones y tiempos emulando
la liberacion de ATP producida por el EE de baja frecuencia (7). La disminucion de los
niveles de RNAm del complejo MCU estimulado con 30 uM de ATP extracelular exdgeno
a la media hora concuerda con lo observado con apirasa. De modo interesante, el efecto
observado seria regulado de manera dosis-dependiente, debido que no hubo cambios
usando 100 puM de ATP extracelular. Se ha descrito que los diferentes receptores
purinérgicos presentan diversos grados de afinidad por ATP gatillando diferentes vias de
sefalizacién (67). Ademas, 30 uM de ATP extracelular reduciria el tiempo necesario para
la disminucién de los niveles de RNAmM del complejo MCU; este fendbmeno podria estar
relacionado con la concentracion final de ATP en los tdbulos-T y su afinidad por los
receptores purinérgicos (67), o la activaciéon de estos receptores sin la liberacion de ATP a
través de los canales de panexina gatillado por la activacion del DHPR. En primer lugar,
el ATP administrado en el medio extracelular difunde hacia los tubulos-T para activar a los
receptores purinérgicos. Sin embargo, la concentracion alcanzada en este dominio no se
ha descrito. Por tanto, se desconoce si la concentracién de ATP alcanzada en el tubulo-T
es similar entre un estimulo de 30 uM de ATP extracelular exdgeno y el logrado por un EE
a baja frecuencia. Por consiguiente, se podria sugerir que la afinidad lograda por 30 uM
de ATP extracelular exdégeno en los receptores P2Y podria favorecer la via de
sefializacién en los tubulo-T. En segundo lugar, se ha descrito un cierto tiempo de retardo

entre EE de baja frecuencia y los aumentos de ATP extracelular (7). Por tanto, la
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aplicacion de ATP de manera exdgena puede implicar un salto de algunas etapas previas
a la activaciéon de los receptores purinérgicos y asi podemos observar un menor tiempo

para la caida de los genes en comparacion a un EE de baja frecuencia.

Los transitorios lentos de calcio son mediados por la activacion del IP3;R, el cual esta
regulado rio arriba por la liberacion de ATP al espacio extracelular (11, 30). Por tal motivo,
en fibras musculares esqueléticas al ser pre-incubadas con Xestospongina B (bloqueador
del IP3R) junto a un EE de baja frecuencia se previno la caida de los niveles de RNAm de
MCU, MICU1, MICU2 y EMRE. Esto nos sugiere que la disminuciéon de los niveles de
RNAmM del complejo MCU seria mediado por transitorios lentos de calcio activados por la

via de sefializacion ATP extracelular / IP3 / IP;R.

Se han descrito dos vias de regulacion de MCU. La primera mediada por un factor de
transcripcibn CREB, cuya fosforilacion gatilla un aumento del RNAm y proteico en un
modelo de linfocitos B (49, 68). La segunda, es una regulacion mediada por microRNA
(miRNA). Esta Ultima, se caracteriza por ser secuencias cortas y no codificables, y regulan
la expresion génica por union complementaria en la regién no traducible 3" (3"-UTR) del
RNAm, lo que conlleva una degradacion del RNAm objetivo o la inhibicion de su
traduccion (68, 69). La biogénesis o procesamiento de los miRNA comienza con un
transcripto primario (pri-miRNA) de genes que no codifican proteinas o de regiones
intrénicas de un gen codificable, esta estructura es reconocida por un complejo de
microprocesamiento que contiene la proteina unida a RNA DGCR8 y RNasa Ill Drosha.
Este complejo corta el pri-miRNA y genera un pre-miRNA que es reconocida por la
exportina 5” y Ran GTPasa llevandola hacia el citoplasma. En este lugar, interactta con la
RNasa Il Dicer que corta el pre-miRNA resultando en su forma madura de miRNA (70,
71). Existen datos que muestran que la sobreexpresion de miR-25 en un modelo de

cancer de colon resulta en una disminucién de los niveles de RNAm y proteina de MCU
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asociandolo a una proteccion de las células tumorales (68, 72). Otro estudio, plantea una
regulacion de MCU mediada por miR-25 y miR-138 en un modelo de hipertension arterial
pulmonar en donde se observé células de musculatura lisa pulmonar (68, 73) Por tanto,
la disminucién que se observa del complejo MCU mediada por EE de baja frecuencia en
presencia del bloqueador de la transcripcion, actinomicina D, nos sugiere una posible

regulacion mediada por miRNA.

