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1. INTRODUCCION

El musculo esquelético (ME) conforma aproximadamente la mitad de la masa corporal total,
estad involucrado en la locomocién, fuerza y en el metabolismo del cuerpo, esta constituido
por células que reciben el nombre de miofibras musculares, las cuales son el resultado de la
fusion de mioblastos mononucleados. (Luo et al., 2015) En respuesta al dafio, el ME activa

diferentes procesos que permiten su regeneracion.

En patologias asociadas al ME, los procesos y mecanismos moleculares que conducen a la
regeneracion del tejido se ven ampliamente afectados (Rochlin et al., 2010). Actualmente, no
existe un tratamiento que contrarreste el proceso degenerativo; por tal motivo, se ha
propuesto el uso de fitofarmacos como una alternativa. Muchas de estas moléculas han
demostrado tener efectos regenerativos, lo cual impide la perdida de tejido. De esta forma se
busca proponer alternativas terapéuticas coadyuvantes como lo es el caso del flavonol (-)-
epicatequina, el cual es un fitofarmaco que ha mostrado tener efectos benéficos en el musculo
esquelético que podria tener un potencial beneficio en algunas patologias como lo son la

distrofia muscular de Duchenne (Ramirez-Sanchez et al., 2014).

Entre los procesos celulares que se analizan para determinar si el uso de fitofarmacos
promueve un aumento en el potencial regenerativo, es el proceso de diferenciacion celular;
proceso mediante el cual una célula adquiere caracteristicas morfol6gicas y las funciones del
grupo celular especifico y diferente al resto de los grupos celulares. La diferenciacion celular
en las células musculares consiste en la fusion entre mioblasto (si es una diferenciacion por
dafio muscular, es una fusion entre mioblastos y miofibras). Para estudiar dicho proceso, se

emplean sistemas in vivo e in vitro.

En el laboratorio, el analisis in vitro se realiza utilizando células C2C12, las cuales son un
tipo de células musculares que permiten simular las condiciones basales de la formacién de
miofibras musculares a partir de la fusion de mioblastos mononucleados. Por otro lado, en
modelos in vivo, se utilizan ratones genéticamente modificados y silvestres con los cuales se
pueden simular patologias y evaluar potenciales tratamientos quimicos. (Ramirez-Sanchez et
al., 2014)




En este trabajo, se busco determinar el efecto del flavonol (-)-epicatequina sobre las fibras
musculares en cuédriceps de ratones CD-1 sanos; con el objetivo de favorecer la expresion
de los factores reguladores miogénicos y la hipertrofia, a través de 2 vias. La primera es de
manera analitica, la cual se puede cuantificar por medio de la expresion de los factores
reguladores en el proceso de diferenciacion y crecimiento de miofibras musculares, mediante
ensayos de western blot (WB). Los ensayos de WB permiten visualizar la cantidad de
proteina de una muestra presente en el tejido o el cultivo celular bajo una condicion
determinada. Esto permite determinar si bajo una condicion particular existe un aumento o

decremento en la cantidad de un factor importante en la diferenciacion o crecimiento celular.

Adicionalmente, para evidenciar si estos cambios a nivel molecular se relacionan con
cambios favorables en la morfologia de las fibras musculares, estos ensayos se complementan
con estudios histologicos que permite determinar si el uso del fitofarmaco favorece la
hipertrofia a partir de la comparacion del area de la miofibra tratada con su control. Esto
genera informacion, la cual puede demostrar si un fitofarmaco puede ser empleado o no como

un posible coadyuvante terapéutico.




2. ANTECEDENTES

2.1. Aspectos generales

El movimiento del cuerpo resulta de la contraccion y relajacion alterna de los masculos, los
cuales estan representados en 650 musculos, lo que corresponde al 40% del peso corporal de
un varén adulto. Aproximadamente el 30% del musculo corresponde al musculo esquelético

y el otro 10% al musculo liso.

El tejido muscular se define como un érgano blando compuesto principalmente por células
que reciben el nombre de fibras musculares y por tejido conectivo que rodea tanto a las fibras
musculares como al musculo entero. Las fibras musculares utilizan ATP para transformar
una parte en trabajo mecanico, pero la mayor parte se disipa en forma de calor para el

mantenimiento de la temperatura corporal.

