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Abreviaturas

e pM = Micromolar

e AC=Adenilil ciclasa

e AcC=Acetilcolina

e ADP = Adenosin difosfato

e AMP = Adenosin monofosfato

e ATP = Adenosin trifosfato

e Ca* =loncalcio

e (T = Cisterna terminal

e DHPR =Receptor a dihidropiridina

e EDL = Extensor digitorium longus

e FADH = Flavin adenin dinucledtido

e GDP = Guanosin difosfato

e GTP = Guanosin trifosfato

e G, =Subunidad alfa de la proteina G

e Gp= Subunidad beta de la proteina G

e G, =Subunidad gamma de la proteina G
e K'=lon potasio

e Na'=lonsodio

e NADH = Nicotidamina adenina dinucleotido
e nm = nanometros

e ON = Oxido nitrico

e P;=Fosfato inorganico

e PLN = Fosfolamban

e RS =Reticulo sarcoplasmico

e RyR =Receptor arianodina

e SERCA = ATPasa de calcio del reticulo sarcoplasmico
e SN = Sistema nervioso

e SNC = Sistema nervioso central

e SNP =Sistema nervioso periférico

e SNPs = Sistema nervioso parasimpatico
e SNS =Sistema nervioso simpatico

e UNAM = Universidad Nacional Autonoma de México



Resumen

El Carazolol es un farmaco que tiene un potente efecto bloqueador de los
receptores B-adrenérgicos 1y 2 y es agonista de los receptores B-adrenérgicos
tipo 3. Este farmaco es utilizado importantemente en la industria de la produccion
animal para la obtencion de carne (musculo) magra destinada al consumo humano
y en el dopaje de caballos atletas de alto rendimiento durante el entrenamiento
para fortalecer su desemperio muscular. No existen evidencias experimentales
que sugieran el mecanismo de accidn de este farmaco en el musculo esquelético.
En este trabajo se estudid el efecto agudo que tiene el Carazolol sobre las
propiedades mecanicas de los dos tipos de musculo: el musculo esquelético de
contraccion rapida (Extensor digitorium longus o EDL) y en el mUsculo esquelético
de contraccion lenta (Soleus). El Carazolol disminuye la fuerza de contraccion de
manera dosis dependiente en ambos tipos de musculo potenciando la fatiga. Con
respecto a la recuperacion de los musculos, el Carazolol no fue capaz de llevar la
fuerza al estado inicial; sin embargo, ambos los musculos EDL tratados con
Carazolol recuperaron mayor fuerza con respecto a la perdida durante el protocolo
de fatiga que los musculos control; en el caso del Soleus este recuperd la misma
cantidad de la fuerza perdida que el musculo control. El efecto del Carazolol sobre
la pérdida de tension en el tétanos del musculo EDL sugiere un efecto sobre la
actividad de la SERCAz1, proteina encargada de la recaptura de calcio en el reticulo
sarcoplasmico y la relajacion muscular. Este efecto no se observa en el musculo
lento, lo que sugiere un efecto sobre las proteinas responsables de regular la
actividad de la isoforma SERCA1 del musculo de contraccidn rapida y no sobre
SERCA2, presente en el musculo de contraccion lenta. Esta regulacion puede estar
mediada por la activacion de Sarcalumenina y no de Fosfolamban. Es importante
resaltar la fatiga del musculo Soleus inducida por Carazolol ya que el farmaco
puede ser usado como una herramienta para el estudio del mecanismo molecular

de la fatiga muscular, el que actualmente se desconoce.



Abstract

Impermeable drug Carazolol has a potent blocking effect on B 1 and 2 adrenergic
receptors and an agonist effect on B 3 type adrenergic receptors. It's mainly used to
improve quality of meat consumed by humans and also to improve the muscular
performance of athletic horses. At the moment there is no evidence showing the action
mechanism that this drug has in skeletal muscle. In this work the effect produced by
Carazolol under the mechanical properties of two types of fibers was studied: fast
contraction skeletal muscle (EDL) and slow contraction skeletal muscle (Soleus). Carazolol
was found to reduce contraction force in a dose-depending manner increasing fatigue in
both types of skeletal muscles. Muscles incubated with this drug, at a 3o0uM
concentration did not recover initial force after fatigue protocol; whoever when recovery
force was compared with force lost during fatigue protocol, EDL muscle had higher
contraction force when compared to Control one; and Soleus muscle recovery force was
the same as the Control one. The effect on the Tetani shape produced by EDL muscle
suggests that Carazolol may be modulating SERCA1 activity, as this protein manages the
intake of ionic calcium which produces muscle relaxation. This effect cannot be seen on
Soleus muscle which suggests that Carazolol may be acting on SERCA 1 via its regulatory
proteins. This effect seems to be SERCA1 specific, suggesting activation of Sarcalumenin
or another similar protein in fast contraction muscles; and not PLN which regulate
SERCA2 activity in slow contraction muscles. It is also important to remark the increase in
Soleus muscle fatigue as this drug could be used to further investigate the molecular

mechanisms of fatigue which is still unclear.



1. Introduccion

1.1 Musculo esquelético

El muUsculo esquelético de los vertebrados representa entre el 40 y el 5o por ciento de su
peso corporal (Lefaucheur et al. 2002). Este sistema lleva a cabo movimientos como los
que permiten mantener la ventilacion pulmonar, los necesarios para realizar movimientos
precisos y coordinados al escribir o hasta los necesarios para huir de una presa; por lo cual
este sistema es de vital importancia.

El musculo esquelético se forma en el embridn a partir de células del mesodermo lateral
que se fusionan de manera longitudinal y transversal dando origen a una célula
multinucleada llamada fibra muscular. Cada fibra muscular se encuentra rodeada por una
capa de tejido conectivo y matriz extracelular, llamado endomisio que la conecta de
manera transversal a otras fibras. Varias fibras musculares dan lugar a un fasciculo, que a
su vez se encuentra rodeado de otro tejido conectivo llamado perimisio. Los fasciculos se
organizan para formar musculos completos; el tejido conectivo o fascia que rodea a los
musculos recibe el nombre de epimisio (Ashmore y Doerr 1971). Los fasciculos son
inervados por una o mas motoneuronas dependiendo de la funcidn especifica de dicho
musculo. Los musculos que se mueven con mucha precision, como los musculos de las
manos, reciben mayor comunicacion neuronal que aquellos que no se mueven con tanta
precision, como los musculos de la espalda o aquellos que mueven las piernas.

La principal funcion de los musculos esqueléticos es la de contraerse para generar fuerza

y/o acortamiento, lo que puede o no generar movimiento.



Existen dos tipos generales de contraccion:

e Contraccion isométrica. En este tipo de contraccion, el musculo no se acorta
aunque esta generando fuerza. Un ejemplo de esta contraccion es cuando se
mantiene levantada una pesa con el brazo; el musculo esta generando fuerza para
no dejar caer la pesa pero no a través del acortamiento, ya que no hay ningun tipo
de movimiento.

e Contraccion isotdnica. En este tipo de contraccidon el musculo genera una fuerza
que se traduce en acortamiento o movimiento. En el ejemplo anterior la
contraccion isotonica se llevaria a cabo si la pesa levantada fuera cambiada de
posicion gracias al movimiento del musculo.

Es importante resaltar que las contracciones fisiolégicas normalmente se componen de
una mezcla de contracciones isométricas e isotonicas, generando momentos de
acortamiento seguidos de momentos de tension sin acortamiento, o viceversa.

El movimiento puede suceder gracias a que los musculos estan unidos a los huesos por
medio de estructuras fibrilares de colagena denominadas tendones.

Los componentes moleculares del musculo, responsables de lograr la fuerza de

contraccion se describen a continuacion.

1.1.12  Componentes extracelulares

Fuera de la célula muscular existe una estructura tripartita denominada uwnidn

neuromuscular. Esta estructura se forma por el botdn sinaptico de una motoneurona que



contiene vesiculas lipidicas llenas del neurotransmisor acetilcolina (AcC). Cuando el
cerebro envia una senal eferente, se genera la despolarizacion de la membrana neuronal,
lo que lleva a un potencial de accion y la liberacion del Calcio i6nico (Ca **) que se
encuentra almacenado en el reticulo endoplasmico. Este Ca** induce la fusion de las
vesiculas y la liberacion de AcC al espacio sinaptico por medio de la exocitosis (Figura 1.1)
(Widmaier et al. 2001)

Vesiculas con AcC

. Boton sinantico
Espacio sinantico

Fibra muscular

Figura 1.1 Estructura de la unién neuromuscular. (Modificada de
Widmaier et al. 2001)

1.1.2 Sarcolema

La membrana que compone una fibra muscular se conoce como sarcolema. La sarcolema
no es uniforme como en la mayoria de las células del organismo, tiene invaginaciones que
van hasta el interior de la fibra muscular (denominadas tubulos transversos) que se

asocian con extensiones del reticulo sarcoplasmico (denominadas cisternas terminales) y
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forman la denominada triada (Figura 1.2). Estas triadas tienen gran relevancia en el

proceso de contraccion como veremos mas adelante.

Tubulo
transverso

Sarcolema

. - Fibras musculares
Musculo esquelético

Y Cisternas
e riada
Miofibrillas laterales

Figura 1.2 Estructura de la triada.

Como todas las membranas bioldgicas, la sarcolema se compone de una bicapa
fosfolipidica en cuya estructura se insertan proteinas transmembranales u otras que se
asocian Unicamente en la parte interna o externa de la membrana. La distribucion lipidica
y proteica de la sarcolema no es homogénea, de hecho, forma dominios discretos
enriquecidos en esfingolipidos y colesterol, donde se encuentran importantes proteinas
relacionadas con la comunicacidon entre el citoesqueleto y la matriz extracelular (Vega-
Moreno, et al 2012).

La sarcolema también contiene gran cantidad de glicoproteinas que se extienden hasta
unirse con la matriz extracelular. Algunas de estas glicoproteinas, junto con la matriz
extracelular, ayudan a la fibra muscular en contraccidn a transmitir la fuerza a las fibras

adyacentes; este proceso se denomina: transmision de la fuerza lateral.
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Entre las proteinas membranales o extramembranales implicadas en este proceso se
encuentran los sarcoglicanos, el distroglicano y la laminina; mientras que en la parte
intracelular participa la distrofina que se une directamente a la maquinaria contractil

(Garcia-Pelagio KP, et al 2011) (Figura 1.3).

(Matriz
extracelular)

)

?ib WA AP
CRATEATEE Wadode

\

Distrofina

Figura 1.3 Proteinas encargadas de la transmision de fuerza lateral.

Filamentos
delgados

La unidn de las fibras musculares a la matriz extracelular (epimisio) les permite estar
ancladas a las demas fibras musculares, por lo que al contraerse, una fibra es capaz de
provocar la contraccion de las adyacentes gracias a la fuerza mecanica que la primera
ejerce sobre las demas.

