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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares, son la principal causa de mortalidad en el
mundo y la actividad fisica es clave en su prevencion. Durante el ejercicio, el masculo
esquelético secreta mioquinas que estan encargadas de coordinar su actividad con
otros sistemas bioldgicos, satisfaciendo el requerimiento energético del organismo.
Entre estas mioquinas encontramos a interleuquina-6 (IL-6) que aumenta sus niveles
de mRNA y proteina luego de realizar actividad fisica y a Miostatina que los
disminuye. Se han reportado adaptaciones de la vasculatura a la actividad fisica 'y es
conocido que IL-6 y Miostatina son expresadas por las células musculares lisas
vasculares (VSMC), principal componente de la capa media de la aorta. No obstante,
se desconoce si el ejercicio regula su expresion en VSMC. Por lo tanto, la hip6tesis
de este trabajo es: “El ejercicio agudo tipo endurance induce un aumento de mMRNA'y
proteina de IL-6 y disminuye los de Miostatina en aorta de ratébn C57BL/6J". Los
objetivos especificos son: 1) Estandarizar el modelo experimental y las condiciones
de trabajo de cada técnica asociada. 2) Determinar el efecto del ejercicio agudo sobre
la expresion de IL-6 y Miostatina en aorta de ratbn C57BL/6J. Para comprobar esta
hip6tesis, se optimiz6 un protocolo de ejercicio agudo, en el que ratones C57BL/6J se
dividieron en grupos y se sometieron a diferentes tiempos de ejercicio (0, 30, 60, 90
min y grupo all-out, AO) al 60% de su velocidad aerébica maxima (VAM). En aorta se
determinaron los niveles de mRNA de IL-6 y Miostatina mediante RT-gPCR vy sus
niveles proteicos mediante ELISA e inmunohistoquimica (IHQ). Se mostré que ambas
mioquinas son expresadas en VSMC de aorta de raton. Se observo una tendencia al
aumento de mRNA a partir de los 90 min de ejercicio para ambas mioquinas. La
expresion de Miostatina aumenta sin ser estadisticamente significativa, a los 90 min
(ELISA) y por IHQ desde los 30 min se observa una tendencia a aumentar. En el caso
de IL-6, mediante ELISA, se observa una leve disminucion a los 30 min y una
tendencia a su aumento desde los 60 min siendo cercano a la significancia en el grupo
AO y mediante IHQ, esta disminuye a los 60 min y luego aumenta significativamente
en el grupo AO. Se concluye que las VSMC expresan ambas mioquinas por accién
del ejercicio agudo tipo endurance. Sin embargo, aun faltan experimentos para

determinar cudl es el efecto de este tipo de ejercicio sobre la expresion de cada una.



SUMMARY

Expression of myokines IL-6 and Myostatin in C57BL6/J mouse aorta during
endurance-like acute exercise

Cardiovascular diseases are the main cause of mortality worldwide and physical
activity is a key factor in the prevention of these diseases. Myokines are secreted during
exercise from skeletal muscle, and they are responsible for coordinating muscle activity
with other biological systems to satisfy body's energy requirement. Among these
myokines, interleukin-6 (IL-6) and Myostatin are described. After physical activity, IL-6
MRNA and protein increase their levels, while those of Myostatin decrease. In the
literature, exercise-induced vasculature adaptation has been reported. IL-6 and
Myostatin are expressed by vascular smooth muscle cells (VSMC), the main component
of the middle layer of arteries such as aorta. Therefore, the hypothesis of this work is:
"Acute endurance-like exercise induces IL-6 mMRNA and protein increase and decreases
those of Myostatin in C57BL/6J mouse aorta". The specific objectives are: 1) To
standardize the experimental model and working conditions of each associated
technique. 2) To determine the effect of acute exercise on IL-6 and Myostatin expression
in C57BL/6J mouse aorta. To test this hypothesis, an acute exercise protocol was
optimized. C57BL/6J mice were divided into groups and submitted to exercise by
different times (0, 30, 60, 90 min and all-out (AO) group) at 60% of their maximum aerobic
speed (MAS). Subsequently, IL-6 and Myostatin mRNA levels were determined in aorta
by RT-gPCR and their protein levels by ELISA and immunohistochemistry (IHC). Both
myokines are expressed in mouse aortic VSMC. Trends of increase in mRNA are
observed after 90 min of both myokines. Myostatin expression increases without being
statistically significant, at 90 min (ELISA) and by IHC there is a tendency to increase
from 30 min. In the case of IL-6, when analyzing its expression by ELISA, a slight
decrease is observed at 30 min and a tendency to increase from 60 min, being close to
significance in the AO group. When we analyze its expression by immunohistochemistry,
a decrease at 60 min and then a significant increase in the AO group were observed. In
conclusion, VSMC express both myokines by action of acute endurance exercise.
However, more experiments are necessary to determine the effect of this type of exercise

on the expression of each one.



1. INTRODUCCION
1.1. Células musculares lisas vasculares

Las células musculares lisas vasculares (VSMC) son el principal componente de
la capa media de las arterias. Estas células en animales adultos son altamente
especializadas y su funcion principal es regular el tono vascular y, por consiguiente,
regular la presion y el flujo sanguineo.* Las VSMC, a diferencia de otras células como
las del musculo esquelético o cardiaco, una vez diferenciadas pueden sufrir cambios
profundos y reversibles que inducen su desdiferenciacion. Este proceso se conoce como
cambio fenotipico.?

El estado diferenciado, se caracteriza por presentar una baja tasa de proliferacion,
baja actividad de sintetizar componentes de la matriz extracelular y por la expresion de
un repertorio Unico de proteinas contractiles.! Entre ellas encontramos a a-actina de
masculo liso (a-SMA), musculo liso 22a (SM22a), cadena pesada de la miosina de
musculo liso (SM-MHC) y calponina.! Por otra parte, el estado desdiferenciado se
caracteriza por presentar una alta tasa de proliferacién, migracién y produccién de
componentes de la matriz extracelular, como por ejemplo colageno, proteoglicanos y
elastina.! Este cambio fenotipico ocurre en el remodelado vascular, en la
vasculogénesis y también en respuesta a dafo vascular.! Existe una gran cantidad de
inductores de esta diferenciacion, entre ellos encontramos al factor de crecimiento
derivado de plaquetas isoforma BB (PDGF-BB), angiotensina I, factor de crecimiento
de fibroblasto- B1 (TGF-B1) y el ejercicio.?

1.2. Enfermedades cardiovasculares y el ejercicio

Las enfermedades cardiovasculares (CVD), son desérdenes provocados
principalmente por fallas vasculares que impiden el flujo sanguineo al corazén o al
cerebro. Son la principal causa de morbilidad y mortalidad en el mundo.®* En 2019, se
estima que un total de 17,9 millones de defunciones mundiales fueron a causa de las

CVD, esto quiere decir un 32% del total de muertes. Entre estas enfermedades
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encontramos, por ejemplo, la cardiopatia coronaria, la enfermedad cerebrovascular y la

arteriopatia periférica.*

Hoy en dia se sabe que la actividad fisica es clave en la prevencién de las CVD,
ya que mejora la condicién fisica y combate enfermedades crénicas como la diabetes
tipo 2, mejorando asi, su calidad de vida.> ® Estos efectos se logran mediante
mecanismos que involucran un aumento de la capacidad cardiorrespiratoria, reduccién
de lipidos circulantes, mantencion de la masa muscular y disminucion de la

inflamacion.®” En la figura 1, se resumen las respuestas agudas del organismo al

ejercicio.
t Glucagon
1 Insulin
r—
1 Glucose output @, j
1 Gluconeogenesis =
1 Glycogenesis

t Fat oxidation

1 Cardiac output

1 Blood flow

t Vasodilation

1 Delivery of O,

t Muscle membrane
permeability

t Transport of fatty acids

6934907
t TG mobilisationflipolysis

t Glucose uptake

1 Glycolysis and glucose oxidation
1t IMTG hydrolysis and turnover

t Fat oxidation

M

Energy

Figura 1. Respuestas agudas del organismo al ejercicio.
En la imagen se resumen las adaptaciones de 6rganos periféricos al ejercicio agudo.
Imagen adaptada de Thyfault J, 2020.8

El ejercicio fisico puede dividirse en dos categorias. Por un lado, se encuentra el
de tipo aerdbico (resistencia cardiovascular, endurance) que aumenta la capacidad
respiratoria y el contenido mitocondrial. Por otra parte, esté el tipo anaerodbico (fuerza,

resistance), que induce hipertrofia muscular aumentando la fuerza contréactil.® Sus
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efectos pueden variar dependiendo de la regularidad con la que se practica y de la
intensidad de este. En el caso de una sola sesion de ejercicio extenuante, se induce en
el cuerpo una respuesta similar a aquella provocada por sepsis 0 una infeccién, ya que
aumentan los marcadores de inflamacion.’® En caso de ejercitarse regularmente de
forma moderada, aumenta la oxigenacién del cerebro al acrecentar el flujo sanguineo;
aumenta la lipdlisis del tejido adiposo, y permite una mejor disipacion del calor al
aumentar la velocidad de sudoracion; disminuye la acumulaciéon de grasa en el higado;
y aumenta el consumo de glucosa en el musculo esquelético.’® Interesantemente, en
atletas de alto rendimiento se ha observado que el ejercicio induce un remodelado
fisiolégico vascular, estimulando la formacion de nuevos capilares por angiogénesis y
aumentando el tamafio de arterias por arteriogénesis.!! Esto favorece el consumo

energético y de oxigeno durante el ejercicio.

1.3. Mioquinas

El musculo esquelético es considerado como el principal blanco y efector de la
actividad fisica, ya que es el Unico érgano capaz de aumentar 1000 veces su gasto
energético.'? Ademas, es el encargado de secretar los llamados “factores del ejercicio”
que lo comunican con otros sistemas bioldgicos como el cardiovascular, satisfaciendo
asi el requerimiento energético del organismo durante la actividad fisica.®'? Estos
factores se denominan mioquinas, y se asume que ellas son en parte responsables de
promover los efectos benéficos del ejercicio.*® El término fue acufiado por primera vez
hace diez afios por el grupo de Pedersen, al descubrir la secrecion de IL-6 desde el
musculo esquelético durante el ejercicio.'* Debido a esto, el musculo esquelético es
considerado como un o6rgano endocrino®®!® y su secretoma es denominado

mioquinoma.’

Las mioquinas son “citoquinas o péptidos producidos por células del musculo
esquelético y que posteriormente son liberados a la circulacion para ejercer efectos
paracrinos o autocrinos en otras células, tejidos u érganos”.*® Sin embargo, hoy se sabe
gue estas citoquinas no son liberadas Unicamente por el masculo esquelético. El tejido

adiposo también secreta una importante cantidad de ellas (adipoquinas).'® Aquellas que
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son secretadas por ambos, reciben el nombre de adipomioquinas.’®!® Ademas, el
higado y corazén liberan mioquinas conocidas como hepatoquinas y cardioguinas
respectivamente.?® Dado que el ejercicio induce adaptaciones a nivel vascular,

proponemos que el musculo liso también es capaz de secretar estas mioquinas.