Posee cuatro propiedades particulares, las cuales permiten el buen funcionamiento y
contribuyen a la homeostasis. Una de las propiedades es la capacidad de responder a ciertos
estimulos produciendo sefiales eléctricas Ilamadas potenciales de accion; estos a su vez
estimulan energéticamente el tejido muscular provocando que este se contraiga. La
extensibilidad es la capacidad del tejido muscular de estirarse sin dafiarse, permitiendo al
musculo contraerse con fuerza incluso estando elongado, finalmente la cuarta propiedad es
que el masculo tiene elasticidad debido a que vuelve a su longitud y forma original tras la
contraccion o extension (Hall, 2020).

El tejido muscular se clasifica segun su control, ya sea voluntario o involuntario; y por su
estructura y aspecto microscépico (estriado o liso); el tejido muscular liso es aquel que no
tiene estriaciones transversales; mientras que el estriado tiene estriaciones transversales

visibles al microscopio (Hall, 2020).

El tejido muscular estriado (Figura 1), se inserta en los huesos, el glébulo ocular, la lengua
y el miocardio. EI muasculo estriado del miocardio es denominado musculo cardiaco y a los
otros se les da el nombre de musculo esquelético; el tejido muscular estriado esquelético tiene
a su cargo 2 funciones, el primero es el movimiento de los esqueletos axial y apendicular y

el segundo es el mantenimiento de la postura o posicion corporal (Kochi et al., 2013).




Figura 1. Clasificacién del muasculo segln su localizacién, control y aspecto. El aspecto
histoldgico clasifica al masculo en liso y estriado. Su localizacion en visceral, cardiaco y
esquelético; y su control en voluntario e involuntario (Kochi et al., 2013).

2.2. Estructuray funcion del musculo esquelético

El mdsculo esquelético estd compuesto por tejido conectivo que adhiere al mdsculo
esquelético a otras estructuras y constituyen el soporte de los vasos sanguineos y nervios
necesarios para el mantenimiento del madsculo, también es esencial para la transmision de la
fuerza generada por las células musculares al esqueleto, ademas de rodear y proteger al tejido
muscular con tres capas; la capa mas externa es la encargada de envolver al musculo en su
totalidad por una banda de tejido denso e irregular con abundantes fibras de colageno y fibras
elasticas denominado epimisio. La segunda capa denominada perimisio rodea grupos de entre
10 a mas de 100 fibras musculares agrupandolas en haces o fasciculos. En el interior de cada
fasciculo se encuentra la tercera capa que separa las fibras musculares una de otras por una
fina lamina de tejido conectivo areolar; esta lamina se denomina endomisio. El tejido
conectivo proporciona una adecuada cohesion tanto a los fasciculos como a las fibras

musculares integrando sus movimientos (Tortora and Derrickson, 2021).




Las celulas del musculo esquelético son fibras largas y multinucleadas que se extienden a lo
largo longitudinal del masculo, cuyo didmetro varia entre 10 a 100 um, dependiendo el sexo,
la edad, el ejercicio, el estado nutricional y la posicion de cada fibra dentro del musculo. Casi
todas las fibras estan inervadas por una sola terminacion nerviosa localizada cerca del punto
medio de la fibra. La membrana celular de las fibras musculares esta formada por una capa
delgada que contiene multiples fibrillas delgadas de colageno denominada sarcolema. Miles
de pequefios plegamientos del sarcolema llamadas ttbulos Ty el reticulo sarcopldsmico, son
estructuras muy importantes en la transmision de la despolarizacion eléctrica de la superficie
de la célula, para abrir canales en la membrana celular, permitiendo que grandes cantidades

de iones de calcio se liberen, provocando la contraccién muscular (Sengupta et al., 2010).

Dentro del sarcolema, se encuentra el citoplasma de la fibra, el cual recibe el nhombre de
sarcoplasma, el cual posee una cantidad sustancial de glucdgeno y la proteina mioglobina,
que sirve para la sintesis de ATP, debido a su funcién el sarcoplasma se extiende
estratégicamente en la fibra cerca de las proteinas que utilizan ATP durante la contraccion.