Otras proteinas importantes de la sarcolema son los receptores de AcC y los canales

involucrados en la biomecanica de la contraccidn, que se describiran mas adelante.
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1.1.3 Miofibrillas

Cuando observamos un musculo esquelético a través de un microscopio Optico
encontramos una serie de bandas obscuras y claras perpendiculares al eje longitudinal de
la fibra. Estas bandas permitieron describir la morfometria de las fibras musculares y
gracias a ellas, al tejido que contiene dicho patron de bandeo, se le conoce como musculo
estriado.

Esta estriacion resulta de cumulos proteicos en arreglos cilindricos en el citoplasma
(sarcoplasma) que dan lugar a filamentos gruesos y filamentos delgados: las miofibrillas.
Estas miofibrillas abarcan entre el 75y el go por ciento de la masa del musculo esquelético
y abarcan la region comprendida entre los tendones que limitan al musculo (Lefaucheur
etal. 2002).

Cuando se describio al musculo por primera vez se describieron varios tipos de bandas
una A, denominada por su capacidad anisotrdpica de desviar la luz polarizada, una |, por
su capacidad isotrdpica; y una Z (de la palabra en aleman entre “zwischen”). A la region

comprendida entre dos lineas Z se denomind sarcdmero (Figura 1.4).
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Miofibrilla

Lt

Bandal BandaA Fibra muscular

ot | R-

Sarcomero Linea Z

Figura 1.4 Estructura de las miofibrillas.
(Modificada de Widmaier et al. 2001)

Los filamentos gruesos y delgados se repiten de manera sarcomérica, es decir con un

patron definido a lo largo de toda la fibra.

Los filamentos gruesos estan compuestos, casi exclusivamente de la proteina contractil
miosina; mientras que los filamentos delgados contienen a la proteina f-actina y también

al complejo proteico regulador del calcio: la troponina (C, I y T) y la tropomiosina.

Los filamentos gruesos se arreglan en la zona intermedia del sarcomero intercalandose
con los filamentos delgados en la zona que corresponde a la banda A. Al final de ésta los
filamentos delgados se conectan con una proteina perpendicular al eje longitudinal de la

fibra, que se pliega en forma de zigzag, la linea Z.

A la mitad del sarcomero existe una region en la que sélo existen filamentos gruesos; a
esta region se le conoce como la banda H (de la palabra en aleman hell, que significa

“clara” o “brillante”) (Figura 1.5).
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En la regidn correspondiente a la banda /, ademas de los filamentos delgados unidos a las
proteinas de la banda Z, se encuentra la proteina Titina muy importante para el

acortamiento y estiramiento pasivo del sarcomero.

Sarcomero
Banda | (Banda A)

—"*““% E‘“““‘
Llnea Z Banda H Lmea Z
7 >

Filamentos gruesos (miosina) Filamentos delgados (actina,
troponina y tropomiosina

Figura 1.5 Estructura del sarcémero (Modificada de Widmaier et al. 2001)

Los filamentos delgados y los gruesos se unen entre si por medio de los puentes cruzados

que se describen en seguida.

1.1.4 Mecanismos moleculares de la contraccion

Los filamentos gruesos se componen de 2 cadenas largas de miosina pesadas y cuatro
cadenas ligeras mas cortas. Estas moléculas forman una estructura que tiene una cabeza
doble (compuesta por las cuatro cadenas ligeras y las dos pesadas) y una cadena larga
trenzada (formada uUnicamente por las dos cadenas pesadas) (Figura 1.6). La cabeza de

esta molécula contiene dos sitios de union: uno para actina y el otro para Adenosin
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trifosfato (ATP); el sitio de union del ATP también sirve como una enzima ATPasa que

hidroliza esta molécula.

Cadenaligeral Cadena ligera 2

Cadena pesada (cola)

Cabeza globular

Trenza (a-hélices)
Y

Cabezas Cola

Figura 1.6 Componentes de los filamentos gruesos.
(Tomada de http://cbe.ivic.ve/LBEfolleto.html)

Por otra parte, los filamentos delgados se componen de moléculas de actina globulares
(G-actina); esta cadena se entrelaza con otra para formar una doble hélice. Cada 7
moléculas de actina en el polimero de f-actina, contiene un sitio de union para miosina
que se encuentra cubierto por una proteina alargada: la tropomiosina. Unida a la
tropomiosina se encuentra la subunidad T y ésta a su vez se encuentra unida a las

subunidades C e | de la troponina (Figura 1.7).
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G-Actina / X Bt =
/ s, Tropomiosina Troponina T

N

Troponina T

Troponina C

Troponina |

Sitio de unién

Figura 1.7 Componentes de los filamentos delgados.

En la contraccion isométrica los filamentos delgados y gruesos inician contacto de
manera calcio dependiente, formando los puentes cruzados para interactuar con la
miosina. El sitio activo de la actina se libera cuando se desplaza el contacto actina-
tropomiosina, ésta depende de la liberacion de la interaccion de la tropomiosina
con latroponina T, que a su vez depende de la interaccion de la troponina T con las
troponinas | (inhibitoria) y la troponina C (fijadora de calcio). De no liberarse a la
tropomiosina, no puede haber interaccidn actina-miosina y por lo tanto no se

desplazaran ni generaran fuerza, provocando que el musculo no se contraiga.

1.1.4 Acoplamiento excitacidn-contraccion

Desde el momento en el que el neurotransmisor AcC se une a su receptor en la célula
muscular comienza el proceso de excitacion por medio de la despolarizacion de la

membrana celular.
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El acoplamiento entre la excitacion y la contraccion muscular es el mecanismo mediante
el cual se acopla la despolarizacion de la sarcolema con la contraccion muscular. Este
proceso depende de un gran nUmero de proteinas y de pasos que se describen a
continuacion.

El receptor para AcC es un canal de Sodio (Na*) que se abre cuando se le une una
molécula de AcC. Este receptor, al dejar entrar Na*, estimula la apertura de los canales de
Na* sensibles a voltaje que se distribuyen a lo largo de toda la sarcolema. La entrada del
ion sodio inicia la despolarizacion de la sarcolema (a este fendmeno se le conoce como
excitacion de la célula muscular).

La despolarizacion de la sarcolema se propaga a través de los tUbulos transversos hasta
llegar a la region de la triada.

En la triada la despolarizacion de la membrana promueve el cambio de configuracion del
receptor a dihidropiridina (DHPR), que es un canal de Calcio lento, dependiente de
voltaje.

El cambio conformacional del DHPR, a su vez, induce una interaccion proteina-proteina
con el receptor para rianodina (RyR) que es un canal de Calcio en la membrana del
reticulo sarcoplasmico (RS) localizado principalmente en la cisterna terminal (CT).

La activacion de RyR por medio de la interaccion con DHPR, abre el canal y se libera el
Ca*" (contenido en el reticulo sarcoplasmico que estd a una concentracién milimolar) al

citoplasma.
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6.

Los iones de Ca *' liberados se unen a troponina C y de esta manera se libera la
tropomiosina de la actina, dejando libres los sitios activos de las proteinas encargadas del
proceso de deslizamiento de los filamentos.

Cuando comienza el proceso de relajacion, la ATPasa de Ca®* del reticulo sarcopldasmico
(SERCA, por sus siglas en inglés) hidroliza ATP y utiliza la energia para regresar el Ca*"
sarcoplasmico al RS, lo que promueve que la troponina C nuevamente quede libre para
interactuar a través de la troponina T con la tropomiosina y esta Ultima inhibir
nuevamente los sitios de la actina para unirse a la molécula de miosina. Por lo tanto la

proteina SERCA es la responsable de la relajacion muscular (Figura 1.8).

Despolarizacion
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Figura 1.8 Pasos moleculares que promueven la contraccion muscular.

Para regular este proceso de contraccion-relajacion existen diversas proteinas que

modulan de manera directa o indirecta el flujo del ion calcio en la célula muscular,
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1.1.5 Regulacion del proceso de contraccion mediado por Ca**

Debido a la gran importancia que tiene el Ca** en la contraccidon muscular existen
diversas proteinas involucradas en regular las concentraciones y el flujo de este ion dentro
y a través de los compartimentos celulares (Rossie E. 2006 & Zarain-Herzberg A 2006.
Estas proteinas pueden ser agrupadas, de acuerdo a su funcion, de la siguiente manera:

e Proteinas encargadas del almacenamiento de Ca™*
El RS es el principal organelo encargado del almacenamiento de este ion en musculo
estriado. En su interior se encuentran proteinas que unen a este ion y, de esta manera
mantienen la concentracion de Ca2+ libre del RS alrededor de 1mM.
Dentro de estas proteinas la mas importante se conoce como Calsecuestrina que
compone el 27% de estas proteinas y se encarga de unir a la mayoria del Ca** libre. Esta
proteina se localiza principalmente en la CT del RS gracias a interacciones con RyR,
Triadinay Junctina (Costello B. 1986 & Zhang L. 1997).
Gracias a la interaccion que existe entre la Calsecuestrina, Triadina, Junctina y RyR el
efecto tamponante del Ca** se da en las regiones cercanas a los lugares de liberacion de
esta molécula, en donde colocaliza con los canales RyR.

e Proteinas encargadas de la liberacion del Ca**
Las principales proteinas encargadas de la liberacion del Ca2+ al citoplasma son los
canales conocidos como RyR. Estos canales se encuentran en mayor concentracion en la
membrana de la CT y se encuentran unidos a los canales de Ca** DHPR, de esta manera

cuando el potencial de accién modifica la estructura de DHPR, éste es capaz de inducir
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cambios conformacionales en RyR, provocando la liberacion del Ca** lo que induce la
contraccion.
Los canales de DHPR pueden ser considerados los Ultimos requladores de la liberacion de
Ca2+; al haber un potencial de accidn, los canales RyR seran activados de manera
completa y por lo tanto habrd liberacion maxima de calcio. Cuando aparece otro
potencial de accidn subsecuente al primero se dara una menor liberacion de Ca** mediada
por la inactivacion de DHPR por el calcio citoplasmico. De esta manera la inactivacion de
DHPR asegura que no se terminara el Ca** existente en el RS.
Otras moléculas solubles y proteinas asociadas pueden actuar directamente sobre los
canales de liberacion de Ca** regulando la liberacion de dicho ion y por lo tanto los
procesos de contraccion-relajacion (Mg2+, ATP, Ca2+, especies reactivas de oxigeno,
FKBP12, Calmodulina, Homer y PKA).

e Proteinas encargadas de la reabsorcion de Ca**
Para que el musculo deje de generar una fuerza, se requiere de la reabsorcion del Calcio al
RS, este proceso esta mediado por la proteina SERCA. Esta proteina contiene 5 isoformas
principales codificadas en por 3 diferentes genes y se expresan de manera diferencial en
los diferentes tejidos: la isoforma SERCA1 (codificada por el gen ATP2A1) se encuentra en
las fibras musculares de contraccidn rapida. Los Ultimos dos exones de este gen sufren de
splicing alternativo y nos dan como resultado las isoformas SERCA1a y SERCA1b que se
expresan en células musculares de contraccion rapida adultas y neonatales,

respectivamente.
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La isoforma SERCA2 también sufre de splicing alternativo y nos produce dos isoformas:
SERCA2a y SERCA2b. SERCA2a se encuentra en fibras musculares de contraccion lenta
adultas, neonatas y en musculo cardiaco. SERCA2b se encuentra expresada en musculo
liso y células no musculares.