La produccion de mioquinas es inducida por estrés metabdlico y por el ejercicio.
En el primer caso encontramos mioquinas como el GDF-15 (del inglés growth
differentiation factor-15) que es un marcador general de enfermedades y esta siendo
estudiado como un biomarcador de cancer, dafio cardiaco y mal funcionamiento
renal???2 y el FGF21 (fibroblast growth factor) que actia como regulador del
metabolismo de glucosay lipidos.?*?* En el segundo caso, se encuentran las mioquinas
inducidas por el ejercicio.?® Entre ellas esta la interleuquina 7 (IL-7), el factor inhibidor
de leucemia (LIF), y mionectina.® Algunas como interleuquina-6 (IL-6) aumentan su
expresion y otras como Miostatina (GDF-8) la disminuyen.® El trabajo se enfocara en

estas dos ultimas mioquinas.

1.3.1.IL-6

IL-6 es la citoquina representativa de la superfamilia de IL-6, presentando
homologia con otras citoquinas como IL-27, IL-11 e IL-3.%° Es una proteina de 22 a 27
kDa que es sintetizada a partir de un propéptido de 212 aminoacidos.?® IL-6 es secretada
por una gran variedad de tipos celulares entre los que encontramos macréfagos,
linfocitos T, fibroblastos y células endoteliales.'® Existen autores que indican que
cualquier tipo celular podria liberar IL-6 si se estimula correctamente.?’” Debido a que es
ampliamente expresada, se han descrito diversos roles para esta proteina. Se ha
reportado que IL-6 induce la proliferacion de células satélite, ya que regula los genes
cyclin D y c-myc asociados a ciclo celular.?® Ademas, en la linea celular C2C12 y en
cultivo primario de mioblastos humanos, IL-6 a bajas concentraciones induce
proliferacion, pero a concentraciones elevadas induce la diferenciacion de mioblastos.?°
Sin embargo, la funcién a la cual se le relaciona predominantemente es participar en
procesos inflamatorios agudos.® En este caso, IL-6, puede inducirse en macréfagos por

accion de TNF-a, NF-kB o por lipopolisacarido (LPS).?” IL-6, en su accién proinflamatoria
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estimula la sintesis de la proteina C reactiva (PCR), proteinas del sistema del
complemento y de la cascada de la coagulacion.®®* Se ha descrito también su
participacion en la diferenciacién y maduracion de linfocitos T y B. Ademas, induce el
desarrollo de linfocitos T ayudadores 17 (Thl7), lo que provoca un aumento de la
citoquina proinflamatoria IL-17 la cual se encarga de reclutar células del sistema inmune

en tejidos periféricos.*

1.3.1.1. IL-6 en gjercicio

IL-6 fue la primera mioquina que se descubrid, y por ende es también la mas
estudiada, y es liberada luego de la contraccién del musculo esquelético.* Posterior a
la actividad fisica los niveles de IL-6 pueden elevarse hasta 100 veces en plasma y esto
se correlaciona con la duracién e intensidad del ejercicio.'>#3? Se ha observado una
relacion entre los niveles plasmaticos de IL-6 y los niveles de mRNA en musculo
esquelético.?®> Como mioquina, IL-6 ejerce una accién autoparacrina en musculo
esquelético y endocrina al actuar similar a una hormona para mediar efectos
metabodlicos. Ademas, posee propiedades antiinflamatorias y cardioprotectoras.'43* De
hecho, por accién del ejercicio inhibe la produccion de citoquinas pro-inflamatorias
clasicas como TNF-a e IL-1B y, ademas, promueve la expresion de factores
antiinflamatorios como IL-10 e IL-1ra (IL-1 receptor agonist) en respuesta a
ejercicio.}*1%34 Por lo tanto, IL-6 tiene un rol dual, ya que no solo tiene un efecto
pro-inflamatorio como citoquina, sino que también tiene efectos antiinflamatorios como

mioquina.

1.3.1.2. Sefalizacion de IL-6

Su via de sefializacion es mediante gp130 (glycoprotein 130).183° Lo primero que
ocurre es la union de IL-6 a su receptor de membrana, IL-6R, una glicoproteina de 80
kDa gue posee un dominio transmembrana de 82 aminoacidos.*® Posee un pequefio
extremo carboxilo terminal citoplasmatico, lo que impide que pueda generar una
respuesta celular por si mismo.*® Posteriormente, el complejo IL-6/IL-6R se asocia con
el co-receptor gp130, una glicoproteina de membrana que se expresa de forma ubicua

en todas las células. De este modo, se induce su homodimerizacion y se inicia la
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sefalizacién activando la via JAK/STAT.?® Ese mecanismo se conoce como la via de

sefalizacion clasica o canonica.®’

Se ha descrito la existencia de una forma soluble para el IL-6R (sIL-6R) en fluidos
como sangre.®” Este receptor soluble es producido preferencialmente por un corte
proteolitico del receptor unido a membrana llevado a cabo por las metaloproteinasas
ADAM17 y ADAM10% o por splicing alternativo.®**° IL-6R tiene una expresion limitada
a ciertos tipos celulares como hepatocitos y leucocitos. De esta manera, la union de IL-6
a su receptor soluble permite formar el complejo sIL-6R/IL-6. Este complejo puede
estimular células que sélo expresan gpl30 y no el IL-6R de membrana. La unién de
sIL-6R/IL-6 a la glicoproteina gpl30 es capaz de activar la via de sefializacion
JAK/STAT. Este ultimo mecanismo se conoce como trans-sefializaciébn o via no

candnica.? Estas vias se encuentran diagramadas en la Figura 2.

Canonical IL-6 trans-signaling
IL-6 signaling - -
siIL-6R i

Extracelluar matrix

Cell survival,
mitosis i

P proliferation
cell growth

mitosis

’ Proliferation

Increased RANKL ’ Cell survival

Figura 2. Vias de sefializacion de IL-6.
En la imagen se muestran las vias candnica (clasica) y no can0nica
(trans-sefializacion) de IL-6. Imagen adaptada de Tawara K, 2011.4*

1.3.1.3. IL-6 y VSMC

IL-6 es sintetizada también por las VSMC.*?>=44 En este tipo celular su expresién es
inducida tanto por estimulos inflamatorios, por ejemplo TNF-a como por estimulos no

inflamatorios como PDGF-BB y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).**/
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El VEGF, un factor de crecimiento inductor de angiogénesis, induce la expresion de
IL-6%¢ y se ha reportado en literatura que esta mioquina induce la migracién de VSMC
de cultivos primarios de aorta de rata #’y, se mostré que induce la proliferacion de células
lisas musculares cerebrales®.

Como se sefialé mas arriba, la fuente principal de IL-6 durante el ejercicio es el
musculo esquelético. Sin embargo, no es la Unica.?’” Se ha descrito que durante el
ejercicio agudo también aumentan los niveles de mRNA de IL-6 en tejido adiposo y
tenddn.?>%° Sin embargo, aln no se sabe si el ejercicio induce la expresion de IL-6 en

VSMC, por lo que en este trabajo trataremos de resolver esta interrogante.

1.3.2. Miostatina

Miostatina, también conocida como GDF 8, es una proteina de 26 kDa producida
principalmente por el musculo esquelético y corazén.®152 Circula en la sangre como un
dimero inactivo que ejerce funciones en tejido muscular.>® GDF 8, pertenece a la familia
del TGF-B. Es un regulador negativo del crecimiento del musculo esquelético, actua de
forma auto y paracrina, e inhibe la proliferacion y diferenciacion de células satélite
durante la regeneracion del mdsculo.®>% Su funcién es conservada en diferentes
especies.®® En animales que poseen una mutacién en este gen, se ha observado un
aumento de la masa muscular. El caso mas emblematico es el del toro belga azul, pero

también se ha visto este efecto en ovejas y en humanos.®¢-8

1.3.2.1. Sefalizacion de Miostatina

La Miostatina se sintetiza como un precursor proteico compuesto en el extremo
amino terminal por el propéptido y el en el extremo carboxilo terminal por el péptido
maduro.>® El precursor es proteolizado y luego se forma un dimero activo del extremo
carboxilo terminal de 26 kDa.®® Para llevar a cabo la regulacion negativa de la
miogénesis, el dimero activo de Miostatina debe unirse a su receptor de transmembrana
activin 11B (ActRIIB). Este receptor recluta y fosforila al receptor de activin tipo quinasa
(AIk) 4 y 5, activandolo.>® Los receptores Alk 4 y Alk 5 fosforilan y activan las proteinas
Smad2 y Smad3 las que forman un heterodimero con Smad4. El complejo

heterodimérico se trasloca al nacleo donde actia como factor de transcripcion
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reprimiendo la transcripcién de genes como Pax3, MyoD y Myf5.525455 De esta forma se
inhibe la proliferacion de los mioblastos y su diferenciacién a miotubos.*® En la Figura 3,
se encuentra diagramada su via de sefalizacion.

i —

| Muscle Hypertrophy
Muscle Differentiation

Figura 3. Vias de sefializacion de Miostatina.
En la figura se muestra la via de transduccién de Miostatina. Imagen adaptada de Lee
Setal., 2011.%°

1.3.2.2. Miostatina en VSMC

Miostatina ha sido identificada en cultivo de VSMC.®* Se ha descrito que inhibe el
crecimiento de células miometriales de Gtero de rata y también disminuye su niamero de
manera dosis dependiente. Ademas, se describié que estas células de musculo liso
expresaban Miostatina.®? Esta mioquina también se expresa en VSMC en lesiones

ateroscleréticas y en la pared vascular del pene de rata.5?

1.3.2.3. Miostatina y el ejercicio

Miostatina es una mioquina que es conocida por disminuir su expresion posterior
al ejercicio.®* En ratas Wistar que han sido sometidas a un experimento de ejercicio
agudo (corren solo una vez) o que son entrenados durante dias, los niveles de mRNA
de Miostatina en los musculos gastrocnemio y vastus lateralis disminuyen y esta
disminucién es significativa hasta 7 h después de terminado el protocolo de ejercicio.®*
También se ha descrito una disminucion a nivel plasmatico en hombres que se

sometieron a un protocolo de ejercicio de fuerza durante 8 semanas.® Sin embargo, al
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igual que con IL-6, no existen trabajos que evidencien la disminucién en la expresion de

Miostatina en musculo liso a causa del ejercicio.

Resumiendo, las CVD son un problema de gran importancia en salud publica de
Chile, ya que es la principal causa de muerte a nivel nacional. Por esta razén, son
necesarios los estudios enfocados en el proceso de desarrollo de estas patologias. El
ejercicio, es clave en la prevencién de estas enfermedades, ya que reduce los lipidos
circulantes y ademas mejora la aptitud cardiorrespiratoria. Se ha observado que el
ejercicio de resistencia produce adaptaciones vasculares, lo que favorece el consumo
energético y de oxigeno durante el ejercicio. El mlsculo esquelético, durante el ejercicio
secreta un conjunto de hormonas llamadas mioquinas que comunican este musculo con
otros sistemas satisfaciendo el gasto energético. Se asume que en parte son ellas las
responsables de los efectos benéficos del ejercicio. Entre estas mioquinas encontramos
a IL-6 y Miostatina. Se han publicado estudios en los que se demuestra la expresion de
ambas mioquinas en VSMC. Sin embargo, no se sabe si su expresion es regulada por

la actividad fisica. Por lo tanto, la hip6tesis que se buscara comprobar es que:
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2. HIPOTESIS

El ejercicio agudo tipo endurance induce un aumento de mRNA y proteina de IL-6

y disminuye los de Miostatina en aorta de ratén C57BL/6J.