Cada fibra muscular estd compuesta por miles de miofibrillas denominadas filamentos
(Figura 2), organizadas en compartimientos Ilamados sarcomeros; existen dos tipos de
filamentos, los filamentos finos que estan compuestos por aproximadamente 3000 filamentos
de actina y 1500 filamentos de miosina adyacentes entre si, estas proteinas polimerizadas son
responsables de la contraccion muscular. Por otro lado, los nucleos de las fibras musculares
son ovalados y se encuentran periféricamente alineados bajo el sarcolema; esta caracteristica
hace que los mononucleos pierdan su capacidad de mitosis. Si los ndcleos ocupan la parte

central de la fibra, nos da referencia a un proceso de reparacion (J, n.d.).
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Figura 2. Organizacion del musculo esquelético y sus envolturas de tejido
conectivo. El musculo esquelético consiste en fibras (células) musculares
individuales agrupadas en fasciculos y rodeadas por tres capas de tejido conectiva,
extensiones de la fascia profunda (J, n.d.).

2.3. Formacién, desarrollo y reparacion

El musculo se desarrolla al inicio para su formacion durante la gestacion embrionaria,
Ilevando a cabo un proceso de miogénesis embrionaria; mientras que, en etapa adulta, cuando
el musculo ya se encuentra formado, requiere de un proceso regenerativo ya sea para
mantener el masculo o reparalo por algin dafio (Almada and Wagers, 2016; Puri et al.,
1997).

El desarrollo de las miofibras en etapa embrionaria como en etapa adulta es llevado por un
proceso complejo a través factores reguladores miogénicos (MRFs), que actan en diferentes




puntos del ciclo celular, activando y regulando la proliferacion y diferenciacion celular a
partir de células madres en estado quiescente llamadas células satélite. Estos procesos que se
llevan a cabo en la formacion del tejido se describen a nivel molecular en los parrafos

siguientes.
2.3.1.Miogénesis embrionaria (formacién y desarrollo).

Durante el desarrollo embrionario se inicia la formacion del masculo esquelético en el
somita; los cuales se diferencian rapidamente y migran por debajo de los dermomiotomas,
para formar miotomas, los cuales adquieran el fenotipo de mioblastos; células con la
capacidad de proliferar y de diferenciarse, abandonando el ciclo celular al fusionarse y formar
miofibras (Jiménez Hernandez, 2018; Jin et al., 2016).

Se ha demostrado que para la formacion y desarrollo del musculo se requiere de marcadores
moleculares pared box (Pax 3 y Pax 7) pertenecientes a la familia Pax; los cuales tiene un
papel muy importante en la migracién de la somita, la proliferacion y la diferenciacion celular
(Jinetal., 2016).

Cuando Pax 3 disminuye gradualmente la familia de MRF aumenta significativamente; el
gen Factor Regulador Miogénico 5 (Myf5) tiene la funcion de formar la estructura muscular
que contienen las células ya comprometidas, Miogenina niumero 1 (MyoD) se activa a la par
de Myf5 para iniciar la programacion de miogénica de la célula. Miogenina (MyoG) es un
gen clave para activar la programacion de la diferenciacion muscular (Jin et al., 2016; Luo et
al., 2015).

Mesodermo

paxial Miotomas Mioblastos Mioblastos fusionados Miotubos
Somitogénesisi Celulas comprometidas Diferenciacion
Pax3/Pax7 T Pax 3 /Pax7 l T Myf 5 / MyoD Miogenina

Figura 3 Representacion esquematica de miogénesis embrionaria.

En la figura 3 se puede observar el proceso molecular que describe la accion de sefiales
positivas y negativas que controla la expresion espacio-temporal de los genes musculares;
asi como, las redes reguladoras de genes realizadas por factores transcripcionales

miogenicos, dando culminacion a la formacion de miofibras.