El funcionamiento de esta proteina varia ligeramente de acuerdo a la isoforma expresada;
de la misma manera, la actividad de SERCA es requlada por diversas proteinasy factores
de manera fibra especifica.

En cuanto a la isoforma SERCA1 se ha encontrado que coprecipita junto con una proteina
de 21 aminoacidos denominada Sarcolipina (MacLennan DH 1972). Se ha demostrado
que esta proteina inhibe la actividad de SERCAz al disminuir su afinidad por el Ca**
disminuyendo su V. (Odermatt A. 1998). SERCA1 también es inhibida por 6xido nitrico
(ON) y su afinidad por el Ca2+ disminuye cuando el pH disminuye (Ishii T. 1998).
Adicionalmente la actividad de SERCA1 puede ser regulada positivamente por la proteina
de unidn a Ca** Sarcalumenina que incrementa su estabilidad y reduce su degradacion
(Yoshida M. 2005) (Figura 1.9 panel a).

En cuanto a la isoforma SERCA2 encontramos otra proteina con alta homologia de
secuencia con Sarcolipina que se denomina Fosfolamban (PLN) que tiene un efecto
inhibitorio sobre SERCA2 disminuyendo su afinidad por el Ca**y su Vimax (Kirchberger MA.
1974 & Tada M, 1974). Esta proteina se encuentra normalmente unida a SERCA2
ejerciendo su efecto inhibitorio sobre ésta. En musculo cardiaco la activacidon de los
receptores del sistema beta adrenérgico induce la activacion de la adenilato ciclasa (AC),

que a su vez activa a la proteina PKA que cataliza la fosforilacion de PLN haciendo que se
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separe de SERCA2, por lo tanto aumentando su Vmax (Brittsan AG 2000, MacLennan DH

2003 & Tada M. 2003) (Figura 1.9 panel b).

Musculo de contraccién rapida

a)

Soeln F

Oxido nitrico lAﬁnidad

TEstabilidad -
m<—- Sarcalumenina

Por Ca %*

Musculo de contraccion lenta

b) \LV
Fosfolamban ¥ ™
_Yr V.. SERCA2
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Figura 1.9 Mecanismos de regulaciéon de SERCA. A) En el musculo de contraccidn
rapida tanto la Sarcolipina como el dxido nitrico inhiben a SERCA1 disminuyendo su afinidad
por el Ca*"y por lo tanto su V.. La Sarcalumenina aumenta la estabilidad de SERCA1
aumentando su eficiencia. B) En el musculo de contraccion lenta Fosfolamban se encuentra
unido a SERCA2 disminuyendo su V.. Cuando se activa el sistema Beta adrenérgico se activa a
la AC que incrementa los niveles de AMPc que activan a PKA; esta proteina fosforila a
Fosfolamban induciendo su separacion de SERCA2 y por lo tanto activandola e incrementando
SU Vinax-

1.1.6 Deslizamiento de las proteinas contractiles

Las proteinas contrdctiles generan fuerza al deslizarse entre si, ya sea acortando la
distancia que separa los extremos de la fibra o simplemente generando tension entre
estos extremos.

Para que este proceso contractil se lleve a cabo es necesaria la presencia de dos
moléculas muy importantes: el ion Ca *" y el ATP.

Cuando el Ca ** se libera del RS difunde a través del sarcoplasma y se une a las proteinas
de la maquinaria contractil que se deslizan entre si siguiendo los siguientes pasos:
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Union del Ca** al complejo proteinico de la troponina (especificamente a la
troponina C), que promueve cambios conformacionales en las proteinas
del complejo, los que dejan libre a la tropomiosina ocasionando que se
desplace hacia un lado y deje libre el sitio de unidn para miosina. La cabeza
de la cadena de miosina hidroliza el ATP formando Adenosin difosfato
(ADP) y fosfato inorganico (P;).

Se desplaza la cabeza de miosina hacia adelante aproximadamente 5 nm.
Este proceso es ATP dependiente, pero sin hidrolisis.

Se forman los puentes cruzados entre la cabeza de la miosina y el sitio
activo de la actina.

El ADP junto con el P; son liberados de la cabeza de miosina y la proteina
vuelve a su forma original, regresando las cadenas de actina y miosina a su
posicion original.

Cuando se une una nueva molécula de ATP a la cabeza de miosina se
rompe el puente cruzado y las proteinas vuelven a su forma original. El

proceso de relajacion, es dependiente de la hidrdlisis de ATP (Figura 1.10).
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Figura 1.10 Pasos moleculares para el deslizamiento de las proteinas
contrdctiles

Al haber muchas moléculas tanto de actina como de miosina, el desplazamiento de las
miofibrillas genera un movimiento similar al de un cierre, que se conoce como mecanismo
de cremallera; este mecanismo de cremallera es el responsable de generar la fuerza
mecdnica caracteristica de la contraccion muscular.

Cando la proteina SERCA ha regresado el Ca** al RS la tropomiosina vuelve a ocultar los

sitios activos de la actina, promoviendo la relajacion muscular.
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1.1.6 Metabolismo muscular

El muUsculo esquelético requiere de grandes cantidades de ATP para llevar a cabo los

procesos implicados en la contraccion muscular y la relajacion. Entre los que consumen

mayor cantidad de energia se encuentran:

Desplazamiento de las cabezas de miosina sobre las fibras de actina (mecanismo
de puentes cruzados-cremallera).

Recuperacion del Ca** sarcoplasmico por medio de la ATPasa de Ca* SERCA.

La membrana muscular debe mantener un potencial de membrana
electronegativo con respecto a su entorno, para lograr este potencial la bomba
ATPasa de Na* y Potasio (K*) utiliza ATP para intercambiar estos iones con el

medio externo y asi, mantener las concentraciones ideales de estos iones.

Debido a la gran demanda de ATP que generan estos mecanismos existen 3 principales

maneras de almacenar o proveer al musculo de esta molécula energética:

1.

Sistema fosfocreatina-creatina.- En este sistema el musculo esquelético almacena
energia en moléculas de fosfocreatina. Al terminarse las reservas de ATP el
musculo es capaz de tomar la energia de esta molécula hidrolizando su Ultimo
fosfato y liberando creatina al medio (Figura 1.11 panel A).

Sistema glucdgeno-dcido ldctico.- Otra manera de almacenar energia es la de
consumir las reservas de glucdgeno transformandolas a glucosa, para
posteriormente enviarlas al ciclo del acido lactico. Este mecanismo produce 2

moléculas de ATP por cada molécula de glucosa (Figura 1.11 panel B).
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3. Sistema aerdbico.- Durante el sistema aerdbico el musculo es capaz de quemar

glucosa, acidos grasos y aminoacidos por medio de los mecanismos especificos

para cada molécula para producir Acetil coenzima A y posteriormente

introducirlos al metabolismo aerdbico o ciclo de los acidos tricarboxilicos (Figura

1.11 panel C).

Contraccion
muscular

Metabolismo
aerdbico

A

Reposo
ATP > ADP + P,
s Energia
Creatina + P Fosfocreatina
\Energij/
St THIE ADP + P;
Ejercicio
Fermentacion
lactica

Energia

Ac

ido €— piruvato €—Glucosa € Glucégeno

lactico |
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Acidos grasos

Figura 1.11. Sistemas para la obtencion de ATP del miisculo esquelético.

Habiendo descrito los sistemas metabolicos y los mecanismos de la contraccion

muscular, cabe mencionar que existen 2 tipos de fibras musculares que se caracterizan

por diferentes tipos de contraccion y diferentes metabolismos.
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1.1.7 Tipos de fibras musculares

Loa dos tipos generales de fibras musculares responden a dos esfuerzos fisicos: el de
respuesta rapida y potente y el de respuesta prolongada e infatigable.

Durante el desarrollo ontogénico del musculo los miocitos dan lugar a dos tipos generales
de fibras musculares: las fibras de contraccion lenta y las fibras de contraccion rdpida, que
se denominan de esta manera gracias a la velocidad de reaccion que presentan para
contraerse. Sin embargo, estos tipos de fibras musculares difieren en mas aspectos que

en su velocidad de contraccion.

Todo musculo se compone de una mezcla de ambos tipos de fibras dependiendo de su
funcion. Aquellos musculos encargados de soportar por mucho tiempo contracciones
(como son los musculos posturales) tienen una mayor concentracion de fibras lentas;
mientras que los musculos encargados de generar movimientos rapidos y fuertes se
componen principalmente de fibras rapidas. Por lo anterior podemos mencionar que
existen musculos lentos y musculos rapidos, aunque esto no significa que estos musculos
solo tengan fibras de un tipo.

e Fibras musculares de contraccion rdpida

Las fibras musculares rapidas se caracterizan por llegar a su maxima fuerza en un periodo
corto de tiempo (alta velocidad de contraccion). Para lograr esto requieren de una reserva
grande de energia y una gran capacidad de agotarla rapidamente.

Cuando una fibra de contraccion rapida se encuentra en constante trabajo primero agota

las reservas en forma de fosfocreatina y posteriormente utiliza predominantemente un
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metabolismo glucolitico que no requiere de metabolismo aerdbico; sino que utiliza los
mecanismos de fermentacion lactica. Estos mecanismos de obtencion de energia
generan un menor rendimiento y mayor agotamiento de los recursos.

Cabe resaltar que en afios recientes a partir de las fibras rapidas se han caracterizado
varios subtipos con velocidades y metabolismos intermedios.

Cuando se grafica la fuerza generada por periodo de tiempo por este tipo de fibra o un
musculo de contraccion rapida, se obtienen registros en donde la fuerza maxima se
alcanza rapidamente pero son incapaces de mantenerla por un tiempo prolongado y van
perdiendo tension, es decir, se fatigan (Figura 1.12 Panel A).

Dentro de los musculos que predominantemente tienen este tipo de fibras rapidas
podemos mencionar a los extensores y a los flexores de los dedos, entre otros.

e Fibras musculares de contraccion lenta

Las fibras de contraccion lenta se caracterizan por su alta resistencia a la fatiga y por una
baja velocidad de contraccion. Para lograr estas caracteristicas fisiologicas este tipo de
fibras requieren de otro tipo de metabolismo en el que los recursos se usen gradualmente
para que la contraccion pueda mantenerse por largos periodos de tiempo. El
metabolismo que predomina en estas fibras es el metabolismo oxidativo de la glucosa en
donde, a través de la utilizacidon de las moléculas de Acetil coenzima A y Oxigeno (O,)
proveniente de la respiracion, se producen equivalentes reductores como el NADH y
FADH que activan la cadena respiratoria. Esta cadena respiratoria activa a la ATPsintasa y

produce ATP por medio de fosforilacion oxidativa generando agua y calor.
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Debido a que para este tipo de metabolismo se requiere mayor cantidad de oxigeno,
estas fibras tienen un mayor nUmero de capilares, un mayor numero de mitocondrias y
una importante cantidad de una proteina conocida como mioglobina, que fija oxigeno en
presencia de hierro, lo que le otorga un color mas rojizo a los musculos de contraccion
lenta. Esta diferencia de color hace posible distinguir a simple vista a los musculos de
contraccion rapida (blancos) de los de contraccion lenta (rojos).