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar si el ejercicio agudo tipo endurance induce la expresion de IL-6 y

disminuye la de Miostatina en aorta de ratones C57BL/6J.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1) Estandarizar el modelo experimental y las condiciones de trabajo de cada
técnica asociada.

2) Determinar el efecto del ejercicio agudo sobre la expresion de IL-6 y Miostatina
en aorta de raton C57BL/6J.
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5. METODOLOGIA
5.1. Trabajo con animales de experimentacién

En este trabajo se utilizo aortas de ratones de 8 semanas de la cepa C57BL/6J
obtenidos desde el bioterio del Instituto de Nutricién y Tecnologia de los Alimentos
(INTA). Estos ratones, se mantuvieron en condiciones controladas de luz y temperatura
(ciclos de 12 h luz / 12 h oscuridad a 22°C), con agua y alimento ad libitum. Los ratones
se entrenaron en una corredora adaptada para su uso. Primero, se realiz6 un proceso
de aclimatacion a la corredora durante una semana. En este proceso corrieron tres dias
a la semana considerando al menos un dia de descanso previo al dia de la evaluacion
de la velocidad aerébica maxima (VAM). El primer dia de aclimatacién corrieron con una
pendiente de 5% a 5 m/min por 10 min. El segundo dia, con un 5% de inclinacién
corrieron 10 min a 5 m/min. En el tercer dia, corrieron con una pendiente de 5% a 5
m/min, 10 m/min, 13,3 m/min. Cada velocidad se mantuvo por 5 min. Después, se evalué
la VAM de cada ratén utilizado. En este proceso, los ratones corrieron a 5 m/min por 5
min. Después la velocidad aument6 1,6 m/min cada 3 min hasta que el ratdbn no pudo
seguir o tocd mas de 5 veces la parte posterior de la caja. Ademas, el ratdn debia correr
por al menos 2 min a cada velocidad, de lo contrario la velocidad que completé es la
anterior. La cinética de ejercicio agudo correspondié a ratones en ayunas de 6 h que
comenzaron a correr a las 16:00 cada dia al 60% de su VAM individual por 0, 30, 60, 90
min y hasta la fatiga (grupo all-out, AO) e inmediatamente se anestesiaron con
isofuorano 100% y se eutanasiaron. Luego, las aortas y cuadriceps se congelaron en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C. La sangre se extrajo desde la vena cava
inferior y se deposité en tubos con EDTA (etilén diamino tetra acetato), se centrifugé a
1500 rpm por 10 min y el plasma obtenido se guardé en alicuotas de 40 pL a -80°C. La
aorta ascendente destinada a analisis histolégico se guardé en tubos con formalina

tamponada a temperatura ambiente durante 24 h.

5.2. RT-gPCR

La mitad superior de la aorta y 15-20 mg de cuadriceps se descongelaron en hielo

para extraer RNA con Trizol™ (Invitrogen, 15596018) y GlycoBlue™ (15 mg/mL,
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AM9515). Brevemente, el trozo de aorta se dej6é en 200 pL de Trizol™ y se homogenizé
dos veces por 20 seg a 5000 rpm en el equipo Minilys (Bertin technologics), luego se
guarddé a -80°C durante toda la noche. Posteriormente, los 200 uL de Trizol™ se
descongelaron a temperatura ambiente y se mantuvieron asi 5 min mas. Luego, se
agrego6 40 pL de cloroformo (Merck, 102445) y se agitd en vortex durante 20 seg hasta
formar la emulsién. Cuando se separaron las fases se centrifugdé a 12000 x g, durante
15 min a 4°C (Microcentrifuga Heraeus™ Fresco™ 17-75002420). Se extrajo 80 puL de
la fase acuosay se agreg6 a 80 L de isopropanol (J.T Baker 9084-03), se homogeniz6
suavemente y se agregd 1 uL de GlycoBlue™. Se dejo precipitando toda la noche
a -20°C. Posteriormente, se centrifugdé a 12000 x g, durante 15 min a 4°C, se descarto
el sobrenadante y el pellet se lavo 2 veces con 200 pL de etanol 75% frio (J.T Baker,
9000-03). Después de centrifugar a 7500 x g, durante 8 min a 4°C, se descarto el
sobrenadante y se dej6 secar por 5 min a temperatura ambiente. La pella se resuspendi6
en 20 pL de agua destilada UltraPure™ DNase/RNase-Free (Invitrogen, 10977035).

La cuantificacion se realiz6 en el equipo Nano Drop 2000 (ThermoFisher, ND-
2000) asegurando la pureza del RNA mediante la relacién 260/280. Luego, se realizé la
retrotranscripcion en el termociclador Biometra Tone (Analytik Jena, 846-2-070-301)
utilizando el Supermix de transcripcidon reversa iScript (Bio-Rad, BR-1708841)
trabajando con una concentracion de RNA de 1 ug. Después, para cada condicién se
prepar6 un tubo de 0,2 mL con 20 pL totales (5 pyL de dilucion de la muestra, 4 uL de
IScript, 11 yL de agua destilada UltraPure™ DNase/RNase-Free). En el termociclador
se escogid el programa de temperatura IScript LTSM (Priming: 5 min a 25°C,
transcripcion reversa: 20 min a 46°C, inactivacion de la retrotranscriptasa: 1 min a 95°C).

Una vez terminada la retrotranscripcion, el cDNA se guardé a -20°C.

Para la estandarizacion de primers se realiz6 5 diluciones seriadas de la muestra
con un factor de dilucién 1:5. Se prob6 diferentes concentraciones de cada par de
partidores a un volumen final de 10 pL. Las mediciones se hicieron en triplicado y para
analizar los datos se escogi6é la opcion “Quantitation- Standar Curve” en el equipo
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystem, 2720010032).
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Luego, la qPCR se realizé utilizando 5 yL de master mix PowerUp™ SYBR™
Green (Applied Biosystem, A25742) por reaccidon. Los partidores utilizados, su
secuencia y concentracién (en un volumen final de 10 uL) fueron las siguientes:
Miostatina (1 uM) Fw: 5-GAG CCC AGG CAC TGG TAT TT-3'y Rv: 5-AGG GAT TCA
GCC CAT CTT CTC-3’; IL-6 (700 nM) Fw: 5-CTC TGC AAG AGA CTT CCA TCC A-3’
y Rv: 5-GAC AGG TCT GTT GGG AGT GG-3’; B-actina (1 pM) Rv: 5-TGT GCA CTT
TTATTG GTC TC-3'y Fw: 5-GAT GTA TGA AGG CTT TGG TC-3’; 18S (250 nM) Fw:
5-CCC TGC CCT TTG TAC ACA CC-3’y Rv: 5-CGA TCC GAG GGC CTC ACT A-3..
Los dos ultimos pares de partidores se utilizaron como genes housekeeping, cada par
de partidores se adquirieron de IDT. La reaccion se llevd a cabo en el equipo
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystem, 2720010032). Todas las
mediciones se hicieron en triplicado. Los datos estan expresados como 222, En la tabla

1 se muestra un ejemplo de este calculo.

Tabla 1. Calculo de datos para RT-gPCR mediante el método 2-44Ct,
Se muestra un ejemplo del célculo 2-22Ct, En este caso se tomé como ejemplo la
expresion de Miostatina (MSTN) normalizada por el gen housekeeping 18S.
Tener en cuenta que ACt=promedio Ct MSTN - promedio Ct 18S
AACt=promedio controles-ACt

MSTNn1  ct1 ct2 Ct3  Promedio Ct MSTN 185 n1 ct12 ct23 Ct34  Promedio Ct185  ACt Pr°'t"°‘|"° anct 2-a8ct
controles

control 27,805 28,077 28,143’ 28,00823148 control 17,139 18,208 16,84' 16,989419 11,019 10,69 -0,32881 0,796192
30 28,327 28,306 28,115’ 28,24928347 30 16,959 16,855 16,985’ 16,93309 11,316 -0,62619 0,647883
60 26,985 27,128 26,922' 27,01179949 60 17,426 16,949 17,178717,184447 9,8274 0,862647 1,818372
90 26,663 26,41 26,557 26,54325422 90 15,991 16,446 16,183'16,206465 10,337 0,353211 1,277401
AO 27,211 27,02 27,057 27,09606361 AO 18,218 17,539 17,356 17,447514 9,6486 1,04145 2,058295

5.3. Cuantificacién de proteinas

Para la medicion de niveles proteicos de mioquinas en aorta se utilizo la mitad
inferior de la misma. Primero se homogeniz6 con 120 pL del amortiguador RIPA en el
equipo Minilys de Bertin technologics, 3 veces por 30 seg a 5.000 rpm y luego 1 min a
5.000 rpm con un spin entre cada homogenizado. Luego se dej6 en agitacién por 30 min

a 4°C y luego se centrifugd a 12.000 x g, durante 12 min a 4°C. Se realizaron alicuotas
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de 40 L y se guardaron a -80°C. La cuantificacién de proteinas se hizo mediante el

método del BCA segun las instrucciones del fabricante (ThermoFisher, 23225).

5.4. ELISA

Para medir los niveles de mioquinas en plasma y aorta, se utilizo el kit de ELISA
de ratén para IL-6 Abcam (ab222503 y ab100713). Para medir los niveles proteicos de
Miostatina se utilizé el kit de ELISA de raton R&D System (DGDF80). Todos los kits se
utilizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las mediciones se hicieron en

duplicado y los resultados se graficaron mediante la regresion logistica de 4 parametros
(4pl).

5.5. Histologia
5.5.1. Procesamiento de tejidos

Una vez extraidas, las aortas ascendentes de ratones C57BL/6J se fijaron
inmediatamente en formalina 4% p/v en amortiguador fosfato (0,1 M; pH 7,4) por 24 h a
temperatura ambiente. Luego, se lavaron por 1 h en agua corriente, para después
continuar con la deshidratacién en una escala ascendente de etanoles (70°, 80°, 95°,
95°, 100°, 100°, 100°) por 25 min en cada etanol, seguido por tres pasos por xilol por 25
min cada uno. La impregnacion se realiz6 a 60°C en tres cambios de parafina por 25
min cada uno, incluyendo el tejido finalmente en bloques de parafina destinados para

histologia e inmunohistoquimica.