Las primeras fibras musculares que aparecen se conocen como fibras primarias, las cuales
tienden a convertirse en fibras lentas. Posteriormente, otras sefiales estimulan una ola de
proliferacion dando lugar a una poblacion de los denominados mioblastos secundarios que
se diferenciaran para formar fibras secundarias, las cuales adquieren las caracteristicas de las
fibras répidas. Una vez formadas experimentan un crecimiento muy extenso en el periodo
fetal y posnatal (Buckingham et al., 2003; Jin et al., 2016)%(“ASPECTOS BASICOS DE LA
MIOGENESIS.pdf,” n.d.).

2.3.2. Mecanismos de la miogénesis posnatal.

En la edad adulta; el musculo esquelético esta sujeto a una regeneracion continua; debido a
que se encuentra en un estado dindmico con un recambio continuo debido especialmente a
traumas diarias y pequefias lesiones, asi como también lesiones ocasionadas después de
alguna lesion por un entrenamiento fisico excesivo; esta regeneracion continua esta mediada
por las células satélite (MuSC), células en etapa Go 0 quiescente que se ubican entre la ldmina
basal y el sarcolema (Yin et al., 2013). La funcion inicial de estas es, proliferar como células
mioblésticas y diferenciarse para formar nuevas fibras musculares y/o volver a la inactividad
para mantener el conjunto de células madre (Jin et al., 2016). A este ciclo celular y reparacion

del dafio, se le conoce como Miogénesis Muscular (Holtzer et al., 1957).

Célula
satélite

(a) Fusidn de los mioblastos 4
en una fibra muscular ~
esquelética

Figura 4 Fusion de mioblastos en una fibra muscular
esquelética.

inmadura

La miogénesis muscular inicia con la activacion de las MuSC en respuesta a la lesion, las
cuales expresan un factor de trascripcion nuclear Pax 7 de forma propagada en las céelulas
inactivas y se coexpresa con el gen Myf5, lo que da las sefiales correspondientes para salir

de la quiescencia; seguido de esté encendido, se expresa MyoD para activar el proceso de
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diferenciacion provocando la disminucion de la expresion de Pax 7. (Gerber et al., 1997)
Este cambio de expresiones orquestara la diferenciacion de los mioblastos alineandose entre
ellos para pasar a la siguiente etapa de fusion. La expresion de MyoG es inducida por MyoD
lo que resulta en la inhibicion de la expresion de Myf5; otro marcador que compromete a la

célula a la diferenciacion (Jin et al., 2016; Relaix et al., 2006).

Célula satélite Mioblastos Mioblastos fusionados Miotubos
— T ‘ T
(@) 4;/L>-<.j/> g ([ ([ (bl [M‘w.
g
» Wi
Activacion Celulas comprometidas Diferenciacion Hipertrofia
Pax 3 Myf 5 Sefializacion para diferenciacion Miogenina
Pax 7 T MyoD MyoD
Myf 5 Pax 3 Mrf 4

Pax 7

Figura 5 Representacion esquematica de la regeneracion muscular adulta. Las células satélite inactivas se
activan y se dividen asimétricamente, generando una célula que se autorrenuevay un progenitor comprometido
que comienza a expresar Myf5; A continuacién, una vez activadas expresan MyoD y regulan a la baja Pax7.
Finalmente, las células se diferenciarén y fusionaran para formar nuevas miofibras durante la regeneracion del
musculo adulto.

Como ya se vio la miogénesis esta estrictamente regulada por la expresion secuencial y
coordinada de una gran familia de marcadores reguladores miogénicos necesarios para el
compromiso inicial de la regeneracion del musculo. Lo que nos indica que estos mecanismos
pueden promover o suprimir la velocidad y la cantidad de células que participaran en la
generacion de una fibra; de esta manera sirven como marcadores para distinguir el estadio en

el que se encuentra la célula muscular (Huang et al., 2016; Relaix et al., 2006).
2.4. Importancia de los factores reguladores miogénicos (MRF)