Cuando graficamos la fuerza generada por periodo de tiempo de estas fibras obtenemos
una contraccion que tarda en llegar a su fuerza maxima pero que es capaz de mantenerla
por un periodo largo sin fatigarse (Figura 1.12 Panel B).

Entre los musculos que contienen mayoritariamente este tipo de fibras estan los

posturales y el muUsculo Soleus entre otros.

1.0- (\‘ Al | B

0.5 1

Fuerza mN

0.01 s L 1

3s 3S

Figura 1.12. Registro de fuerza representativo de un miisculo rdapido y uno lento.
Panel A: Registro de fuerza de un musculo répido por un periodo de 3 segundos. Panel B: registro
de fuerza de un masculo lento por un periodo de 3 segundos.

En el cuadro 1 se resumen las caracteristicas generales de cada tipo de fibra muscular.
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Cuadro 1. Propiedades de los tipos de fibras musculares.

A\ OLO A

Tamano

Color

Densidad capilar

Mitocondrias

Densidad mitocondrial
B)FISIOLOGICAS
Velocidad de contraccién

Pequeio Grande
Rojo Blanco
Alta Baja

Numerosas Escasas
5.60% 0.7-3.25%

Tiempo de contraccidn

Velocidad de relajacion

Lenta Rapida
99-140ms 40-88ms
Lenta Rapida
12¢g 25g
Alta Baja

Elasticidad
Fuerza/intensidad

Lento desarrollo/baja intensidad

Rapido desarrollo

C)METABOLICAS

Capacidad oxidativa

Aplomos y resistencia

Alta

Propulsién y velocidad

Baja

Capacidad glucolitica

D)PROTEINAS

Cadena pesada de
miosina en humano

Baja

MyoHC tipo 2

Alta

MyoHC tipo 1

SERCA,

SERCA,

(Modificado de Lépez Rivero 1988)

El tipo de fibras junto con los patrones de estimulacion ejercidos por el Sistema Nervioso

sobre el musculo generan los movimientos fisioldgicos de los organismos.

1.2 Comunicacion entre el Sistema Nervioso y el musculo

El principal controlador de las respuestas contractiles del musculo es el Sistema Nervioso

(SN). Gracias a su accion el musculo esquelético se contrae a voluntad y no de manera

auténoma, lo que sucede en estados patologicos como en el sindrome de Parkinson.
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Para que esta regulacion de la contraccion muscular se lleve a cabo de manera correcta,

existen diversos mecanismos.

1.2.1 Mecanismos regulatorios de la contraccion muscular

El SN controla los movimientos del cuerpo gracias a la accion coordinada de diferentes
vias motoras. Estas vias motoras comienzan en regiones del Sistema Nervioso Central
(SNQ) y se extienden a través de la médula espinal en donde realizan relevos o extienden
sus axones por las regiones externas al SNC, conformando una parte del Sistema
Nervioso Periférico (SNP).

El SNP se comunica con el muUsculo esquelético por medio de sus dos partes: la somdtica y
la visceral 0 auténoma.

La parte somatica que inerva al musculo esquelético es la responsable de la regulacion de
la contraccion muscular voluntaria. Para controlar los movimientos precisos del cuerpo, el
SN somatico inerva los musculos del cuerpo por medio de un numero determinado de
fibras nerviosas. Cuando un musculo se especializa en movimientos precisos vy
coordinados el sistema nervioso somatico inerva a los diversos fasciculos que conforman
a un musculo con un gran numero de motoneuronas diferentes; de esta manera puede
coordinar diversas contracciones de manera independiente a diferentes tiempos, que no
siempre generan una gran fuerza. Un ejemplo de este tipo de contracciones musculares
seria la contraccion de los musculos flexores y extensores de los dedos; estos musculos

son inervados por un gran numero de neuronas y son capaces de realizar movimientos
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precisos y coordinados al realizar actividades delicadas como por ejemplo escribir (Figura
1.13 panel A).

Por otro lado, cuando un musculo requiere de una gran fuerza para realizar un
movimiento pero no tanta coordinacion, las fibras musculares son inervadas por un
numero reducido de neuronas; de esta manera la mayoria de las fibras se contraen de una
manera simultanea para generar gran fuerza en un solo momento. Un ejemplo de este
tipo de inervaciones seria la de los muUsculos flexores y extensores de las piernas que se

contraen rapiday fuertemente para dar un salto (Figura 1.13 panel B).

o Contracciones fibrilares
Motoneuronas independientes. Movimientos

precisos y coordinados

(Por ejemplo: movimientos de

los dedos, movimientos de los

brazos)

Fasciculos musculares

Mdsculo esquelético

Movimientos fuertes

Mdsculo esquelético
la espalda al cargarse,

saltar)

D

Fasciculos musculares

Motonearoria Una sola contraccion muscular.
(Por ejemplo: movimientos de

movimientos de las piernas al

Figura 1.13 Mecanismos de inervacion del miisculo esquelético
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Aunque la parte visceral del SNP recibe su nombre debido al control involuntario de las
visceras, se subdivide en dos sistemas con diferentes funciones: el Sistema Nervioso

Parasimpdtico (SNPs) y el Sistema Nervioso Simpdtico (SNS).

1.2.2 Sistema Nervioso Parasimpatico

Este sistema es el responsable de regular a los 6rganos internos y las glandulas de
manera inconsciente (parte visceral).

Este sistema controla las acciones del cuerpo en un estado de digestion y reposo. Dentro
de las actividades reguladas durante este estado se encuentran: la excitacion sexual, los
ritmos cardiaco y respiratorio, la salivacion, la miccion, la defecacion y los movimientos
peristalticos durante la digestion.

Se dice que este sistema es complementario a la otra rama del sistema vegetativo; el

SNS.

1.2.3 Sistema Nervioso Simpatico

El SNS es el encargado de llevar al organismo a un estado de alerta, a un estado mas
comunmente conocido como estado de fight-or-flight (huida o pelea). Aunque este
sistema pareciera solo funcionar en situaciones de estrés, estd siempre activo
manteniendo la homeostasis del cuerpo.

Esta parte del sistema nervioso principalmente actia por medio de dos

neurotransmisores conocidos como catecolaminas: la adrenalina (epinefrina) y la
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noradrenalina (norepinefrina). La adrenalina es liberada de la glandula adrenal mientras
que la noradrenalina es liberada por axones de neuronas estimuladas con acetilcolina.
El sistema encargado de la liberacion de adrenalina se conoce como sistema adrenérgico

y es de suma importancia para este trabajo.

1.3 Sistema adrenérgico

Cuando la adrenalina o la noradrenalina se unen a un receptor especifico, se desata una
respuesta biologica que depende del tipo del receptor que esta siendo estimulado. Es
decir, la adrenalina puede producir respuestas muy diversas dependiendo del tipo de
receptor que haya en su tejido blanco. Debido al nombre de las moléculas que se les
unen, estos receptores se conocen como la familia de los adrenoceptores.

En 1948 fueron catalogados y descritos dos tipos principales de receptores especificos
(Ahlquist R.P. et al. 1948); los receptores alfa (&) que fueron descritos como receptores
que producen una respuesta excitatoria y los receptores beta (8) que tenian como efecto
respuestas inhibitorias.

En el panorama actual los adrenoceptores han sido estudiados mas detalladamente y se
han clasificado en nueve subtipos (3 subtipos de receptores a1, 3 subtipos de receptores
a2y 3 subtipos de receptores B).

Aunado a esta gran variedad de receptores las proteinas con las que se comunican
ejercen diversos efectos intracelulares.

Aunque las respuestas a nivel muscular mas estudiadas de dichos receptores, han sido las
que producen en células del corazdn, se ha descrito que los receptores beta 2 (82)

predominan en el musculo esquelético (Kim YS et al. 1991y Rattigan S et al. 1986).
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1.3.1  Mecanismo de accion de los adrenoceptores

Todos los adrenoceptores pertenecen a la familia de los receptores proteinicos acoplados
a proteinas G y forman el mayor grupo de receptores de membrana de mamiferos
(Francis SH et al. 2001). Estos receptores tienen 7 dominios transmembranales
helicoidales y una proteina G anclada al receptor en la parte interna de la membrana
plasmatica.

Las proteinas G, son capaces de mediar una gran cantidad de respuestas diferentes ya
que tienen diferentes subunidades. Las subunidades By (G By) forman un dimero
estrechamente unido al receptory a la parte interna de la membrana plasmatica. Por otra
parte, la subunidad a (Ga) en su estado inactivo, se encuentra unida al dimero GBy
(Figura 1.12 Panel A).

Cuando la molécula especifica se une a su receptor éste sufre un cambio conformacional
que activa a su proteina G adyacente. La proteina G activada intercambia una molécula
de guanosin difosfato (GDP) por una de guanosin trifosfato (GTP) y libera a la subunidad
Ga activandola, esto produce que se una a su enzima blanco y provoque su activacion
(Figura 1.12 panel B).

La mayoria de la sefalizacion mediada por el sistema beta-adrenérgico involucra a la
Adenilil ciclasa (AC) que también se encuentra anclada a la membrana celular. Esta
enzima es activada por la subunidad a de la proteina G y transforma una molécula de
Adenosin mono fosfato (AMP) en una molécula de AMP ciclico (AMPc). A su vez, este
AMPc tiene diversos efectos sobre otras proteinas celulares actuando como segundo

mensajero celular. (Figura 1.12 panel C).
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Q Adrenoceptor @ Agonista

DN
w{e'(m Wy

Diversas cascadas
de senalizacion

Figura 1.14 Transduccion de la seiial de un

adrenoceptor. Panel A: Un agonista adrenérgico es capaz
de unirse a su receptor especifico, este a su vez se une a una
proteina G que se compone de 3 subunidades G(B, y y a). Por
otra parte en la membrana se encuentra adenilato ciclasa (AC).
Panel B: El agonista se une al receptor provocando el
intercambio de GDP por GTP por parte de la proteina G; lo que
libera a la subunidad o, que se une a la adenilato ciclasa. Panel
C: la adenilato ciclasa transforma ATP del medio en AMPc que
es capaz de activar diversas cascadas de sefializacion.