5.5.2. Inmunohistoquimica para SM22a, IL-6 y Miostatina

La inmunohistoquimica para ambas mioquinas y el marcador de VSMC se realiz
utilizando cortes en las muestras de aortas a un grosor de 5 um, los cuales una vez
secados se desparafinaron con tres cambios de xilol por 5 min cada uno. Luego, los
cortes se sometieron rehidratacion gradual en escala de etanoles (100°, 100°, 100°, 95°,
70° por 3 min cada uno) hasta llegar a agua destilada. Para la recuperacion antigénica

se utilizé6 amortiguador citrato a pH 6,0 (10 mM citrato de sodio, 0,05% Tween-20) por
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20 min a 120°C en olla a presion. La actividad de peroxidasa enddgena se bloqued con
solucion de peréxido de hidrégeno al 3%, seguido de bloqueo de uniones inespecificas
utilizando protein block del kit Leica Novolink. Como anticuerpo primario se utilizé los
anticuerpos anti-Miostatina (ab71808, dilucién 1:50), anti-IL-6 (ab208113, dilucién 1:50),
y anti-SM22a (ab14106, dilucion 1:2000). Todas las diluciones se realizaron en
PBS-BSA 1%. La incubacion con anticuerpo primario se realizé por 90 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, se incubd con anticuerpo secundario conjugado
a peroxidasa durante 1 h a temperatura ambiente. Para el revelado de la union de los
anticuerpos se utilizé la solucién de revelado del kit basado en 3,3-diaminobenzidina
(DAB) como cromégeno. Posteriormente, se realizo contraste nuclear con hematoxilina
de Harris por 1 min y se deshidrataron para ser montadas con Entellan. Como control
negativo se procesaron en forma paralela cortes de las muestras correspondientes sin
incubar con anticuerpo primario (en su lugar se us6 PBS) siguiendo el protocolo
sefialado. Como control positivo externo se procesaron muestras de rifién de ratén.
Imagenes de las laminas histolégicas se tomaron en microscopio 6ptico de luz Leica

DM500 equipado con una camara digital Leica ICC50W a un aumento de 40x.

5.6. Analisis estadistico
5.6.1. Célculo tamafio muestral

El célculo del tamafio muestral se determiné en base a la formula 1.%°
2DS? (Z° + 79)?
donde Z° es el error alfa, Z® es el poder del experimento, “d” corresponde al efecto

n

tamario.

Para calcular el numero de ratones que se utilizaron en la cinética aguda de
entrenamiento, se tomé un Z° de 1,96 para dos colas; con 90% de poder del experimento
lo que corresponde a 1,2816 (ambos valores tabulados). Para RT-gPCR, el efecto
tamafio y la desviacion estandar fue de -2,4 y 0,92, respectivamente, entregando un n=4

al corregirlo por el 20% de posible pérdida de animales®’
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En el caso de ELISA, el efecto tamafio y la desviacion estandar fue de -27,2y 9,7,
lo que resulta en un n=3, corregido por el 20% de perdida de animales.® Al tener 5

grupos experimentales, el n total fue de 20 animales.

5.6.2. Andlisis de datos:

Todos los datos experimentales se expresaron como promedio + desviacion
estandar. La comparacion entre los promedios de los grupos se realiz6 utilizando un
andlisis de datos no paramétricos, Krukal-Wallis con test post hoc de Dunn’s. Se
consider6 p<0.05 como significativo.
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6. RESULTADOS
6.1. Estandarizacién trabajo con animales

Al ser este un tema novedoso, no existe adn un protocolo descrito para el andlisis
de la expresion de mioquinas en musculatura lisa por efecto del ejercicio. Asi que, antes
de analizar sus efectos a largo plazo es necesario comprobar que este estimulo modifica
la produccion de IL-6 y Miostatina en VSMC en funcion del tiempo y la intensidad de
este. Por lo que se comenzé con un protocolo de ejercicio agudo que después se tuvo
gue optimizar para analizar la expresion de estas mioquinas en aorta de ratén. Por lo
tanto, se utilizaron dos protocolos de ejercicio agudo. Los datos de los ratones utilizados
en el primer protocolo se encuentran resumidos en la tabla 2. Para la cinética de
expresion aguda de mioquinas, los ratones primero se aclimataron a la trotadora durante
tres dias con tiempos y velocidades crecientes de corrida por dia y luego se sometieron
a una prueba de velocidad incremental donde se obtuvo la VAM de cada ratén.
Posteriormente, se calculd el 60% de la VAM grupal y los ratones se dividieron en grupos
experimentales segun el tiempo que deberian correr (0, 30, 60, 90 min). Los ratones se

eutanasiaron con isoflurano inmediatamente terminada la sesion de ejercicio.

Tabla 2. Datos de ratones cepa C57BL/6J utilizados en la cinética de expresiéon aguda de
mioquinas.
Los datos de ratones C57BL/6J estan ordenados por grupo de trabajo, y se expresan
como promedio + DS, *p<0,05 respecto a 0 min. Analisis mediante test de datos no
paramétricos de Kruskal-Wallis, post test de Dunn’s. Distancia (m) se refiere a los
metros que corrié cada ratén el dia de la prueba incremental y no el dia en que fueron
eutanasiados.

Grupos experimentales 0 min 30 min 60 min 90 min
Tamafio muestral 7 7 7 5

Peso (g) 24,30+ 2,00 25,12+2,9 22,26 + 2,58 23,29+ 1,66
Velocidad aerébica maxima (m/min) 17,57 +2,70 19,74+3,79 19,97 + 3,98 25,66 +5,21
60% VAM 10,46 +1,57 12,1+2,32 11,86+ 2,22 15,3+3,40(*)
Distancia (m) 212,14+ 65,65 |265,57+97,86 (272,29+111,93 |438 + 160,72

En la Tabla 2, se observa una diferencia significativa en el 60% de VAM entre el
grupo control y el grupo de ratones que corrieron durante 90 min. Esto podria explicarse

debido a que la VAM calculada es grupal por lo que no todos los ratones corrieron
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efectivamente al 60% de su VAM, sino que lo hicieron a una velocidad superior o inferior.
Ademas, no todas las camadas de ratones tuvieron la misma VAM grupal por lo que esto
podria explicar la gran dispersion observada en la distancia recorrida por cada grupo de
animales. Por otra parte, se dejaron aquellos ratones con menor VAM como controles,
por lo que su seleccion no fue arbitraria. Esto nos indic6 que era necesaria una
modificacion en el protocolo.

Se ha reportado en literatura, que la induccién de IL-6 en musculo esquelético
durante ejercicio es dependiente de la intensidad y duracién del mismo, ademas de las
reservas de glicobgeno que presente el musculo.’>%% Por lo que mientras mas
exhaustivo sea el ejercicio, mayor sera la expresion de IL-6. Por esta razon, se
confecciond un protocolo nuevo (segundo protocolo), considerando estos antecedentes
y también los datos obtenidos en el protocolo anterior. En el nuevo protocolo, al igual
que en el anterior, los ratones se aclimataron durante una semana a la trotadora
adaptada (metodologia), luego se realiz6 la prueba de velocidad incremental y se calculé
la VAM de cada raton. Estos se dividieron arbitrariamente en diferentes grupos de trabajo
segun el tiempo que correrian. En este protocolo se agregd un nuevo grupo de trabajo
correspondiente a los ratones AO, los cuales corrieron hasta la fatiga. De esta manera,
los nuevos grupos experimentales fueron 5: grupo control (0 min), 30, 60, 90 min y grupo
AO. Ademas, se debe mencionar que cada ratén tuvo 6 h de ayuno previo a la sesion de
ejercicio. En la tabla 3, se resumen los datos obtenidos de los ratones que participaron

en el segundo protocolo de ejercicio agudo.

Tabla3 Datos de ratones cepa C57BL/6J utilizados en el protocolo optimizado de
cinética de expresién aguda de mioquinas.
Los datos de ratones C57BL/6J estan ordenados por grupo experimental, y se
expresan como promedio + DS. Distancia (m) se refiere a los metros recorridos por
los ratones el dia del test incremental y no de la eutanasia.

Tamafio muestral 7 7 6 7 7

Peso VAM (g) 25,82+1,44 25,04 +1,07 25,40+1,30 25,28+1,48 24,55+ 1,56
Peso eutanasia (g) 25,35+1,83 24,74+ 1,20 24,62 +1,51 24,64+ 1,80 24,81+1,64
Velocidad aerébica méxima (m/min) (20,91 + 3,95 22,59+ 4,06 19,97 £2,10 22,84 + 3,69 22,60+2,71
60% VAM 12,57 +2,11 13,51+2,24 12,17 +0,88 13,53 +2,46 13,54+1,53
Distancia (m) 432,53+166,58 [501,01+ 181,05 |[385,35+81,34 508,90 + 169,78 |1493,90 + 110,66

27



En este protocolo, a diferencia del anterior, no se observaron diferencias
significativas entre las VAM de los grupos experimentales, ni tampoco en el peso de los
ratones el dia de la VAM (peso VAM) o el dia de la eutanasia (peso eutanasia). Tampoco
existe diferencia significativa entre la distancia recorrida por cada grupo de trabajo. En
la tabla 4, se muestra el tiempo que corrié cada ratén en el grupo AO al 60% de su
velocidad. En esta ocasion cada raton corridé por al menos 100 min. En el caso del n7,
este raton corri6 durante 180 min a 13,3 m/min (60% VAM), luego se aumenté la
velocidad a 15 m/min durante 5 min y después se aumentd a 16,6 m/min durante 3
minutos con 10 seg (fatiga).

Tabla4. Tiempo de corrida de cada ratén C57BL/6J All-Out (AO).
Se presenta el tiempo que corrié cada raton AO al 60% de su VAM.

nl 122

n2 126

n3 173

nd 153

n5 126 (+ 23 seg)

né 107 (+ 43 seg)

n7 180 (+ 5 min, + 3 min con 10 seg)

6.2. Estandarizaciéon de la técnica de RT-gPCR

Al ser esta una nueva linea de trabajo se comenz6 por definir el protocolo de
obtencion de la muestra, esto es, lograr extraer la mayor cantidad de tejido aértico y
limpiarlo de forma correcta. Para lograrlo, se extrajo la aorta desde el corazon hasta los
riiones y luego se limpiod cuidando de no cortarla. Primero, la aorta ascendente se limpio
hasta que fue posible observar la curvatura tipica de esta zona, se cortd y se dejo en
formalina. Luego, la mitad superior de la aorta se dej6 para RT-qPCR y la mitad inferior

se utilizé para medicion de las proteinas.
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Posteriormente, se estandariz6 el protocolo de extraccidon de RNA de aorta con el
método de TRizol® haciendo algunas modificaciones al protocolo original como, por
ejemplo, se agregd Glycoblue un co-precipitador de RNA para aumentar el rendimiento
de la extraccion; se cambié tiempos de centrifugacion y la cantidad de reactivos. Todas

estas modificaciones se encuentran descritas en la figura 4 y en la metodologia.

r\ 15 min,
12000 xg, 4°C
:
Aorta ~ 5 mg parte 3 5 v 5
superior aorta, Yeces, 21568 gitar por 30 seg
200 pl TRizol 5000 rpm.
Guardar, toda la
L — noche a -80°C
8 min, 200 pl v 80 ul 80 ul
v} 7500 xG, 4°C PN
g Lo O X
s ——t™
/:\‘ e g ) 4 RNA
WK I == & (- P
é‘ N Descartar - 3:(; z?::
-ﬂ sobrenadante 2
- gomolon' G 4°C 1 pl Glycoblue, guardar a -20°C
X 7

Figura 4. Protocolo de extraccion de RNA a partir de aorta de raton C57BL/6J.
Se muestra el protocolo estandarizado de extraccibn de mRNA a partir de aorta de
ratbn C57BL/6J cambiando tiempos y velocidades de centrifugacién del protocolo
original. Ademas, se agreg6 Glicoblue para mejorar el rendimiento de extraccion.