Finalmente, estos datos abren una serie de preguntas sobre los efectos de una
disminucion del complejo MCU en la plasticidad y metabolismo del musculo esquelético.
En primer lugar, ¢Podria la disminucién del complejo MCU ser un factor protector de la
fibora muscular? Se ha descrito que la estimulacion de neuronas corticales y del
hipocampo resulta en una disminucion del RNAm y proteina de MCU, que se asocian a un
efecto protector evitando la sobrecarga de calcio mitocondrial, para asi evitar la salida del
citocromo C que gatilla la muerte celular (66). Asimismo, se ha observado que la
disminucién de MCU en un modelo de células provenientes del cancer de colon resulta en
una resistencia a la apoptosis (68, 72). Ademas, la concentracién de Ca”** mitocondrial
necesario para sobrepasar el umbral y gatillar la apertura del poro de transicién de
permeabilidad mitocondrial (mPTP) en una fibra lenta es menor en comparaciéon a una
fibra rapida (74, 75). Por lo tanto, dado que la contraccion muscular de una fibra de
fenotipo lento resulta en elevaciones regulares y prolongadas en el tiempo producto de la
contraccion, se podria sugerir que una disminucion del complejo MCU podria regular la
entrada de calcio mitocondrial previniendo la apertura del mPTP y asi proteger la fibra

muscular.

En segundo lugar, ¢Por qué la transicion fenotipica de un musculo rapido a lento resulta
en una disminucién del complejo MCU? Se sabe que la fibra muscular lenta tiene un

mayor poder oxidativo que la rapida y por lo tanto necesita una mayor entrada de calcio

38



mitocondrial para la produccion de ATP (6). Entonces, si disminuye el complejo MCU, ¢,No
tendria que disminuir también la entrada de calcio? Se podria especular que la entrada de
calcio se mantendria estable, ya que la relacion MICUL/MCU no cambiaria por la
disminucion del RNAm de ambos genes. Ademas, la transicion fenotipica de musculo
rapido a lento tendria que gatillar una disminucién de la parvalbumina (buffer de
Ca?'citoplasmatico) debido que es restringido a masculo rapido (76). Por lo tanto, se
podria inferir una regulacion diferencial en la captacion del Ca®* mitocondrial en este
modelo de plasticidad muscular. Otra posibilidad es que la disminucion de la entrada de
calcio podria ser compensada por un aumento de la sensibilidad del calcio por las
enzimas isocitrato deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa para mantener la
produccion de ATP segun los requerimientos energéticos (77, 78). Ademas, se ha
descrito una mayor produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en fibras rapidas
asociadas a un incremento en la captacion Ca?" mitocondrial. Por tanto, una disminucién
en la concentracién de calcio mitocondrial en una fibra lenta, podria estar relacionado con
una menor produccién de ROS, evitando la disfuncién mitocondrial (75, 79). De modo
interesante, la disminucién de MCU mediante un shMCU, resulté en una disminucién del
area de seccion transversal del tibial anterior y séleo, ademas de una disminucién de los
marcadores de hipertrofia muscular (36). También, existen antecedentes de que
entrenamientos de resistencia de larga duracion en humanos, resulta en una atenuacion
de los marcadores de hipertrofia y una disminucion de la masa muscular (80, 81). Se
podria especular que un EE de baja frecuencia produciria adaptaciones musculares de un
fenotipo rapido a lento que consideraria una regulacién mas fina del calcio mitocondrial y
posibles adaptaciones mitocondriales que pudieran sostener un metabolismo oxidativo de
una fibra lenta para suplir la demanda energética y una disminucion de la masa muscular

mediada por la disminucién del complejo MCU.
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En tercer lugar, ¢Podria estos cambios transitorios de RNAm resultar en modificaciones
proteicas? Los cambios observados en los niveles de RNAmM del complejo MCU son
pequefios y de corta duracion, por lo tanto es poco probable ver cambios en sus
proteinas. Esto es debido probablemente al hecho de que el estimulo dado es también de
corta duracion, pero suficiente para evidenciar cambios transcripcionales. Por lo mismo,
es de esperar que estimulos repetidos durante el tiempo pudieran gatillar cambios en la
proteina y asi ver cambios funcionales en la mitocondria, y por consecuencia, en la fibra
muscular esquelética. Por ello, se requieren futuras investigaciones que evallen los
cambios en la proteina mediado por EE y las consecuencias de una caida del complejo

MCU en las diferentes funciones de la fibra muscular esquelética.

Conclusioén
El estimulo eléctrico de baja frecuencia disminuye los niveles de RNAm del complejo

MCU (MCU, MICU1, MICU2 y EMRE).

La disminucion del RNAm del complejo MCU es dependiente de la via ATP
extracelular/IP3/IP3;R. Ademas, el ATP extracelular basal tiene un efecto represor del gen

MCU.

La disminucién de los niveles de RNAm del complejo MCU sugiere una regulacion post-

transcripcional.

La disminucién del complejo MCU podria estar asociado a una adaptacion mitocondrial de

una transicion fenotipica de un musculo rapido a lento.
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