Al ser el grupo mas grande de receptores transmembranales, estas proteinas G tienen

que ser capaces de generar diversas vias de sefializacion; es decir, tienen que ser capaces

de activar muchas enzimas efectoras. Existe una gran variedad de subunidades de las

proteinas G (como minimo 27 Gg, 7Gg, Y 13Gy) lo que permite que haya una gran

combinatoria posible, que activaran multiples vias de sefalizacion y, por lo tanto, diversos

efectos celulares (Bodine SC et al. y Lohse MJ et al. 1999). Estas vias de sefializacion se

hacen mas complejas ya que los dimeros Gg, también son capaces de activar enzimas

efectoras.

Para lograr los efectos celulares deseados, la industria farmacéutica ha sintetizado

diversos agonistas y antagonistas de cada receptor. Los agonistas son capaces de activar

la respuesta de dicho receptor, mientras que los antagonistas se unen con alta afinidad

ocupando el lugar del agonista y de esta manera impiden que el receptor se active.
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En el cuadro 2 se resumen los efectos de algunas de estas combinaciones en los

principales tejidos, sus principales agonistas y agonistas y el efecto que su activacion

produce en musculo esquelético (Milligan G et al. 1998).

Cuadro 2. Subtipos de adrenoceptores, sus proteinas Gy sus efectos en diferentes tejidos.

Adrenoceptor A B
Isoformas Qyp, Q1 Y Qlip Qa, Qg Y Qlpc B, B, Bs
Isoforma Ga Familia Ga,
acoplada Goyg (o1/aip/03) Gay Gay Goy
Familia Gay; Familia Ga, Familia Ga,; Familia Ga,
(0t11/ 014/ A5/ 0ts6) (Qt1/0to2) (Qq1/015/03) (Qq1/015/03)
Efecto Activacidon de PLC  Inhibicion de AC Activacién de AC Activacién de AC Activacion de AC
Disminucién  del | Aumento del Aumento del Aumento del
Activaciéon de PLD AMP AMP AMP AMP
Activacién de la
PKA
Activacion de PLA, Inhibicidn de PKA Inhibicion de PKA  Inhibicién de PKA
Activacion de los Activacion de los Activacion de los
Activaciéon de los canales de Ca* canales de Ca’* canales de Ca*
canales de Ca** tipo L tipoL tipo L
Activacién de
intercambiadores
de Na*/H* Inhibicion de PLN  Inhibicién de AC Inhibicién de AC
Modulacion de Disminucion  del Disminucion  del
canales de K* AMP AMP
Aumento de la
sefializacion  por
MAPK Inhibicion de PKA  Inhibicién de PKA
Principales tejidos
donde se
encuentran Vasos cardiacos SNC coronario Corazén Corazén Tejido adiposo
Musculo
Musculo liso Vasos sanguineos | esquelético Pulmén Corazoén

Pancreas

Plaquetas

Vasos sanguineos

Riflones
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Musculo

esquelético
Vasoconstriccion
Efecto principal en | Vasoconstriccion  de arteriolas
musculo de arteriolas de precapilares
esquelético gran resistencia pequeias é? Hipertrofia é?
Agonistas comunes | Cirazolina Clonidina Xamoterol Clenbuterol BRL 37344
M-6434 UK14304 Prenalterol Fenoterol CGP12177
Carazolol (Méjean
Metoxamina BHT-920 Denopamina Salbutamol A et al. 1995)
Fenilefrina Salmeterol
Antagonistas
comunes Corinantina Yohimbina CGP20712A ICI-118551 SR59230A
Prazosina Rauwolscina Alprenolol Butoxamina
Carazolol (Costin B Carazolol (Costin B
et al. 1983, Innis et al. 1983, Innis
Fentolamina RB et al. 1979) RB et al. 1979)

(Modificado de Lynch. et al 2008)

Gracias al conocimiento de los efectos de la activacion de los receptores 3, en los Ultimos

anos se han sintetizado farmacos agonistas que promueven la hipertrofia muscular

conocidos como anabdlicos. Estos farmacos también favorecen la lipdlisis y son usados

ilegalmente por deportistas de alto rendimiento y por la industria veterinaria (Choo JJ et

al. 1992, Emery PW et al. 1984, Gregorevic P et al. 2002, Hinkle RT et al. 2002). Tal es el

caso del agonista para los receptores tipo B; Carazolol que fue utilizado en el presente

trabajo.

1.3.2 Receptores adrenérgicos 3,

Después de la primera clasificacion de los receptores adrenérgicos en dos subtipos,

comenzo a surgir evidencia sobre un tipo de receptor con caracteristicas Unicas (Arch et
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al. 1984, Stock and Sudera 1989, Yong-Ling Liu et al. 1995). Al encontrar moléculas
antagonistas competitivas de los agonistas beta adrenérgicos clasicos que tenian un
efecto agonista sobre la célula: se describieron y caracterizaron los receptores B,
adrenérgicos (Emorine et al. 1989). Este tipo de receptores se expresan en humanos en la
membrana celular de tejidos y érganos tales como la vesicula biliar, la prostata, el colon,
el musculo esquelético, el corazdn y el tejido adiposo.

Los receptores tipo B, se consideran atipicos gracias a que o no son bloqueados o lo son
muy escasamente por bloqueadores beta clasicos y una de sus principales caracteristicas
es que bloquean los efectos cronotropicos e inotrdpicos positivos que producen las
catecolaminas u otros farmacos agonistas adrenérgicos.

El primer efecto descubierto de los agonistas de dichos receptores en los mamiferos fue
lainduccion de la lipolisis en el tejido adiposo café (Arch JRS et al. 1984) lo que incito a los
investigadores a secuenciar y describir las caracteristicas del receptor para utilizarlo como
un blanco para drogas anti-obesidad (Strosberg D 1997). Actualmente las alteraciones de
dichos receptores se han asociado con obesidad y con Diabetes Mellitus tipo 2 (Gerhardt et
al. 1999).

Hasta la fecha los estudios en seres humanos no han sido suficientes para utilizar
combinaciones de agonistas/antagonistas de estos receptores para combatir la obesidad
o la diabetes.

Ademas, se han descrito otros efectos en diferentes organismos o tejidos, algunos de los

cuales se resumen en el siguiente cuadro.
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Cuadro 3. Efectos de algunos agonistas de los receptores adrenérgicos tipo 33

Efecto

Arch JRS et al. 1984
Gauthier Cet al. 1996
Anthony A et al. 1996
Board M et al. 2000
Barouch et al. 2002
Miller et al. 1999

Durrant et al. 1980

Fiser M. H, et al. 1998

Lipolisis

Tejido u organismo

Tejido adiposo café y blanco

Efecto inotropico negativo

Cardiaco

Vaso relajacidon-regulacion de la motilidad
intestinal

Tracto gastrointestinal

Induce beta oxidacion

Musculo esquelético (Soleus)

Activacion de la bomba Na*/K*

Corazon

Aumento del consumo de O,

Humano

Reduccion de 15% del peso

Humano (pacientes obesos)

Aumento de la tasa metabolica

Mono Rhesus

Aunque el efecto que estos agonistas tienen o pueden tener sobre el mUsculo esquelético

es escaso, existen farmacos que se utilizan en la industria veterinaria para animales cuya

carne esta destinada a consumo humano y existen evidencias sobre el efecto de

activacion que estos farmacos tienen sobre proteinas como el Fosfolamban en corazon,

regulando el flujo del Ca** sarcoplasmico (Brittsan AG 2000, MacLennan DH 2003 & Tada

M. 2003).

1.4Carazolol

El Carazolol fue descrito originalmente como un potente bloqueador de los receptores -

adrenérgicos 1y 2 (Costin B et al. 1983, Innis RB et al. 1979); sin embargo, en la actualidad

se conoce su efecto agonista sobre los receptores B tipo 3 (Méjean A et al. 1995); aunque
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la via de sefializacion y los efectos que producen los agonistas B; en musculo esquelético
se desconocen (Gordon S, et al. 2008).

A pesar de la escasez de informacion, el farmaco se vende en grandes cantidades a los
productores de carne magra destinada para consumo humano en toda América latina.
Este farmaco se utiliza aprovechando sus propiedades bloqueadoras de los receptores 3
tipo 1y 2, ya que inhibe el efecto que las catecolaminas liberadas durante situaciones
estresantes produce sobre el musculo esquelético, ademas de los posibles efectos
derivados de su actividad como agonista B;.

Cuando un animal se encuentra bajo una situacidon estresante, su organismo libera
adrenalina que activa los receptores B, y B.. La activacion de dichos receptores tiene un
efecto negativo sobre la carne procesada haciéndola mas dura y de menor calidad.
Debido a lo anterior, el Carazolol se aplica intramuscularmente antes de una situacion
estresante (ej. traslados, antes del sacrificio, partos, etc.) para disminuir los efectos que

tienen las catecolaminas sobre la carne magra (Warris P.D, et al. 1982).

1.4.12 Formula

El Carazolol tiene la siguiente férmula quimica:

Figura 1.15 Férmula quimica del
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Alo largo de los afos se han realizado pocos estudios sobre los efectos que tiene este

farmaco sobre el musculo esquelético, mismos que describo a continuacion.

1.4.2 Efectos del Carazolol sobre el musculo esquelético

Existe una tesis de maestria (Valderrama M 2009) en la cual se describe que cuando se
aplica Carazolol de manera intramuscular a caballos deportivos se observa una
transformacion del metabolismo y el tipo de fibra muscular rapida (fatigable) hacia un
tipo muscular predominantemente lento (no fatigable) con metabolismo oxidativo; por lo
que hay una disminucidn de la glucdlisis. También se observa una transformacion de las
fibras tipo | hacia tipo Il en musculo de caballo en entrenamiento, lo que no sucede con el
musculo de caballo en periodos largos de inactividad fisica. También se ha observé que al
administrar Carazolol se incrementa la cantidad de capilares que irrigan las fibras
musculares.

Estos efectos fueron mas evidentes en aquellos caballos que eran entrenados
constantemente y a largo plazo; estos caballos aumentaron su rendimiento en las

pruebas de resistencia.

En este trabajo también se observd una reduccion del area ocupada por las fibras
musculares al ser tratadas con Carazolol, lo que se atribuye al efecto lipolitico de los

receptores adrenérgicos Bs.
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Es interesante recalcar que en este estudio las fibras se volvieron mas resistentes a la
fatiga muscular durante las competencias de los caballos; sin embargo las propiedades
mecanicas del musculo rapido y lento en presencia de Carazolol encontradas en este

trabajo son resultado del uso cronico de la droga que afecta a nivel sistémico.

Cabe recalcar que éste es el primer estudio que también revela algunos hechos a nivel
celular y subcelular que pueden ser utilizados para entender el proceso fisiologico de
fatiga y del efecto que pudiera tener el consumo humano de musculo contaminado con

este tipo de farmacos.