También se tuvo que trabajar en la confeccion y estandarizacion de los partidores
de RT-gPCR para raton. Como es posible observar en la figura 5, el partidor de IL-6 se
utilizé a una concentracién de 700 nM y se obtuvo una eficiencia de 122,88% y un R? de
0,937 (5A). En el caso de Miostatina, se utiliz6 una concentracion de 1 uM y se obtuvo
una eficiencia de 103,42% con un R?de 0,944 (5B). Para los genes housekeeping, se
utilizé B-actina 1 uM con un R? de 0,997 y una eficiencia de 110,25% (5C). Por Ultimo,
18S se utiliz6 con una concentracion 250 nM y se obtuvo una eficiencia de 91,2% y un
R? de 0,999 (5D). Para realizar la estandarizacién de partidores, se probé con
concentraciones diferentes de cada partidor y, ademas, pares con secuencias forward

(Fw) y reverse (Rv) diferentes.
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Figura 5. Estandarizacién de partidores para RT-qPCR.

Se presentan las eficiencias y R? de los diferentes pares de partidores utilizados en
esta tesis. En A) IL-6 700 nM, B) Miostatina 1 pM, C) B-actina 1 uM, D) 18S 250 nM.
Se utilizé muestra de cuadriceps de ratobn C57BL/6J, a una concentracion inicial de 1
Hg de cDNA.
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6.3. Cinética de expresiéon de mRNA de IL-6 y Miostatina por acciéon del

ejercicio agudo tipo endurance

En el primer protocolo usado, se analiz6 la expresion del mRNA de ambas
mioquinas en aorta y cuadriceps (control positivo del protocolo de ejercicio). En el caso
de IL-6, a pesar de que no existe diferencia significativa entre ninguno de los grupos de
estudio, se pudo observar una tendencia al aumento en la expresion de mRNA a los 90
min en aorta de raton (Figura 6A). En cuédriceps, aunque las variaciones en la expresion
de mRNA tampoco fueron significativas, fue posible notar una tendencia al aumento
desde los 30 min (p=0,1 respecto al control) y un posterior descenso, lo que se condice
con lo reportado en literatura (Figura 6B).5” Aunque los datos son muy preliminares, los
resultados presentados en la figura 3 son muy auspiciosos para seguir explorando la
posibilidad de que el ejercicio induzca la expresién de IL-6 en aorta. En el caso de
Miostatina, al igual que con IL-6 no se observaron diferencias significativas en su
expresion en ambos musculos (Figuras 6C y 6D). Es sabido que la expresion de
miostatina disminuye en ejercicio tipo endurance.® Sin embargo, contrario a lo que se
esperaba, en aorta se observé unatendencia a aumentar a los 90 min de ejercicio (Figura
6C) con un p=0,22 respecto a los 60 min. En cuadriceps, se observé una tendencia al
aumento a los 30 min (p=0,3) y luego la expresiéon de su mRNA volvié a los niveles

basales (Figura 6D).
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Figura 6. Cinética de expresién aguda de mRNA de IL-6 y Miostatina en diferentes

musculos, primer protocolo.

Se presentan las veces de cambio en la expresion del mRNA de IL-6 y Miostatina en
el primer protocolo utilizado. Niveles de IL-6 en A) aorta y en B) cuadriceps, respecto
al gen de B-actina. Niveles de Miostatina en C) aorta y en D) cuédriceps respecto a
B-actina. En ambos musculos, no se observan diferencias significativas entre ninguno
de los grupos de estudio En A) n=4-7 para cada condiciéon B) n=3-4 para cada
condicién C) n=5-7 D) n=4. Analisis mediante test de datos no paramétricos de
Kruskal-Wallis, post test de Dunn’s.
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Es probable que debido a la gran variacién entre las muestras, estos resultados
aun no muestren diferencias significativas, aspecto que se busc6 mejorar en el protocolo
nuevo. En la figura 7 se muestra la expresion del mRNA de IL-6 a diferentes tiempos de
ejercicio, en musculos diferentes y normalizados por distintos genes housekeeping
(protocolo optimizado). En aorta no se observaron diferencias significativas. Sin
embargo, se observaron tendencias al aumento en los niveles de mRNA. Al normalizar
IL-6 con B-actina, el aumento en la expresién de mRNA del grupo AO estuvo cercano a
ser significativamente diferente respecto al control, con un p=0,167 (Figura 7A). Sin
embargo, al normalizar por 18S no se observaron cambios significativos (Figura 7B). No
obstante, entre el grupo de 30 min y el grupo AO el valor de “p” fue menor siendo 0,88.
En cuadriceps, se observo una tendencia de aumento en la expresion de mRNA de IL-6
gue se hizo mas notoria a los 60 min. Al ser normalizada su expresiéon con B-actina, el
aumento en la expresion de mRNA del grupo AO estuvo muy cercano a ser significativo
respecto al control con p=0,0657. En el caso del grupo de 60 min obtuvimos un p=0,135
respecto al control (Figura 7C). Al normalizar la expresién de IL-6 con 18S en cuadriceps
tambien se observaron aumentos en los niveles de mRNA cercanos a la significancia en
el grupo AO (p=0,081) y a los 60 min (p=0,092) respecto al grupo control (Figura 7D).
Tambien en esta normalizacion se obtuvieron medias de cambio mas elevadas que con

el gen B-actina.

En la figura 8, se observa la variacion en la expresiéon del mMRNA de Miostatina a
diferentes tiempos de ejercicio, en musculos diferentes y normalizados con diferentes
genes housekeeping (protocolo optimizado). En aorta no se observaron diferencias
significativas. Sin embargo, existié una tendencia al aumento en el grupo AO donde se
observ6 un valor “p” menor que en los otros grupos al normalizar con B-actina (0,36
respecto al control) (Figura 8A). Al normalizar respecto al gen 18S, las diferencias en la
media de cambio en la expresion del mRNA fueron menores. Sin embargo, el grupo AO
presentd el valor de “p” menor (0,71) (Figura 8B). En cuadriceps, al normalizar la
expresion de Miostatina con B-actina, no se detectaron diferencias significativas en la
expresion de su mRNA (Figura 8C). Sin embargo, al normalizar su expresion con el gen
18S, se observé un aumento significativo a los 60 min de ejercicio (p=0,013). Alos 30 y

90 min los cambios estuvieron cerca de la significancia (p=0,3) (Figura 8D).
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Figura 7.

Cinética de expresion aguda de mRNA de IL-6 en diferentes musculos

normalizada por diferentes genes housekeeping (protocolo nuevo).
Se presentan las veces de cambio en la expresion del mMRNA de IL-6 de ratones que
corrieron a diferentes tiempos al 60% de su VAM, en aorta (A, B) y en cuédriceps (C,
D), respecto al gen de B-actina (A, C) y 18S (B, D). En ambos musculos, no se
observan diferencias significativas entre ninguno de los grupos de estudio. En A-C)
n=5-6 para cada condicién, D) n=6-7 para cada condicion. Analisis mediante test de
datos no paramétricos de Kruskal-Wallis, post test de Dunn’s,

y
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Figura 8. Cinética de expresion aguda de mRNA de Miostatina en diferentes musculos y
normalizada por diferentes genes housekeeping (Protocolo nuevo).
Se presentan las veces de cambio en la expresion del mRNA de Miostatina de ratones
gue corrieron al 60% de su VAM en aorta (A, B) y en cuédriceps (C, D) respecto al
gen de B-actina (A, C) y 18S (B, D). Se observa una diferencia significativa en la
expresién de Miostatina normalizada por 18S en cuadriceps (p<0.05). Se us6 un n=5-
7 animales por grupo. Analisis de datos no paramétricos, Kruskal-Wallis, post test
Dunn’s, *p<0.05 relativo al control
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6.4. Cinética de expresion proteica de IL-6 y Miostatina en aorta de raton por

accion del ejercicio agudo tipo endurance

Para analizar la expresion de mioquinas en aorta de ratén C57BL/6J a diferentes
tiempos en el protocolo nuevo de ejercicio, se utilizd la técnica de Ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Para graficar los resultados, se utilizé el
método de regresion de cuatro pardmetros (4pl). Se ingresé los datos de la curva
estandar para cada mioquina en la pagina MyCurveFit (https://www.mycurvefit.com). De
esta pagina se obtuvo la ecuacion de la recta para cada curva de calibracion.

6.4.1. IL-6

En la figura 9, se muestra la curva estandar del kit ELISA de IL-6 ab222503, la
ecuacion de la recta obtenida y su respectivo R2. Los datos se graficaron por el método
de regresion de cuatro pardmetros como se dijo anteriormente. Este método es el ajuste
mas adecuado para muestras biolégicas.”* En la figura 10, se presentan graficos
descriptivos de los resultados obtenidos. En un inicio para graficar se utilizé el método
de regresion lineal, pero con este método de un total de 40 muestras, cinco se ajustaban
a este analisis. Al realizar el ajuste por el método 4pl obtuvimos 10 muestras con una
concentracion mayor al limite de linealidad inferior del kit (15,6 pg/mL) (Figura 10A). De
estas 10 muestras que fueron detectadas, una corresponde al grupo control, 3
pertenecen al grupo 30 min y encontramos 2 muestras en el grupo 60, 90 y AO (Figura
10B). Ademas, de estas 10 muestras, 8 correspondieron a tejido y 2 a plasma (Figura
10C). Sin embargo, aun nos faltaban muchas muestras por cuantificar por lo que se
probé un kit de ELISA diferente (ab100713). En la figura 11 se observa la curva de
calibracién, la ecuacion de la recta y también el RZobtenido. En la figura 12, se muestran
graficos descriptivos de los datos obtenidos. De las 48 muestras analizadas 26 fueron
detectadas por este kit (Figura 12A) y de estas 26 muestras, 25 correspondieron a tejido
y una a plasma (Figura 12B). En la figura 13, se muestra la representacion gréafica de los
datos tabulados y se observé que en los ratones que corrieron 30 min, los niveles de
IL-6 presentaron una leve disminucion en la media de expresion en comparacion al
control. Ademas, se observo una tendencia al aumento cercana a ser significativa en los

niveles proteicos de IL-6 entre los 30 min y el grupo AO (p=0,12). Sin embargo, al
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analizar estos dos grupos (30 min vs AO) usando una prueba t de Student, se observé

una diferencia estadisticamente diferente (p<0,05).