La expresion génica del muasculo esquelético estd controlada por un grupo complejo de
reguladores que se derivan de una de las dos familias principales de factores de transcripcion;
los factores reguladores miogénicos (MRF) son miembrso de la famila bésica de hélice-
bucle-hélice (bHLH), que les confiere la capacidad de reconocer la secuencia E-box
(CANNTG) en las secuencias reguladoras de los genes diana tras la heterodimerizacién con
un miembro de la ubicuidad familia de proteinas E expresadas de proteinas bHLH; forman
el ndcleo de la red transcripcional que conduce al desarrollo del masculo esquelético a traves
de la union directa al ADN. Estan formados por cuatro proteinas clase 1, debido a que su

expresion esta restringida a un solo tipo de tejido (musculo esquelético); los cuales incluyen
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MyoD, Myf5, Myogenin y Myogenic Regulatory Factor 4 (MRF4), estos se expresan de
forma restringida en células progenitoras miogénicas derivadas de somitas, sus mioblastos
derivados y las celulas satelite (Asfour et al., 2018; Hernandez-Hernandez et al., 2017).

Estructuralmente cada proteina de los MRF varia segun su tamafio, sin embargo comparten
3 dominios estructurales de aminodcidos. EI primero es un bHLH, el segundo es un dominio
de cisteina/histidina que se encuentra en el lado N-terminal (Hollenberg et al., 1993). El
tercero es un dominio rico en serina/treonina, ubicado cerca del carboxilo terminal del
dominio bHLH.

Cisteina/Hisitidina—, Pasicq HLH Serina?‘reonina
MyfS N C
I 51 141 202 216 255
MyoD N C
I 125 166 246 260 319
Miogenina N - C
] 36 74 96 133 200 214 224
MRF4 N C
| 77 149 214 228 242

Figura 6 Estructuras primarias de los MRF. Se muestran las tres regiones que comparten
entre ellas; asi como el nimero de aminoacidos representados debajo de cada estructura
(Hollenberg et al., 1993).

Los MRF son actores clave en el proceso de miogénesis, estos factores funcionan como una
cascada orquestadora, con algunas acciones superpuestas. Codifican factores de transcripcion
especificos y son escenciales para la activacion transcripcional de muchos musculos. Se ha
comprobado que cuando se completa la diferenciacion muscuar los MRF continuan

expresandose a niveles muy bajos (Asfour et al., 2018; Kim et al., 2008).

La expresion a niveles altos de los MRF pueden regularse en masculos adultos despues de
cambios de activacion por lesiones que son realizadas por activacion eléctrica o elimiacion

completa en la entrada sinaptica neuronal (de la Serna et al., 2005).
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La accidn colectiva de los MRF parece altamente concertada y acumulativa donde algunos
factores pueden inducir a otros, mientras que otros pueden regular ain mas su propio nivel
de expresion. Un ejemplo de esto es MyoD y Myogenina, los cuales tienen un mecanismo de
autorregulacion; sin embargo con MRF4 no funciona igual, ya que se ha demostrado que
puede ser transactivada por los demas MRF, pero no tienen una funcion de autoactivacion,

para mejorar su nivel de expresion (Asfour et al., 2018).

Estos MRF son de suma importancia para poder analizar el proceso de regeneracion
muscular; en este trabajo se busca medir Miogenina numero 1 (MyoD) y Miogenina (MyoG),
debido a que tienen objetivos superpuestos y se unen a secuencias de ADN E-box muy
similares, por lo tanto, regulan directamente la expresion de muchos de los genes musculares;
se ha demostrado que MyoD1 y MyoG parecen tener funciones distintivas que se producen
de forma secuencial en los promotores individuales. (Adhikari et al., 2021; Venuti et al.,
1995) En estudios anteriores se ha demostrado que los ratones que carecen de MyoG mueren
al nacer debido a una reduccidn severa del musculo esquelético y MyoD todavia se expresaba
en estos; sin embargo, no podia compensar la falta de MyoG (Hasty et al., 1993; Nabeshima
etal., 1993).

MyoD es un gen regulador maestro para la miogénesis, es considerado de esta manera debido
a que ocupa la parte superior de la jerarquia reguladora para inducir la diferenciacién del
musculo esquelético en fibroblastos y otras células musculares no esqueléticas; (Kin Chan,
2013; Wardle, 2019) es decir que, funge como activador de la expresion de otros reguladores
musculares que funcionan en combinacién para inducir la diferenciaciéon del musculo
esquelético (de la Serna et al., 2005; Olson, 1990).