Planteamiento del problema

El musculo esquelético es el tejido mas abundante de los vertebrados y uno de los
efectores del sistema nervioso central. En la industria de la produccion animal para
consumo humano y en el area de la fisiologia del ejercicio de caballos o de atletas de alto
rendimiento, el musculo adquiere especial importancia. Para mejorar la calidad del
musculo (carne magra) para su consumo y para mejorar la funcion mecanica del musculo
durante el ejercicio retrasando la aparicion de la fatiga, se han creado farmacos que
potencian la hipertrofia y disminuyen la cantidad de grasa en el musculo; por lo general
estos son agonistas de los receptores adrenérgicos B tipo 2. Dentro de las drogas creadas
con estos objetivos destaca el antagonista adrenérgico de los receptores tipo 1y 2 que
también es un agonista de los receptores tipo B 3: el Carazolol. Aprovechando sus

propiedades de bloqueador de los primeros dos tipos de receptores, este farmaco se
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utiliza para disminuir los efectos que las situaciones estresantes tienen sobre la carne
magra. El Carazolol se administra de manera indiscriminada a los animales y se
desconocen los efectos que puede tener sobre los musculos asi como su mecanismo de
accion. Los estudios actuales en los que se ha utilizado este farmaco han demostrado que
tiene propiedades anabdlicas cuando se utiliza de manera crénica, pero no se ha
estudiado su efecto agudo sobre las células musculares. Ademas de estos factores esta
droga es una herramienta Util para estudiar las propiedades mecanicas del musculo y su
consecuencia fisioldgica, la fatiga ya que modifica las propiedades fisiologicas del

ejercicio animal.

2.1 Objetivo

Determinar el efecto que tiene el Carazolol sobre las propiedades mecanicas de los dos

tipos de musculo esquelético: lento y rapido.

2.2 Hipotesis

Debido a que el Carazolol es utilizado para mejorar el rendimiento de caballos en
entrenamiento, se propone que ésta droga modifica las propiedades mecanicas de los
musculos con ambos tipos de contraccion (rapida y lenta) favoreciendo su metabolismo
oxidativo, aumentando su resistencia a fatiga y reduciendo el tiempo de recuperacion de

ambos tipos musculares.
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3. Materiales y métodos

3.1 Animales

Todos los procedimientos se realizaron con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio del Instituto de Recursos Animales de laboratorio tanto de los Estados
Unidos como de México y fueron aprobadas por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) (NOM-062-

Z001999).
3.1.1 Ratas

Para todos los estudios se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 150 gramos de peso
proporcionadas por el Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Se disecaron los musculos Extensor Digitorium Longus (musculo esquelético de
contraccion rapida) y Soleus (musculo esquelético de contraccion lenta) de las

extremidades posteriores de los animales y se colocaron en solucion Krebs oxigenada a

37°C.

Figura. 2.1 Rata Wistar.
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3.2 Farmacos y soluciones

3.2.1 Solucion Krebs

Se utilizod la solucidon de Krebs en todos los experimentos, como solucion fisioldgica

isotonica con los nutrientes necesarios para mantener a las células vivas.

Cuadro 2.1 Componentes y proporciones de la solucion Krebs.

Sustancia | Molaridad | Masa Gramos/Litro
(M) Molar

Nadl 0.135 58.44 7.89

KCl 0.005 74.55 0.373

MgCl 0.001 203.3 0.203

NaHCO; | 0.015 84.01 1.26

Na,HPO, | o.001 142 0.142

CH1,06 0.011 180.2 1.98

Cadl, 0.0025 147 0.0367

La solucidon de Krebs tiene un pH aproximado de 8.06, el cual se modifica cuando se
burbujea con un gas cuya composicion es O, al 95% y CO, al 5%, que reduce elpHa 7.4 lo
cual es fisiologicamente compatible con el interior de la célula muscular (Medina J 2010).

Todos los experimentos realizados en solucidn Krebs se mantuvieron a 37°C.
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3.2.2 Carazolol

Debido a que se desconocen las concentraciones de Carazolol que tienen un efecto sobre
los muUsculos esqueléticos in vitro, se realizaron curvas dosis-respuesta a las siguientes

concentraciones:

Cuadro 2.2 Concentraciones de Carazolol utilizadas.

Concentracion

0.05 uM

0.1 uM

0.5 uM

10 uM

20 uM

30 uM

3.3 Aislamiento de los musculos

Para este trabajo se utilizaron dos tipos de musculos tomandolos como representativos
de dos tipos de metabolismo y comportamiento/funcion (de contraccion rapida y lenta):
el EDL y el Soleus, respectivamente.

Tanto en el humano como en la rata, el muUsculo EDL se encuentra entre el Tibialis
anterior y los musculos Peroneus sobre las caras anteriores de la Fibula y de la tibia. El
tenddn proximal del EDL se origina en el condilo lateral de la Tibia, en el asta anterior de

la Fibula y en la membrana interdsea. El tendon distal se divide, a la altura de la retinacula
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de los extensores, en cuatro. Estos cuatro tendones corren sobre la superficie dorsal del
pie para insertarse en las falanges mediales y distales del sequndo al quinto ortejo. Este
musculo al contraerse concéntricamente acerca los cuatro ortejos de los pies a la Tibia y la
Fibula (Biel, Andrew R 2010) (Figura 2.2).

El muUsculo Soleus se encuentra por debajo de los musculos Gastrocnemius (gemelos) por
la parte posterior de la Fibula y de la Tibia. El tendon proximal del Soleus se origina en la
superficie proximal posterior de la Tibia y en la parte proximal posterior de la cabeza de la
Fibula. El Soleus y los Gastrocnemius forman la estructura que se conoce como “triceps
surae” que se convierte en el tendon Calcaneal (Achilles), el cual se inserta en la parte
posterior del hueso Calcaneus. A diferencia del musculo EDL, el Soleus al contraerse
concéntricamente acerca el hueso Calcaneus hacia la articulacion de la rodilla por la parte

posterior (Biel, Andrew R 2010) (Figura 2.2).
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Figura. 2.2 Localizacion del EDL y Soleus en humano y en la rata.

Modificadas de:
http://www.teachpe.com/anatomy/muscles/extensor_digitorum_longus.php 2013 y
http://offthelongrun.wordpress.com/2011/05/10/soleus-strain/ 49



Teniendo en cuenta la localizacién anatomica de los musculos se realizé la diseccidn de la
siguiente manera:

Los animales fueron sacrificados por medio de la dislocacion de las vértebras cervicales.
Posteriormente, se retird la piel de las extremidades posteriores y se localizo el tenddn
mas proximal a la rodilla. Este tenddn fue anudado con hilo delgado y se cortaron los
tendones distales. Se jald con cuidado el musculo desde el hilo hasta que éste se separ6
de la pierna.

Para la colocacion del musculo en la camara de estimulacion se realizaron nudos en forma
de gasa en ambos tendones, para esto se utilizé el microscopio (WildM-8; Heerbrugg,
Switzerland) e instrumental para microcirugia del laboratorio de Fisiopatologia de

musculo de la Facultad de Medicina.

Figura 2.3. Microscopio y material quirirgico utilizados.
Nt Ay

o

s o

——

Figura. 2.4 Nudos realizados en los tendones.
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3.4 Procedimiento experimental

El musculo fue colocado en la cdmara de estimulacion e inmerso en solucion Krebs o
en una solucion Krebs con Carazolol. Dentro de la camara de estimulacion el musculo
fue sujetado a un extremo fijo por uno de los tendones y por el otro a la aguja de un
transductor de fuerza. La solucion de la camara se encontraba en contacto con unos

electrodos de platino que, a su vez, estaban conectados a un estimulador eléctrico.

Figura. 2.5 Musculo aislado y sujetado dentro de la camara de estimulacién.

El equipo utilizado para llevar a cabo la estimulacion fue un estimulador GrassStimulator
ML S-88, un transductor de fuerza AD Instruments ML-866, un amplificador y una fuente

de poder NEXUS NPS-1 ReseachLaboratory.

Figura. 2.6 Estimulador, osciloscopio, transductor, fuente de poder y amplificador.
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El estimulador eléctrico utilizado emite impulsos eléctricos de amplitud y frecuencia
modulables que nos permiten realizar protocolos especificos para cada tipo muscular.
Los impulsos eléctricos generan la contraccion del musculo y esto es detectado por el
transductor de fuerza, y transformado a una sefal analdgica que es detectada por la
computadora, por medio del equipo Powerlab. La informacion es analizada por medio del

software Labchart 6. Este procedimiento se resume en la figura 2.8. B.

Fig. 2.7 A) Arreglo experimental. B) Esquema del arreglo experimental. En el panel B se
resume la conexion de los aparatos utilizados; A: Estimulador, B: camara de estimulacion, C: Digitalizador

PowerLab, D: computadora con LabChart6

3.4.1 Protocolo de estimulacion.

Al momento de colocar los musculos en la camara se midié la longitud entre ambos
tendones y se estiraron a 1.3 veces su longitud con el objetivo de determinar su
longitud dptima. Esto se corrobord por medio de sacudidas simples, ajustando la
longitud del musculo hasta obtener la maxima respuesta (mayor fuerza de

contraccion).
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Posteriormente se dieron tres tétanos para corroborar su desvanecimiento y se dejo
reposar durante 20 minutos. Posterior a esto se dieron seis tétanos de fatiga separados
2 minutos entre si.
Después de dejar reposar el musculo durante 20 minutos se aplicaron los tétanos de
recuperacion cada 20 minutos.
Si el musculo era tratado con Carazolol se incubaba 10 minutos con esta sustancia
disuelta en solucion Krebs y oxigenada a 37°C. Si el musculo era un experimento
control sélo se incubaba con solucion Krebs también 10 minutos antes de comenzar el
protocolo de fatiga.
Las caracteristicas de los estimulos se describen a continuacion.
a) Sacudidasimple
Todas las sacudidas simples utilizadas fueron impulsos Unicos de go
Voltios.
b) Tetanos
Los tétanos utilizados fueron impulsos sostenidos de go Voltios repetidos
con una frecuencia de 75 Hertz durante tres segundos. Estos impulsos nos
permiten medir la pérdida de tension del musculo o desvanecimiento y
nos ayudan a estudiar los movimientos de moléculas responsables de la
contraccion muscular.
c) Fatiga
Para medir la fatiga de un musculo se le dieron 6 tétanos con las

caracteristicas ya descritas, con 2 minutos de reposo entre cada uno.
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d) Recuperacion
Posterior a la fatiga el musculo fue sometido a mas estimulaciones

tetanicas espaciadas 20 minutos entre si.
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Figura 2.8 Esquema representativo del protocolo de estimulacién.
3.4.2. Analisis de resultados y pruebas estadisticas
Para todos los analisis estadisticos la fuerza maxima del primer tétanos se dividid entre la
fuerza maxima de los tétanos siguientes. Gracias a esta normalizacion se pudieron
comparar los resultados de varios animales. Se realizaron analisis estadisticos para la
fatiga, la recuperacion y el desvanecimiento de los tétanos. Estos analisis se detallan a

continuacion:

e Fatiga. Para analizar los efectos del Carazolol sobre la fatiga muscular se utilizaron los
puntos correspondientes a la fuerza maxima de los seis tétanos de fatiga. Estos
puntos se compararon cada uno (control contra tratado) por medio de la prueba U de
Mann-Whitney y, posteriormente, se compararon todos los tratados contra todos los

controles por medio de una prueba Kruskal- Wallis.
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e Recuperacion. Para analizar la recuperacidon se hicieron dos comparaciones; en la
primera se compard el punto maximo del primer tétanos de la fatiga contra el punto
maximo del primer tétanos de la recuperacion y se aplico la prueba U de Mann-
Whitney. Para la sequnda comparacion se tomaron los puntos correspondientes a la
fuerza maxima del Ultimo tétanos de la fatiga y el primero de la recuperacion y
también se les aplico la prueba U de Mann-Whitney.