Y/
g
5]
o
T
Concentracion (pg/mil) APL
(—0,005927174 — 21,86051) )
y = 21,86051 + p R“: 00,9999
1+ (11421’060,9854189)

Figura 9. Curvade calibracion para kit ELISA IL-6 ab222503.
Se muestra la curva de calibracién para el kit de ELISA de IL-6 para raton ab222503.
Se obtuvo un R2: 0,9999. Los datos se ajustaron a la regresion logistica de cuatro
parametros (4pl).
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A Relacion entre las muestras que son detectadas y las que
no por el kit ELISA IL-6 ab222503

Total=40

B

y el grupo al que pertenecen

10.00%
30.00%
20.00%
20.00%

BRO00

20.00%

Total=10

Relaciéon entre tipos de muestras detectadas por
el kit ELISA IL-6 ab222503

Total=10

25.00% Muestras con una concentracion
proteica de IL-6 >15,6 pg/m|

75.00% Muestras con una concentracion
proteica de IL-6 <15,6 pg/ml

Relacién entre valores detectados por el kit ELISA IL-6 ab222503

0 minutos
30 minutos
60 minutos
90 minutos

All-out (AO)

B3 s Muestras de tejido

Il 2 Muestras de plasma (AO)

Figura 10. Graficos descriptivos de los datos obtenidos por el kit ELISA de IL-6 ab222503.
Se observa el porcentaje de muestras que se detectaron por este kit (A), a que grupos

de estudio pertenecen estas muestras (B) y si corresponden a tejido o plasma (C)
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Absorbancia

Concentracion (pg/mL)

(0,02365377 — 3,233657)

y = 3,233657 + R?:0,9996

X
1+ (94774091,247158)

Figura 11. Curva de calibracion para kit ELISA IL-6 ab100713.
Se muestra la curva de calibracion para el kit de ELISA de IL-6 para raton ab100713,
donde se obtuvo un R?: 0,9996. Los datos se ajustaron a la regresion logistica de
cuatro parametros (4pl).
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A

Relaciéon entre las muestras que son detectadas y las
que no por el kit ELISA IL-6 ab100713

26 muestras con una concentracion
proteica de IL-6 >0,82 pg/m|

22 muestras con una concentracién
proteica de IL-6 <0,82 pg/m|

Total=48

B

Relacién entre tipos de muestras detectadas por
el kit ELISA IL-6 ab100713

E= 25 muestras de tejido

Bl 1 muestrade plasma

Total=26

Figura 12. Graficos descriptivos de los datos obtenidos por el kit ELISA de IL-6 ab100713.
En la figura es posible observar el nimero de muestras que se detectaron por este kit
(A) y si corresponden a tejido o plasma (B).
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Figura 13. Expresion proteica de IL-6 a diferentes tiempos de ejercicio (protocolo nuevo).
Se muestra la cinética de expresion proteica de IL-6 en aorta de raton al correr al 60%
de su VAM por diferentes tiempos. Las mediciones fueron en duplicado y se ajustaron
a la regresion logistica de cuatro parametros (4pl). Tamafio muestral, n=6-7. Analisis
de datos no paramétricos, Kruskal-Wallis, post test Dunn’s.

6.4.2. Miostatina

En el caso de Miostatina, en la figura 14 se presenta la curva estandar del kit ELISA
ajustada por el método 4pl, la ecuacién de la recta y su R2. Como se dijo anteriormente
este es un método mas adecuado para el trabajo con muestras biolégicas.” En la figura
15 se muestran graficos descriptivos de los datos obtenidos. En este caso, de las 40
muestras analizadas, 33 estuvieron dentro del rango de deteccidn lineal del kit ELISA 'y
7 estuvieron fuera del rango (31,3-2000 pg/mL) (Figura 15A). De las 7 muestras que
estaban fuera del rango de deteccién del kit obtuvimos una muestra bajo el limite inferior
de deteccién y 6 por sobre el limite superior de deteccion (Figura 15B). Ademas, de las
muestras que estaban por sobre el limite superior de deteccibn una muestra
correspondio6 a control, 2 muestras correspondieron al grupo de 30 min, una al grupo de
60 miny 2 al grupo OA (Figura 15C). Ademas, todas las muestras que estaban por sobre

el limite superior del kit correspondieron a muestras plasméticas. En la figura 16 se
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presenta la cinética de expresion proteica de Miostatina en aorta y en plasma, utilizado
también como control positivo del protocolo de ejercicio usado. En la figura 16A, se
muestra la concentracion de Miostatina con relacion a la concentracion de proteina del
homogenizado de aorta y se observé una leve tendencia a disminuir el nivel proteico a
los 30 y 60 min de ejercicio. Sin embargo, existi6 un aumento aparente a los 90 min
(p=0,7). Es posible que al aumentar el tamafio muestral este resultado alcance valores
estadisticamente diferentes. En plasma, al tener grupos experimentales con solo una
muestra, no fue posible realizar analisis estadisticos. El tener solo una o dos muestras
en ciertos grupos se debid a que su concentracion excedio los 2000 pg/mL por lo que se
deberia probar una dilucion mayor para poder graficarlos y establecer una tendencia
(Figura 16B).

Y;
Concentracion (pg/ml)
(0,013221067 — 7,537702) )
y =7,537702 + e R<:0.9996
1+ (7357 p3st7o0we1)

Figura 14. Curva de calibracion para kit ELISA Miostatina (protocolo nuevo).
Se muestra la curva de calibracién para el kit de ELISA de Miostatina para raton
DGDF80 mediante la regresion logistica de cuatro parametros (4pl). Se obtuvo un R2:
0,9996.
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Relacion entre las muestras que estan dentro y fuera delrango de
deteccion del kit ELISA Miostatina DGDF80

e | 33 Muestras dentro del rango de deteccién
(31,3-2000 pg/ml)

= 7 Muestras fuera delrango de deteccién
(31,3 -2000 pg/ml)

Total=40

B

Relacion entre las muestras que estan sobre y bajo el limite de deteccién del kit ELISA
Miostatina DGDF80

1 Muestra de concentracion
= ;

proteica < 31,3 pg/ml

6 Muestras de concentracion
=] i

proteica > 2000 pg/ml

Total=7

Relacién entre valores mayores al limite de deteccion superior
del kit ELISA Miostatina DGDF80 y el grupo al que pertenecen

16.67% 0 minutos
33.33% 30 minutos

16.67% 60 minutos

Biad

33.33% All-out (AO)

‘

Total=6

Figura 15. Gréaficos descriptivos de los datos obtenidos por el kit ELISA de Miostatina
(protocolo nuevo).
Se observa el porcentaje de muestras que estan dentro del rango de deteccion de
este kit (A), a que grupos de estudio pertenecen estas muestras (B) y si corresponden
a tejido o plasma (C).
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Figura 16. Expresion proteica de Miostatina a diferentes tiempos de ejercicio (protocolo
nuevo).
Se muestra la cinética de expresion proteica de Miostatina en aorta de raton al correr
al 60% de su VAM por diferentes tiempos (A), Concentracién de Miostatina en las
muestras de plasma que fueron detectadas. (B) Las mediciones fueron en duplicado
y se ajustaron a la regresion logistica de cuatro pardmetros (4pl). En A) n=4-5, en B)
n=1-3 Analisis de datos no paramétricos, Kruskal-Wallis, post test Dunn’s,

6.5. Deteccion por inmunohistoquimica (IHQ) de SM22a, IL-6 y Miostatina.

Ademas de la estandarizacién de la metodologia de RT-gPCR, también se
estandarizaron los anticuerpos para IHQ. Esta técnica se realiz6 con el fin de comprobar
gue la expresion de estas mioquinas ocurria efectivamente en VSMC de aorta. Para esto
se utilizd6 SM22a como marcador de VSMC. Como control positivo exdgeno de cada
anticuerpo se utilizaron cortes histolégicos de rifion de raton C57BL/6J (datos no
mostrados) y como control negativo se incubaron estas muestras sin anticuerpo primario.
Para la estandarizacién de los anticuerpos se utilizaron diferentes concentraciones y
distintos tiempos de exposicion con DAB. Ademas, se hizo contraste nuclear con
hematoxilina. En la figura 17, se observa la expresion de SM22a en la capa media de la
aorta, lugar en el que se encuentran las VSMC a los diferentes tiempos de corrida de
ratones C57BL/6J (color café). Se muestran imagenes representativas de cortes
histolégicos de aortas de diferentes ratones en cada grupo de trabajo. Las aortas
mostradas en la figura 17 se incubaron con una diluciéon 1:2000 del anticuerpo y con un

tiempo de exposicion de 30 seg.
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Figura 17. Deteccion de SM22a en aorta mediante inmunohistoquimica (protocolo nuevo).

Deteccién de SM22a en aorta. A) Control; B) 30 min; C) 60 min; D) 90 min; E) AO; F)
Control negativo sin anticuerpo primario (rifién). El anticuerpo primario se utilizé en
una diluciéon 1/2000 (90 min, temperatura ambiente). Para el revelado se utiliz6 un
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa con cromégeno DAB. Se realizé
contraste nuclear con hematoxilina. Las imagenes se tomaron con aumento 40x. La
barra negra indica una de escala de 50 um. La barra azul marino indica capas de
VSMC en la tdnica media de la aorta.

En la figura 18, es posible ver imagenes representativas de cortes histologicos de
aorta a los diferentes tiempos de ejercicio, incubadas con anticuerpo contra IL-6 con una
dilucion 1:50. Se observo la presencia de IL-6 en VSMC. El nivel de intensidad de su
marca fue mayor cerca de la capa intima y a medida que se acercaba a la capa

adventicia, la intensidad de la marca disminuyo.
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Figura 18. Deteccién de IL-6 en aorta mediante inmunohistoquimica (protocolo nuevo).

Deteccion de IL-6 en aorta. A) Control; B) 30 min; C) 60 min; D) 90 min; E) AO; F)
Control negativo sin anticuerpo primario (Rifién). El anticuerpo primario se utilizé en
una dilucion 1/50 (90 min, temperatura ambiente). El revelado se realizé con un
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa con cromégeno DAB. El contraste
nuclear se realizé con hematoxilina. Las imagenes se tomaron con aumento 40x. La
barra negra muestra la escala de 50 um. La barra azul marino muestra las capas de
VSMC en la tanica media de la aorta.

En la figura 19, se observa la expresion del propéptido de Miostatina en VSMC de
aorta. Las muestras se incubaron con anticuerpo contra Miostatina a una dilucion 1:50 y
expuestas durante 60 seg. Al parecer, la intensidad de la marca es mayor en el grupo
AO.
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Figura 19. Deteccion de Miostatina en aorta mediante inmunohistoquimica (protocolo
nuevo).
Deteccion del propéptido de Miostatina en aorta. A) Control; B) 30 min; C) 60 min; D)
90 min; E) AO; F) Control negativo sin anticuerpo primario (rifion). El anticuerpo
primario se us6 en una dilucion 1/50 (90 min, temperatura ambiente). El revelado se
realiz6 con un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa con cromogeno DAB. El
contraste nuclear se realiz6 con hematoxilina. Las imagenes se tomaron con aumento
40x. La barra negra muestra la escala de 50 um. La barra azul marino muestra las
capas de VSMC en la tdnica media de la aorta.

6.6. Deteccion de IL-6 y Miostatina en VSMC de aorta de raton a diferentes

tiempos de ejercicio endurance

Se realiz6 IHQ con nuevos cortes seriados para IL-6, Miostatina y SM22a. En la
figura 20 se observa la semicuantificacion de cada mioquina. La identificacion de las
VSMC en los cortes histolégicos se realizé utilizando SM22a. Como era de esperar, toda
la poblacion celular de la tunica media son células positivas para SM22a (ver barra azul
en las Figuras 17 a la 19). Al analizar los cortes teflidos con anticuerpo anti-IL-6 se
observo una tendencia a disminuir su densidad 6ptica a los 60 min (p=0,35 respecto al
control) y luego aumenté alcanzando los niveles basales. Se observé una diferencia
significativa entre el grupo de 60 min con el grupo AO (p=0,01). Esta tendencia fue similar
a la observada con la cuantificacién de proteinas mediante ELISA. En el caso de
Miostatina, no se observaron diferencias significativas. Sin embargo, existi6 una
tendencia al aumento en la media de la densidad 6ptica en el grupo AO (p=0,1).
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Figura 20. Semicuantificacién de los niveles proteicos de IL-6 y Miostatina en aorta de

raton (protocolo nuevo).