Como ya se mencion6 MyoG es el Unico MRF esencial para la vida, es encargado de
ensamblar la maquinaria de transcripcion y actla también para regular la diferenciacion
terminal de mioblastos, la maduracion de miofibras y el tamafio de la fibra; se ha demostrado
que es necesario para la expresion de proteinas de membrana implicadas en la fusion celular
como la activacion de Myomaker, una proteina encargada de la fusion de mioblastos,
dependiente totalmente de la MyoG (Ganassi et al., 2018; Luo et al., 2015).

13

——
| —



2.5. Patologias del musculo esquelético

El proceso de la pérdida y/o desgaste muscular son sintomas clinicos asociados a uno de estos
cuatro procesos: miopaticos (procesos que desgastan la funcion y fuerza del musculo),
patologicos (enfermedades metabodlicas, desnutricion, sedentarismo, diabetes, céncer,
enfermedades reumaticas, obesidad, etc), fisioldgicos (ocasionados por el envejecimiento) y
genéticos (distrofias musculares con curso progresivo) (Campo et al., 2016; Pedersen and
Febbraio, 2012).

El envejecimiento disminuye la masa del muasculo esquelético, lo que produce debilidad
muscular y limitaciones funcionales; a este proceso se le conoce como sarcopenia; la pérdida
de la funcién muscular se ve acompafada y asociada a un aumento en la dependencia y
elevacion de la mortalidad por la edad; cuando uno envejece se promueven estados de
inflamacion, obesidad y resistencia a la insulina, con su consecuente pérdida de la masa
muscular, por este motivo se considera a la sarcopenia como la principal causa de

discapacidad entre los adultos mayores (Campo et al., 2016; Forbes et al., 2012).

La sarcopenia involucra, atrofia progresiva del tejido muscular y reemplaza al masculo por
tejido graso y conectivo; lo que provoca el incremento de riesgos de caidas y fracturas al
reducir la densidad mineral 6sea. También se asocia al desarrollo de enfermedades
metabdlicas al promover cambios corporales que favorecen la acumulacion adiposa; ya que
el musculo es el mayor tejido que participa en el metabolismo de la glucosa, por lo tanto,
afecta los estados de glicemia en el organismo, incrementando la resistencia a la insulina 'y
el desarrollo de diabetes tipo 2 (DM2); es por esto que se vuelve en un gran reto para los
sistemas de salud, debido a que no existen terapias efectivas, ni tratamientos farmacoldgicos
aprobados para prevenir o revertir la sarcopenia asociada con la edad (Camporez et al., 2016).

En el musculo sano, la reparacion suele ser un proceso notablemente eficiente. Sin embargo,
es probable que la funcion de las células satélite se vea comprometida en las distrofias
musculares, las cuales son un conjunto de trastornos hereditarios en los que hay una pérdida
de la estructura y funcién muscular, lo que provoca debilidad y discapacidad (Boldrin et al.,
2015; Jiménez Hernandez, 2018).
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Las distrofias musculares son un grupo heterogeneo de patologias de origen monogeénico,
cuyos patrones de afectacién muscular son mayormente por el gen responsable y la proteina
afectada. La distrofia méas grave de todas, es la Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) la
cual se caracteriza por la atrofia muscular esquelética progresiva y debilidad que conduce a
la pérdida de la deambulaciéon y muerte prematura por insuficiencia respiratoria y cardiaca;
la mutacion del gen DMD codifica la proteina Distrofina, una proteina perteneciente al
Complejo Distrofina-Glicoproteinas cuya funcion es brindar al musculo resistencia mecéanica

durante la contraccion de las fibras (Jiménez Hernandez, 2018; St. Andre et al., 2017).

La reparacion eficiente de las fibras musculares dafiadas en las patologias mencionadas
requiere de la arquitectura del nicho celular, de las células satélites residentes del nicho ya
que juegan un papel importante en la organizacion y especificacion en las condiciones de
este y de otras células no musculares que intervienen en el proceso de regeneracion (Ceafalan
et al., 2018; Henriquez-Olguin et al., 2019).