e Desvanecimiento. Para analizar la forma del tétanos se utilizaron los seis tétanos
correspondientes a la fatiga. Se asignaron dos puntos a la parte superior de la curva,
que corresponde al periodo durante el cual se sostuvo la estimulacion eléctrica: el de
la extrema izquierda (denotado A) y el de la extrema derecha (denotado B).
Posteriormente se realizo un cociente de B/A y el promedio de todos los experimentos
de estos cocientes fue comparado con el correspondiente al mismo numero de
tétanos de la otra condicion por medio de la prueba U de Mann-Whitney v,
posteriormente, todos los tétanos de una condicion contra todos los de la otra

condicion, por medio de una prueba Kruskal-Wallis

4. Resultados

4.1 Musculo EDL

4.1.12  Curva de concentracion-respuesta EDL

Al realizar la curva de dosis-respuesta para determinar la concentracion de Carazolol a

utilizar, se encontrd que a una dosis de 5o pM el musculo EDL no se recupera del
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protocolo de fatiga, por lo que se tomd como dosis toxica. La dosis que tuvo mejor efecto

en el musculo EDL sin ser toxica fue la de 30 pM; a esta dosis los muUsculos tuvieron la

mayor disminucion de fuerza pero siguieron recuperandola (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Curva concentracion-respuesta sobre la fatiga del miisculo EDL.
Se representa la fuerza perdida normalizada contra el —logaritmo base 10 de la
concentracion después de un protocolo de fatiga. Las barras representan el error estandar.

Para facilitar el analisis de resultados todos los protocolos fueron normalizados contra la

fuerza maxima del primer tétanos de la fatiga.

Debido a los resultados anteriores, todos los experimentos posteriores se realizaron con

la dosis 30uM de Carazolol.
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4.1.2 FatigaEDL

Cuando se realizd el protocolo de fatiga muscular se encontro que después de seis
tétanos los musculos incubados con Carazolol redujeron su fuerza en un 20%
aproximadamente con respecto a los controles. El analisis estadistico mostrd que la
diferencia estadistica entre los grupos tratado y control para cada tétanos fue
significativa. Esto sucedio cuando se comparo cada punto de la curva y cuando se

compararon las curvas completas (p<o.05) (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Efecto del Carazolol 30uM sobre la fatiga del miisculo EDL. En el
panel A se muestra un esquema representativo del protocolo de fatiga y del tétanos de
recuperacion para el musculo control (linea negra) y para el tratado (linea roja). En el panel
B observamos el efecto del Carazolol sobre la fatiga del musculo EDL; Control ( @ ) n=5,
tratado ( o ) n=5. Pruebas utilizadas: U de Man-Whitney y Kruskal-Wallis. Las barras
representan el error estandar. *p<0.05
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4.1.3 Recuperacion EDL

Cuando comparamos al primer tétanos de la fatiga con respecto al primero de la
recuperacion encontramos que la fuerza del musculo EDL incubado con Carazolol
disminuye en un 10% aproximadamente, comparada con el musculo control (Figura 3.3
panel A). Sin embargo, cuando comparamos el Ultimo tétanos de la fatiga con respecto al
primero de la recuperacidon encontramos que el musculo EDL incubado con Carazolol
recupera un 40% mas de la fuerza perdida durante la fatiga, que el musculo control

(Figura 3.3 panel B).

A 1.6 - * B
0.8 -
*
1
1
© 1.2 4
_8 06 -
N
g
fa 0.8 4
O 04
c
©
N
o)
S5 024 0.4
LL
0.0 4 0.0
0 30uM 0 30uM

Figura 3.3. Fuerza de recuperacion del miisculo EDL. En el panel A se
muestra la fuerza de recuperacion total comparada con el primer tétanos de la fatiga.
En el panel B se muestra la recuperacion comparada contra el ultimo tétanos de la
fatiga. Control ( ® ) n=5, tratado ( o ) n=5. Pruebas utilizadas: U de Man-Whitney y
Kruskall-Wallis. Las barras representan el error estandar. *n<0.05
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4.1.4 Desvanecimiento EDL

Cuando se analizé el desvanecimiento de la fuerza de los tétanos durante el protocolo de
fatiga, se encontro que los musculos EDL tratados con Carazolol perdian mas
rapidamente la fuerza de contraccion durante la estimulacion tetanica, es decir tienen un
menor desvanecimiento (Figura 3.4 Panel A).

Cuando se compard el desvanecimiento entre cada uno de los tétanos de la curva de
fatiga, se encontro que el musculo EDL tratado con Carazolol iba disminuyendo su
desvanecimiento en cada tétanos de la fatiga, mientras que para el musculo EDL control
no se modificaba dicha propiedad. La disminucién del EDL tratado con Carazolol era

aproximadamente un 30% menor a la del musculo control (p<o.05) (Figura 3.4 Panel B).
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Figura 3.4. Efecto del Carazolol sobre el desvanecimiento del miisculo EDL. En el panel A

se muestran registros representativos del musculo control y del musculo tratado. En el panel B se

muestra el efecto del desvanecimiento a lo largo del protocolo de fatiga. Control ( ® ) n=5, tratado ( o )n

=5. Pruebas utilizadas: U de Man-Whitney y Kruskal-Wallis. Las barras representan el error estandar. 59
*p<0.05



4.2 Musculo Soleus

4.2.1 Curva de concentracion-respuesta del Soleus.

Al realizar la curva de dosis-respuesta para determinar la concentracion de Carazolol a
utilizar se encontrd que, al igual que el musculo EDL, a una dosis de 50 uM, el musculo
Soleus no se recupera del protocolo de fatiga, por lo que se tomoé como dosis tdxica (no se
muestran los datos). La dosis que tuvo mejor efecto en el musculo Soleus sin ser toxica
fue la de 30 pM; a esta dosis los muUsculos tuvieron la menor disminucidn de fuerza pero la

recuperaron cuando se aplico éste protocolo (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Curva dosis-respuesta sobre la fatiga del miisculo Soleus. Se
representa la fuerza normalizada perdida después de seis tétanos contra el logaritmo
base 10 de la concentracion de Carazolol. Las barras representan el error estandar.
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4.2.2 Fatiga Soleus

Cuando se realizo el protocolo de fatiga muscular se encontrd que después de 6 tétanos
los musculos tratados con Carazolol redujeron su fuerza en un 35%, aproximadamente,

con respecto a los musculos control (p<o.o05) (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Efecto del Carazolol 30uM sobre la fatiga del miisculo Soleus. En el panel A
se muestra un esquema representativo del protocolo de fatiga y del tétanos de recuperacién para el
musculo control (linea negra) y para el tratado (linea roja). En el panel B observamos el efecto del
Carazolol sobre la fatiga del musculo Soleus; Control ( ® )n=5, tratado ( o )n=10. Pruebas utilizadas: U
de Man-Whitney y Kruskal-Wallis. Las barras representan el error estandar. *p<0.05

4.2.3 Recuperacion del Soleus

Cuando comparamos al primer tétanos de la fatiga con respecto al primero de la

recuperacion, encontramos que la fuerza del musculo Soleus incubado con Carazolol
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disminuia en un 25% (Figura 3.7 panel A). Sin embargo, cuando comparamos el Ultimo
tétanos de la fatiga con respecto al primero de la recuperacion, no encontramos

diferencia significativa entre los musculos controles y los tratados (Figura 3.7 panel B).
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Figura 3.7. Fuerza de recuperacion del miisculo Soleus. En el panel A se muestra la
fuerza con respecto al tétanos inicial de la fatiga. En el panel B se muestra la fuerza con
respecto al ultimo tétanos de la fatiga. Control ( ® ) n=5, tratado ( o ) n=5. Pruebas utilizadas:
U de Man-Whitney y Kruskal-Wallis. Las barras representan el error estandar. *p<0.05

4.2.4 Desvanecimiento del Soleus

Cuando se analizo el desvanecimiento de la fuerza de los tétanos durante el protocolo de
fatiga, no se encontrd diferencia en la forma de la curva de los musculos tratados con
respecto a los controles (Figura 3.8 Panel A). Tampoco se encontrd diferencia
estadisticamente significativa entre controles y tratados cuando se analizé el
desvanecimiento de la fuerza de los tétanos en cada uno de los tétanos del protocolo de

fatiga (Figura 3.8 Panel B).
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Figura 3.8. Efecto del Carazolol sobre el desvanecimiento del miisculo Soleus. En
el panel A se muestran registros representativos del musculo control (linea sélida) y del musculo
tratado (linea punteada). En el panel B se muestra el efecto del desvanecimiento a lo largo del
protocolo de fatiga; control ( e ), tratado ( o ). Pruebas utilizadas: U de Man-Whitney y Kruskal-
Wallis. Las barras representan el error estandar. P>0.05

5. Discusion de resultados

Es importante destacar que este estudio hasta el momento tiene un alcance correlativo,
por lo cual, los resultados obtenidos no nos permiten asegurar el mecanismo de accidn
del Carazolol. Debido a esto la discusidn se hara proponiendo algunos mecanismos de

accion del Carazolol sobre los tipos de musculo estudiados.
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5.1

Los resultados de fatiga de ambos tipos musculares se discutiran en el apartado 5.1,
mientras que los resultados de recuperacion y desvanecimiento se haran por separado

para el musculo de contraccion rapida (apartado 5.2) y para el musculo de contraccion

lenta (apartado 5.3).

Fatiga

Elincremento en la fatiga de los dos tipos de musculos tratados con Carazolol, a una dosis

de 30uM, nos permite pensar en que el aumento en la fatiga de ambos tipos de musculos

puede ser consecuencia de la alteracion de alguno de los siguientes mecanismos

celulares:

Proteinas regulatorias de la concentracion de Ca*'. El Carazolol puede estar
modificando lo actividad de estas proteinas, gracias a alguna de sus cascadas de
sefalizacion. La modificacion de la afinidad de dichas proteinas por el Ca*" puede
estar jugando un papel importante en la fatiga del musculo esquelético. Tal es el caso
de las proteinas descritas en la seccidon 1.1.5

Si el Carazolol, en el musculo de contraccion rapida, modifica a la proteina
Sarcalumenina (gracias a la fosforilacion por PKA u otra proteina con accion similar)
esta hara mas estable a SERCA1 disminuyendo la cantidad de Ca*" disponible en
citoplasma; lo que disminuira la cantidad de iones Ca®" que se uniran a las proteinas
de la maquinaria contractil, generando disminuyendo la tensidon generada en cada
estimulo consecutivo. Este resultado correlacionaria con la disminucion del

desvanecimiento de dicho musculo pero no correlacionaria con que también se
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observa una mayor fatiga en el musculo Soleus; por lo que, probablemente la fatiga
del musculo Soleus se debe a otro de los mecanismos propuestos.