Ambas mioquinas se detectaron en aorta mediante inmunohistoquimica. A) Imagenes
representativas de aortas de ratones de los diferentes grupos experimentales,
tomadas con un aumento 40x y con una escala correspondiente a 50 um. Panel
izquierdo corresponde a IL-6 y panel derecho a Miostatina. La incubacién de
anticuerpo primario se realizé con una dilucién 1/50 (90 min, temperatura ambiente).
El revelado se realizé con anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa con
cromogeno DAB. El contraste nuclear se realizé con hematoxilina. El control negativo
correspondié a una muestra incubada sin el anticuerpo primario. B) Semicuantificacion
de la densidad optica de IL-6 (n=5-7). C) Semicuantificacion de la densidad 6ptica de
Miostatina (n=4-7). Analisis de datos no paramétricos, Kruskal-Wallis, post test
Dunn’s, *p<0.05 relativo al control
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7. DISCUSION

Hoy en dia se conoce que la actividad fisica es clave para prevenir y combatir
enfermedades no transmisibles como las enfermedades cardiovasculares.® El mlsculo
esquelético, al ser principal érgano efector de la actividad fisica, libera mioquinas para
intercomunicar diferentes sistemas y satisfacer la demanda energética del cuerpo.'?
Entre estos factores del ejercicio encontramos a IL-6 y Miostatina, donde la primera tiene
una accion antiinflamatoria y la segunda estéa implicada en la regulacién negativa del
crecimiento muscular.®*%2 Se ha reportado en literatura que, a nivel de mMRNA y proteina,
IL-6 aumenta sus niveles y Miostatina los disminuye luego de la actividad fisica.® Ademas
de células musculares esqueléticas, también se ha descrito que estas mioquinas se
expresan por otros tipos celulares, como por ejemplo, células musculares lisas.*¢? Sin

embargo, se desconoce si el ejercicio es capaz de regular su expresion en VSMC.

Para poder responder esto, se realizé un protocolo de ejercicio en el que un grupo
de ratones C57BL/6J corrieron al 60% de la VAM grupal. Sin embargo, en los resultados
de este grupo de animales se observaron dispersiones elevadas en cada condicidon
experimental. Incluso, la VAM del grupo de 90 min fue significativamente diferente
respecto a las VAM del grupo control (O min). Esto pudo deberse a gque la seleccion de
cada animal para las diferentes condiciones experimentales no fue azarosa, sino que
aguellos ratones que tuvieron una VAM menor en el grupo que se eutanasiaria se
dejaron en el grupo control. Luego, al analizar la expresion del mMRNA de la mitad superior
de la aorta, a pesar de que la media de la expresion de mMRNA aument6 a los 30 min en
ambas mioquinas, no se obtuvieron cifras significativas debido a que las desviaciones
estandar de cada grupo eran muy elevadas (Figura 3). Para solucionar esto, se ided un

nuevo protocolo de ejercicio.

Segun lo reportado en literatura, en protocolos de ejercicio agudo que han
investigado la expresion de IL-6 a nivel de mRNA y proteina, su regulacién es
dependiente tanto de la intensidad como de la duracién del ejercicio. Ademas, es un
sensor energético, ya que su transcripcion aumenta conforme disminuye la reserva de

glicégeno en el musculo esquelético.®®7273 En los protocolos descritos, los ratones corren
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a exigencias mayores, como por ejemplo, 3 h a 24 m/min (que seria una VAM 100% de
mis ratones),%® 15 m/min durante 120 min, con una inclinacién de 5 grados’#, al igual que
los mios, pero corren a una VAM inferior. Entonces, en base a todos los datos
presentados en el nuevo protocolo los ratones corrieron al 60% de su VAM individual y
se agrego el grupo AO, donde los ratones corrieron hasta la fatiga. Es necesario
mencionar que todos los animales de este grupo corrieron sobre 100 min (Tabla 4). En
el protocolo nuevo, la seleccion de los animales para cada grupo experimental fue
azarosa. A diferencia del primer protocolo realizado, no existieron diferencias
significativas entre las VAM de cada grupo. La tabla comparativa entre los protocolos
encontrados en literatura y el utilizado en esta tesis se encuentran en la tabla 5. Para
futuros experimentos se sugiere la inclusion de un nuevo grupo experimental, el que se
componga de ratones que no realizaron la prueba incremental ni el proceso de
aclimatacion a la trotadora, por lo que no son expuestos a la trotadora. De esta manera
se podria analizar si el proceso antes de la prueba incremental influye en la expresion

de estas mioquinas.

Tabla5 Comparacidon entre protocolos de ejercicio tipo endurance realizados con
ratones C57BL/6J para expresar IL-6.
Se resumen las caracteristicas entre los protocolos reportados en literatura y el
protocolo utilizado en esta tesis

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo Tesis

Velocidad (m/min) 24 20 15 12,6-13,5
Inclinacién trotadora (%) 7 10 5 5
Tiempo (min) 180 90 120 30-180
Edad (semanas) 8 8 ~10 8

Inmediatamente 1y 3 hdespuésde Inmediatamente Inmediatamente
Momento de eutanasia terminada la sesion de terminado el terminadala sesion de terminada la sesion

ejercicio protocolo ejercicio de ejercicio

Referencia Tominaga, T., et. al 2019 Alisson L., et. al 2021 Castellani, L., et. al, 2015

Una vez obtenida la muestra, se comenzé a estandarizar los partidores. En este
trabajo se escogié aquellos con una eficiencia cercana a 100% y un R? cercano a 1.

Segun literatura, la eficiencia de partidores debe estar en un rango de 100 + 10%, de
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esta manera nos aseguramos que por cada ciclo se duplica la cantidad de material
genético.” Ademas, un coeficiente de correlacion lineal de Pearson, R?, cercano a 1
indica que la amplificacion es lineal a diferentes concentraciones de la muestra.’. En el
caso de IL-6 se obtuvo una eficiencia de 122,88%. Una eficiencia significativamente
mayor a 100% normalmente hace referencia a un error experimental como por ejemplo,
una mala dilucién seriada de la muestra.” SYBR Green, es un fluoréforo que funciona
como molécula reportera para la determinacién del Cr de cada gen blanco. Esta
molécula se une a DNA doble hebra de forma inespecifica por lo que también puede
unirse a dimeros de partidores. Para descartar esta opcion, al momento de estandarizar
los partidores se analiz6 la curva de melting. A pesar de usar concentraciones elevadas
de partidores de IL-6, Miostatina y B-actina, no se observé formacion de dimeros de
partidor.

En literatura, la B-actina se ha utilizado ampliamente como gen housekeeping, ya
que se asume que su expresion es constante. Sin embargo, bajo ciertos estimulos, como
el ejercicio, su expresion en muestras de musculo esquelético humano presenta
variaciones antes y después de este.”® Debido a esto, autores como Jemiolo et al.
sugieren el uso de mas de un gen housekeeping cuando el estimulo usado sea la
actividad fisica.”® Por esta razon, a pesar de que la expresion de B-actina no presenta
grandes variaciones en las condiciones experimentales utilizadas, se optd por el uso de
un segundo gen housekeeping (18S) en la técnica RT-gPCR, de esta manera los

resultados son de mayor confianza.

A pesar de que aun no se obtienen resultados significativos en la expresion de
MRNA de ambas mioquinas en aorta, se observé una disminucion en las desviaciones
estandar de cada grupo experimental en comparacion al primer protocolo utilizado. Esto
conllevé a que los valores “p” fueran menores. Es posible que al aumentar el tamafio
muestral de este experimento de cinética de expresion se obtengan cifras significativas.
La disminucion en las desviaciones presentadas en el segundo protocolo respecto al
primero pueden deberse a que al iniciar con esta tesis no se limpiaba correctamente las
aortas. Debido a esto, en el primer protocolo podria haber interferencia de otros tipos

celulares, aumentando la dispersion de los datos. A pesar de que en el segundo
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protocolo la limpieza de la muestra se optimiz6, se propone la utilizacién de detergentes
como saponina para limpiar células endoteliales de aorta y que de esta manera no exista
interferencia de este tipo celular en experimentos como RT-gPCR. Por otra parte, se
conoce que la aorta varia en su composicion de VSMC y expresion de elastina o
colageno a medida que se aleja del corazén’’. Entonces, para que la utilizacion de la
muestra sea mas homogénea se sugiere usar para RT-gPCR y ELISA porciones de
aortas mezcladas entre la primera y la segunda mitad de la aorta descendiente. De esta
manera es posible que se encuentre una relacion entre la expresion del mensajero y la

proteina de estas mioquinas.

En el primer protocolo de ejercicio utilizado se observo una tendencia a aumentar
la expresion del mMRNA de IL-6 en aorta a los 90 min y en cuédriceps a partir de los 30
min para luego descender a niveles basales (normalizacién respecto a B-actina). Una
situacion similar obtuvimos al analizar los datos de su expresion con el protocolo nuevo.
En este caso, se aprecia una tendencia a aumentar a los 90 min en aorta. Sin embargo,
el grupo AO esta mas cercano a cambios significativos al normalizar su expresién con
B-actina (p=0,167 respecto al control). El hecho de que con B-actina se obtengan cifras
mas cercanas a la significancia en comparacién a la normalizacién con 18S puede
deberse a que la expresion de B-actina en las muestras de aorta es mas estable que la
expresion del gen 18S. En cuadriceps, al normalizar la expresion de IL-6 con ambos
genes housekeeping, el grupo de 60 min y el AO presentan tendencias claras de
aumento de la expresion de mRNA. Estos resultados se condicen con la literatura, ya
que como se dijo anteriormente, la expresiéon del mMRNA de IL-6 es dependiente de las
reservas de glicégeno muscular. Por lo tanto, a medida que aumenta el tiempo de
actividad fisica, menores son estas reservas y mayor es la expresion del gen de IL-6.%°
Ademas, en ratones que corren durante 3 h en una trotadora, la expresion del mMRNA de
IL-6 es significativamente mayor respecto al grupo control en el muasculo soleo y
gastrocnemio.®® Por otra parte, se ha descrito una expresion significativamente mayor

en vastus lateralis de humanos que realizan knee extensor durante 90 y 180 min."®

Para la cuantificacion de IL-6 se utilizaron dos kits ELISA diferentes. Con el primer

kit solo se cuantificaron 10 muestras, debido a que todas las restantes tenian una
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concentracion menor a la sensibilidad del kit (15,6 pg/mL). Por esta razén, se utilizé un
segundo kit de mayor sensibilidad. De esta manera se obtuvo sefial de todas las
muestras de aorta, por lo que es el kit mas efectivo para la medicién de esta mioquina
en aorta. Sin embargo, en plasma aun no es posible determinar la concentracién de IL-6,
probablemente porque se han utilizado muestras muy diluidas. Por esta razén se sugiere
para experimentos posteriores, utilizar directamente la muestra de plasma o utilizar
alguna técnica para concentrar proteina como la co-inmunoprecipitacion o liofilizar el
plasma antes de analizar proteina. Al analizar la expresion de IL-6 en aorta mediante
ELISA, observamos una leve tendencia a disminuir sus niveles en los primeros 30 min
de ejercicio. Sin embargo, a medida que aumenté el tiempo que corrieron los ratones,
también aumentaron los niveles de IL-6 alcanzando los basales. Este aumento fue casi
significativo entre los 30 min y el grupo AO (p=0,12). En literatura, se muestra que
gastrocnemios de ratones sedentarios analizados mediante ELISA poseen una
concentracion de IL-6 de 31,9 pg/mg, mientras que luego de correr durante 3 h aumenta
a 39,3 pg/mg, %8 valores similares a los obtenidos en las aortas analizadas en esta tesis

donde en el grupo control y AO se obtuvo 33,9 pg/mL y 38,7 pg/mL, respectivamente.