Como ya se ha revisado la regeneracion en el musculo esquelético adulto se basa en la
activacion, proliferacion y fusién de células satélite, después de que los restos de la fibra
dafiada son removidos por celulas inflamatorias. Sin embargo, en una distrofia muscular, las
fibras sufren degeneracion constante por tener un defecto molecular subyacente; por lo que,
el ciclo persistente de inflamacidn y regeneracion, lo que conlleva al reemplazo progresivo
del tejido muscular por tejido distinto. Paulatinamente el tejido muscular va reduciendo la
funcion de las fibras contractiles y su namero. Al igual que con la sarcopenia no existe un
tratamiento clinico efectivo que pueda combatir o atenuar la fibrosis en pacientes con
distrofia (Tidball et al., 2021).

Existen muchas otras patologias que también estdn asociadas con la pérdida de masa
muscular, como lo son las enfermedades reumaticas, de las cuales podemos resaltar la Artritis
Reumatoide, el Lupus Eritematoso Sistémico y la Espondilitis Anquilosante. EI mecanismo
por el que estas enfermedades conduce a la pérdida de masa muscular es conocido como
caquexia reumatoidea; este proceso involucra la participacion de mdaltiples tejidos, vias y
moléculas que conducen a estados crénicos inflamatorios y subsecuentemente a la
sarcopenia. Inicialmente la pérdida de masa muscular es debido a la imposibilidad de realizar

actividad fisica, lo que conlleva a la acumulacién de grasa visceral y finalmente cierra el
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circulo de la inflamacion del sistémica al exacerbar la inflamacion (Benatti and Pedersen,
2015).

2.6. Efectos de la actividad fisica en el musculo.

La actividad fisica regular, es la clave en la prevencion, control y el tratamiento de numerosas
afecciones crénicas, como la hipertension, la enfermedad coronaria, la obesidad, DM2 y la
atrofia muscular relacionada con la edad, debido a que involucra la integracion, activacion y
sincronizacién de multiples tejidos y 6rganos al nivel sistematico y celular; ademas de que

contribuye a la recuperacion de la masa y fuerza muscular.

El musculo emite sefiales al sistema cardiovascular, respiratorio, nervioso y metabolico, que
permiten responder a las demandas metabolicas; con el tiempo, el masculo esquelético
demuestra una notable maleabilidad en la adaptacion funcional y la remodelacion en
respuesta a la actividad contractil, estas adaptaciones inducidas por el entrenamiento se
reflejan en cambios en la proteina y la funcion contractiles, en la funcién mitocondrial, en la
regulacion metabdlica, en la sefializacion intracelular y en las respuestas transcripcionales
(Egan and Zierath, 2013).

El masculo esquelético es el principal contribuyente a los cambios en el metabolismo
inducidos por el ejercicio, debido a que modula rapidamente la tasa de produccidon de energia,
el flujo sanguineo y la utilizacion de sustratos en respuesta a la locomocién impulsada por el
ciclo del puente cruzado de actina-miosina de acuerdo con la teoria del filamento deslizante

de la contraccion del musculo esquelético (Gaitanos et al., 1993).

El ejercicio estad representado por una interrupcion potencial de la homeostasis por la
actividad muscular incluyendo la frecuencia, intensidad y duracion de las sesiones de
ejercicio, cada uno de los cuales son factores atenuantes que afectan las respuestas
metabdlicas y moleculares. Las actividades aerobicas (basadas en la resistencia por repeticion
continua) aumenta la capacidad respiratoria y el volumen mitocondrial en el musculo;
mientras que el ejercicio anaerdbico (basadas en la fuerza por ejercicio pausado) o de
resistencia, induce hipertrofia y aumento en la fuerza contractil (Hawley et al., 2014; Steffl
etal., 2017).
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Histologicamente, el musculo esquelético parece uniforme pero esta compuesto por
miofibras heterogéneas en cuanto a tamafio, metabolismo y funcidn contractil; tiene dos tipos
principales de fibras, las fibras tipo | (lentas) tienen un metabolismo oxidativo, y poseen una
apariencia rojiza y las fibras tipo Il (rpidas) tienen un metabolismo oxidativo, glucolitico y
tienen una apariencia blanquecina. (Saltin et al., 1977) El ejercicio aerobico aumenta la
cantidad de fibras tipo I, aumentando niveles de enzimas oxidativas, glicogeno y
transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4), lo que aumenta la sensibilidad a la insulina y
mejora la homeostasis de la glucosa corporal. Sin embargo, con la inactividad fisica, existe
mayor conversion de las fibras al tipo I, haciéndolas menos capaces de sustentar ejercicios
aerobicos, contribuyendo a estados de resistencia a la insulina (Goodyear, 2008; Jiménez
Hernéandez, 2018).