Proteinas de la maquinaria contractil. Al unirse a su receptor adrenérgico el Carazolol
puede estar activando alguna de las vias de sefalizacion asociadas a los receptores
adrenérgicos tipo By; seguramente activando a proteinas que fosforilan a otras como
la PKA, activandolas. Estas proteinas, podrian tener un efecto sobre alguna de las
proteinas involucradas en la maquinaria contractil, haciéndola menos reactiva al
siguiente estimulo o disminuyendo su disponibilidad conforme se dan nuevos
estimulos. Esta modificacion podria ser de manera directa o indirecta, dependiendo
de si fosforilan directamente a la proteina de la maquinaria contractil o a otra que
actue sobre ella.

Modificacion del metabolismo. El Carazolol puede modificar la capacidad glucolitica
de los musculos y asi, desviarlos hacia una obtencion de energia por la via de la
fermentacion lactica. Aunque esto podria relacionarse con resultados en los que el
Carazolol cambia el metabolismo durante largos periodos de administracion
(Valderrama 2009), en el presente caso el efecto se daria rapidamente ya que los
musculos sélo estan en contacto con el Carazolol por 10 minutos. La manera en la que
se podria modificar el metabolismo en tan poco tiempo seria por medio de la
fosforilacion de enzimas de las vias metabdlicas, modificando sus propiedades

bioquimicas.
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5.2

Ademas de todas estas propuestas, el Carazolol puede estar ejerciendo su efecto a través
de un sin nUmero de procesos celulares mediados por la activacion de los receptores B,
que, hasta el momento estan poco descritos.

Es importante resaltar que el Carazolol a |a dosis utilizada, logra fatigar al musculo Soleus,
que en condiciones normales no se fatiga; sin embargo esto es independiente de la forma
del tétanos, por lo que podriamos pensar que este efecto tiene que ver mas con el
metabolismo muscular o con las proteinas de la maquinaria contractil que con las
proteinas requlatorias del Ca®". Es posible que el Carazolol esté modificando el
metabolismo oxidativo del musculo de contraccion lenta, disminuyéndolo o interfiriendo
con él de alguna manera y que esté haciendo mas eficiente el metabolismo fermentativo
del musculo de contraccion rapida.

Los resultados observados por Valderrama no son comparables con la fatiga que se
describe en esta tesis, ya que los primeros provienen de observaciones hechas a nivel
sistémico y por un periodo prolongado de tiempo, mientras que el estudio presente es de

un solo musculo y en un periodo de incubacidn corto de 10 minutos.

Musculo EDL

5.2.1 Recuperacion EDL

Si tomamos como referencia el primer tétanos de la fatiga, el musculo EDL tratado con
Carazolol recupera un 10% menos de la fuerza total que el musculo control. Sin embargo
hay que considerar que los musculos en las dos condiciones parten de un grado de fatiga

diferente. Cuando consideramos esta fuerza perdida por ambos tipos musculares,
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observamos que el musculo tratado con Carazolol recupera un 30% mas de la fuerza
perdida, que el musculo control. Este efecto del aumento de la recuperacion a mayor
fuerza perdida seria notorio en aquellos estimulos donde el musculo se esfuerza al
maximo, es decir tiene una gran fatiga; por ejemplo en carreras con salto o en carreras de
velocidad de corta duracion. Tal es el caso de los caballos deportivos reportados por
Valderrama en 2009. Por lo tanto podriamos decir que aunque los musculos se fatigan
mas tienen un mejor rendimiento en cuanto a la recuperacion de la fuerza perdida cuando
se aplica Carazolol 30pM de manera aguda.

Es posible que la medida de comparacion no sea la adecuada debido a que ambos tipos
musculares parten de un grado de fatiga diferente. Sin embargo podria hacerse un
estudio en donde se fatiguen los musculos control al mismo grado que los tratados y se
compare su recuperacion en esas condiciones.

También es posible que lo que se modifique sea alguna de las vias metabdlicas activas en
ese momento; aumentando su capacidad glucolitica al momento de la recuperacion o las

proteinas reguladoras del Ca*" antes mencionadas.

5.2.2 Desvanecimiento EDL

El aumento en el desvanecimiento de la curva de los musculos EDL, la disminucion de
este parametro en los musculos tratados, nos hace pensar que los mecanismos de
regulacion del Ca®* pueden estar modificados. Debido al tiempo de la contraccion, las
proteinas encargadas de su liberacion o reabsorcion pueden ser las responsables de

modificar la forma de la curva. Toda la fase de incremento de la fuerza mientras se
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mantiene el estimulo, refleja la liberacion del Ca** del reticulo sarcoplasmico y esta
regulada por la proteina RyR. La fase que corresponde, en si al desvanecimiento,
comienza con la activacion de SERCA vy refleja la lucha que existe entre la continua
liberacion del Ca®* y la reintroduccién de éste al RS por medio de la proteina SERCA.
Cuando se termina el estimulo eléctrico, la proteina RyR se inactiva y la proteina SERCA

reintroduce todo el Ca** al reticulo sarcoplasmico terminando la contraccion (Figura 4.1).

Estimulo
eléctrico

~—

|
|
|
|
|
|
! O
] |
T I
|
_—ﬂe é_
| Tiempo »
Proteinas| | RyR |
activas | SERCA |

Figura 4.1 Proteinas responsables de la forma del tétanos. 1: La
proteina RyR libera el Ca** del reticulo sarcoplasmico y el musculo genera
fuerza de contraccion. 2: mientras la proteina RyR sigue liberando el Ca™,
la proteina SERCA comienza a reintroducir el Ca*" al reticulo
sarcoplasmico; entonces el musculo EDL pierde parcialmente la tension.
3: el estimulo se termina, la proteina RyR deja de trabajar y la proteina
SERCA reintroduce el Ca* terminando la contraccion.

Estudios preliminares sobre la actividad de ATPasa de la proteina SERCA1 realizados en el
laboratorio parecen indicar que la velocidad de hidrdlisis de ATP no se ve modificada
cuando el musculo es incubado con Carazolol; sin embargo, se requiere realizar mas

experimentos al respecto para corroborar esto.
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Debido al cambio en el desvanecimiento de este musculo podriamos pensar que el
Carazolol esta afectando el comportamiento de la proteina SERCA1 a través de la
activacion de la Sarcalumenina o de la Sarcolipina. Cualquiera de estos dos efectos
volveria a SERCA1 mas veloz y de esta manera haria que el musculo tratado perdiera
mayor tensidn gracias a que esta proteina introduce mas Ca** al RS del que RyR esta
sacando.

Si los resultados de cambio de la pendiente son debidos al efecto del Carazolol sobre los
receptores adrenérgicos B3, el efecto parece estar potenciado conforme pasa mas
tiempo. En los Ultimos tétanos el desvanecimiento se hace muy negativo. Esto puede
estar mediado por un aumento de la translocacion del receptor B3 a la membrana. Seria
interesante medir la cantidad de receptor en la membrana del musculo Soleus y el

musculo EDL a diferentes grados de fatiga.
Musculo Soleus

5.3.1  Recuperacion del musculo Soleus
Aunque el musculo tratado con Carazolol no recupera el 100% de su fuerza inicial, al hacer
el analisis de la fuerza recuperada con respecto a la perdida, observamos que tanto el
musculo control como el tratado recuperan el mismo porcentaje de fuerza. Este Ultimo

resultado no es de una gran magnitud puesto que, normalmente el musculo Soleus no se

fatiga con este protocolo; por lo que no necesita recuperar su fuerza.
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Al igual que para el musculo EDL para aseverar esta diferencia se deberia de realizar un
estudio en el cual los mUsculos en ambos tipos de condiciones sean sometidos al mismo

grado de fatiga y, a partir de ahi, se mida su recuperacion.

5.3.2 Desvanecimiento musculo Soleus

Es interesante resaltar que el Carazolol no tuvo un efecto sobre el desvanecimiento de del
musculo Soleus, mientras que si lo tuvo sobre el musculo EDL. Esto puede estar dado
también por las diferentes proteinas reguladoras del Ca®* que tienen ambos musculos. En
el caso del EDL el Carazolol pudo haber activado a Sarcalumenina o a Sarcoliping; sin
embargo este efecto no lo tiene sobre proteinas como PLN. Si el Carazolol esta
modificando las propiedades de estas enzimas lo esta haciendo de manera selectiva para

el musculo EDL.

Conclusiones

Gracias a lo estudiado en este trabajo podemos afirmar que el Carazolol, a una dosis de
30pM, aplicado in vitro a un musculo aislado, modifica sus propiedades mecanicas.
Dentro de estas modificaciones podemos decir que el Carazolol es capaz de fatigar tanto
al musculo lento como al rapido; siendo de gran importancia la fatiga del musculo lento
ya que en condiciones normales este tipo de musculo es menos propenso a la fatiga, lo
que significaria que el mecanismo de proteccidon del musculo lento a la fatiga (mecanismo

desarrollado durante la diferenciacion celular de las fibras) se pierde a través de algun
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mecanismo modificado por alguna de las proteinas de la cascada de sefalizacién de los
receptores adrenérgicos tipo B;.

Por otro lado, el Carazolol es responsable de que los muUsculos no recuperen su fuerza
inicial después de 20 minutos de reposo, sin embargo el musculo rapido recupera mas la
fuerza perdida cuando es tratado con Carazolol y el musculo Soleus recupera la misma
proporcion que el musculo control. Los posibles mecanismos de accion de esta droga
involucran enzimas de la cascada de sefializacion de los adrenoceptores tipo B5 (de la cual
se conoce poco) que podrian estar afectando a un sin nUmero de proteinas involucradas
en la contraccion muscular. Entre estas proteinas hay que destacar a las proteinas
regulatorias del flujo del Ca®", que parecen estar modificadas en el musculo de
contraccion rapida incubado con Carazolol 30pM. En cuanto al cambio que se observo en
el desvanecimiento del musculo EDL se propone que el Carazolol puede estar afectando,
por medio de alguna cascada de sefalizacion, la actividad de la proteina encargada de
recapturar el Ca** sarcoplasmico: la isoforma tipo1 de la SERCA. Este efecto puede estar
dado por una fosforilacion de Sarcalumenina mediada por PKA. En el caso del musculo
Soleus no hay un efecto sobre la SERCA2 durante la estimulacidn tetanica, por lo que se
sugiere que el mecanismo involucrado en la regulacion de SERCA2 no esté activo; es
decir, que proteinas como PLN no se alteren por efecto del Carazolol.

Debido al poco conocimiento que existe sobre las causas de la fatiga muscular, esta droga
puede ser utilizada como herramienta para aportar conocimiento al tema de la fisiologia

del ejercicio.
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