Al analizar las imagenes de inmunohistoquimica, tal como se esperaba, la
deteccion de SM22q, proteina de la maquinaria contractil de las VSMC adultas,’® marcé
exclusivamente las VSMC de la tinica media de la aorta. Al detectar la presencia de
IL-6, realizar el andlisis de la densidad Optica de sus pixeles y graficarlos, encontramos
una expresion similar a la obtenida por la técnica de ELISA. Se detecté un aumento
estadisticamente significativo en sus niveles entre el grupo 60 min y el grupo AO. Cuando
se analiza la muestra mediante ELISA se utiliza un homogenizado de la aorta completa,
mientras que con IHQ se analiza especificamente la tinica media de la arteria. Esta
diferencia podria explicar que con ELISA se observe una leve disminucién de la
expresion de IL-6 a los 30 min para luego aumentar a los niveles basales y que en el

caso de IHQ sea a los 60 min.

Al comparar los niveles de mRNA y proteinas de IL-6 en aorta, es posible notar
gue en un principio la expresién del MRNA se mantiene sin cambios aparentes hasta los

90 min. Luego, su expresién aumenta cercano a la significancia cuando los ratones
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corrieron sobre los 100 min. En cuanto a la proteina, durante los primeros minutos de
ejercicio tiende a disminuir su expresion, pero esta vuelve a sus niveles basales a las 2
h de ejercicio. Entonces es probable que en VSMC, en un inicio aumente la traduccion
del mMRNA de IL-6, y a tiempos mayores de ejercicio aumente la transcripcion de este
logrando alcanzar los niveles basales de esta proteina. Sin embargo, ain no es posible
concluir esto, pues solo contamos con tendencias de cambio y no cambios
estadisticamente significativos. A pesar de que aln no se sabe cudl es la funcion de IL-6
en VSMC por accion del ejercicio de resistencia, es posible que participe en procesos de
proliferaciébn o migracion celular como ya se ha visto en estudios en la linea celular

C2C12?° mediando el proceso de angiogénesis observado en vasculatura de deportistas.

En el caso de Miostatina, desde el primer protocolo utilizado, observamos que
contrario a lo esperado, a los 30 min la expresion de su mRNA tuvo una tendencia a
aumentar para luego volver a niveles basales. Algo similar se observé en cuédriceps al
normalizar respecto a 3-actina. En el segundo protocolo usado, la tendencia a aumentar
se aprecio desde los 90 min en aorta (normalizacion respecto a 18S) y en cuadriceps
fue significativo a los 60 min al normalizar su expresidn con 18S. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos con IL-6. Normalmente Miostatina es un regulador negativo del
crecimiento muscular, por lo que tiene sentido que esta disminuya durante la actividad
fisica.>*® Sin embargo, se ha demostrado que también cumple un rol importante en el
metabolismo del musculo durante el ejercicio.>*8° En ejercicio agudo, el musculo obtiene
su energia principalmente de las reservas de glicdgeno y de la glucosa sanguinea. La
Miostatina regula la captacién y uso de glucosa del musculo esquelético.8 Ademas,
induce la expresién de mensajeros de genes asociados a glicélisis como Glut 4 y Glut
18%; asimismo, se ha descrito que aumenta el mRNA de IL-6 y su receptor.®? Por otra
parte, se ha demostrado en ratones C57BL/6J que esta mioquina es importante para la
capacidad aerébica de estos animales, puesto que ratones wild type corren mayores
distancias en el tiempo en comparacion a ratones knockout de este gen, ademas son
mas resistentes a la fatiga.®° El rol metabélico de Miostatina nos ayudaria a entender
porqué observamos una tendencia a aumentar su expresion a nivel de mRNA como de
proteina durante el ejercicio. Sin embargo, al ser tendencias aln no es posible concluir

nada al respecto. Otro aspecto a tener en consideracion es que en nuestro protocolo, los
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ratones son eutanasiados inmediatamente terminada la sesion de ejercicio, en cambio,
en protocolos observados en literatura no es asi. En un trabajo en el que ratas realizan
un single bout de natacion durante una hora, se observo una disminucién significativa
del MRNA de Miostatina en gastrocnemio.® También se observé esto en mlsculo vastus
lateralis y soleo de humanos que corrieron durante 45 min.®? Sin embargo, en estos
articulos las muestras se tomaron a las 4, 7 y 24 h después de terminada la sesion de
ejercicio. Recientemente el grupo de Sliwicka, E., et. al. ha demostrado un aumento en
los niveles de Miostatina plasmatica en muestras de corredores aficionados que corren
la maratén de Visegrad (42,195 Km). Estas muestras son tomadas 24 h luego de
terminada la competicién. Es conocido que en el ejercicio de larga duracién (sobre 3 h)
existe una respuesta inflamatoria asociada a dafio muscular. En este caso se observa
una correlacion positiva entre la expresion de TNF-a y Miostatina lo que sugiere un rol
mas bien negativo en musculo al estar relacionada a inflamacion®. El grupo de
Kerschan-Schindl K., et. al. también observé un aumento de los niveles plasmaticos de
Miostatina en atletas de alto rendimiento que corrieron la ultramaratén Espartatlon (246
Km). En este caso las muestras fueron tomadas inmediatamente terminada la carrera 'y
a los tres dias de iniciada la competencia. Se observa un aumento de Miostatina en el
tiempo que también relacionan a inflamacién por dafio muscular al ser carreras de
sobre-exigencia. Por lo que, una vez obtenidos cambios estadisticamente significativos
en nuestros animales seria interesante medir marcadores de inflamacion como TNF-a

para conocer si es que la tendencia de aumento se relaciona a procesos inflamatorios®.

Al analizar la expresion de Miostatina en aorta mediante ELISA, no se observaron
cambios significativos, pero si una tendencia a aumentar a los 90 min. En plasma, no se
pudo observar tendencias puesto que son pocas muestras cuantificadas, ya que algunas
de las evaluadas estaban por sobre el limite lineal de deteccidn superior del kit utilizado.
Estas deberan ser diluidas y cuantificadas nuevamente antes de poderlas agregar a este

analisis.

Al analizar las imagenes de inmunohistoquimica de Miostatina y compararlas con
las de SM22a, se verificO que las VSMC expresan Miostatina. Al realizar la

semicuantificacion no se observaron diferencias significativas entre los grupos
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experimentales. Se detectaron solo tendencias a aumentar su expresion a partir de los
30 min y al correr sobre 100 min (grupo AQO). Es probable que esta diferencia entre los
resultados obtenidos por ELISA e IHQ se deban a que en la primera técnica se trabajé
con el dimero activo de Miostatina, mientras que en la segunda se analizé la expresiéon
del propéptido. Al comparar la expresion del mMRNA de Miostatina y la proteina por ELISA
encontramos similitudes como que su expresion no varié hasta los 90 min de ejercicio.
Sin embargo, el propéptido mostré tendencia de aumento desde los 30 min (IHQ), por lo
que es probable que exista mMRNA preformado de Miostatina y en los primeros minutos
del ejercicio aumente su traduccién o disminuya la degradacion proteica de esta
mioquina. Aun no se conoce el efecto de Miostatina sobre VSMC por accion del ejercicio
de resistencia, pero es posible que tenga un rol dentro del mecanismo regulatorio de la
proliferacién y migracion celular durante el remodelado vascular o también podria estar
implicada en la expresion de genes contractiles o de la matriz extracelular, puesto que
ya se ha visto que favorece la expresion de ciertos genes como algunos relacionados a

glicolisis en células de misculo esquelético.8!

En cuanto a la temporalidad de expresion de IL-6 por accién de una sesion aguda
de ejercicio de resistencia, se observo que en VSMC existe una tendencia de aumento
en la expresién de estas mioquinas a partir de los 90 min. En literatura, encontramos que
IL-6 aumenta significativamente a partir de los 30 min.%”:’® Esto puede deberse a que el
musculo esquelético como se dijo anteriormente es el encargado de la comunicacion
entre diferentes sistemas para satisfacer la demanda energética.’?> Entre los efectos
fisiologicos del ejercicio a nivel cardiovascular encontramos un aumento del gasto
cardiaco y, por consiguiente, un aumento en el flujo sanguineo. Esto provoca un aumento
de la fuerza tangencial o mejor conocido como shear stress. El shear stress provoca un
estiramiento de células endoteliales y de VSMC generando por ejemplo, una respuesta
vasodilatadora al inducir la liberacion de NO de las células endoteliales lo que regula el
tono vascular durante el ejercicio®’” y también modifica la expresién de genes en

VSMC.”” Por lo que es posible esperar una respuesta mas tardia al ejercicio en VSMC.
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8. PROYECCIONES

Al ser esta una nueva linea de investigacion es necesario realizar mas
experimentos para complementar los resultados obtenidos en esta tesis, entre ellos,
llevar a cabo la tincion de muestras de aorta con anticuerpo contra la fraccién activa de
Miostatina mediante IHQ. Ademas, se podria analizar la expresion de estas mioquinas a
los mismos tiempos de terminada la sesion de ejercicio y asi corroborar que el ejercicio
es el inductor de estas mioquinas en aorta. También, se podrian analizar otro tipo de
vasos sanguineos para robustecer estos resultados, por ejemplo, utilizar vasos
sanguineos de resistencia, como la arteria femoral. Ademas, se podria seguir
investigando el rol que tienen estas mioquinas en musculo liso en un protocolo de

entrenamiento cronico y entender los efectos a largo plazo en vasculatura.
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. CONCLUSIONES

. Se optimiz6 un protocolo de ejercicio agudo en ratones C57BL/6J.

2. Se demostr6 que las mioquinas IL-6 y Miostatina son expresadas en VSMC.

3. Se detectdé aumento significativo de IL-6 en aorta sélo por IHQ entre los 60 min de

ejercicio y el grupo AO.
. La determinacion de los mRNA y proteinas de IL-6 y Miostatina so6lo detectd
tendencias a aumentar su expresion en protocolos de ejercicio sobre los 90 min.

. Es necesario aumentar el tamafio muestral para obtener resultados confiables.

Entonces, se concluye que las células musculares lisas vasculares expresan las
mioquinas IL-6 y Miostatina por accién del ejercicio agudo tipo endurance. Sin
embargo, aun faltan experimentos para determinar cual es el efecto de este tipo de

ejercicio sobre la expresién de cada una.
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