Los efectos del entrenamiento de fuerza en las personas con un historial de entrenamiento
previo incluso después de una inactividad posterior prolongada adquieren fuerza rapidamente
al volver a entrenar, facilitando el reentrenamiento; a este fendmeno cominmente observado
se ha denominado "memoria muscular”, atribuido a que las fibras que habian sido
hipertréficas conducen a un nimero elevado y duradero de mionucleos, los que podrian servir
como sustrato bioldgico celular para provocar que se genere masa mas rapido que aquellas
fibras que no habian tenido esta caracteristica (Bruusgaard et al., 2010; Kadi et al., 2004).

Los MRF son factores de transcripcién que promueven y regulan la expresion de genes
especificos del musculo, esenciales para la respuesta hipertréfica y regenerativa después del
ejercicio de resistencia; diversos estudios han demostrado que la expresion de MyoD y MyoG
aumenta después del ejercicio; indicando hipertrofia sustancial en las fibras musculares

durante un entrenamiento fisico mas prolongado (Fritzen et al., 2020; Snijders et al., 2014).
2.7. La (-)-epicatequina como un coadyuvante terapéutico alterno

Aunque el ejercicio sigue siendo la intervencion mas efectiva en la prevencion, control y el
tratamiento de numerosas afecciones cronicas, en condiciones como las distrofias
musculares, la caquexia y la sarcopenia; la pérdida muscular es avanzada y la realizacion de
la actividad fisica resulta dificil o hasta imposible como alternativa terapéutica. Actualmente

no existe un tratamiento farmacologico que contrarreste el proceso degenerativo.
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Los flavonoides son una clase de compuestos naturales reconocidos por sus beneficios para
la salud, atribuidos a su potencial antioxidante “directo”. Sin embargo, para los flavonoides
con actividad antioxidante similar, los efectos bioldgicos finales varian ampliamente
(Ramirez-Sanchez et al., 2013). Por esta razon la importancia de estudiar los procesos
musculares bajo el efecto del flavonol (-)-Epicatequina (el flavonol mas abundante que se
encuentra en el cacao), el cual ha demostrado ser un fitofarmaco que promueve la mejora del
musculo esquelético durante un proceso regenerativo como lo es en el caso de la distrofia
muscular (DM) (Ramirez-Sanchez et al., 2014).

El nombre IUPAC de la (-)-epicatequina es (2R,3R)-2-(3,4-dihidroxifenil)-3,4-dihidro-2H-
1-benzopiran-3,5,7-triol (Figura 7 A); pertenece a la clase de compuestos organicos
conocidos como catequinas, debido a que contiene un fragmento de catequina en 3,4-dihidro-
2-cromeno-3,5,7-tiol (Figura 7 B), la cual cumple con la estructura quimica Cg-C3-Cs
(Figura 7 C).

OH

HO

HO

[ I

Figura 7 A) Estructura de la (-)-epicatequina,
B) representacion de la catequina dentro de la
estructura de la (-)-epicatequina, C)
3 representacion de los flavonoles con la
numeracion correspondiente de los C de cada
anillo.

C) : :

La (-)-epicatequina se encuentra en diversos alimentos como las uvas, el té verde, la cafia de

azlcar, la manzana, los frutos de los espinos, en variedades de arbustos, en el cacao y el

chocolate; en estos Gltimos en mayor cantidad (Miller et al., 2009). Casi el 10% del peso del
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polvo de cocoa corresponde a polifenoles totales, por tal motivo la (-)-epicatequina es uno de
los enfoques terapéuticos para distintas enfermedades musculares mas prometedor, pues ha
demostrado incrementar la masa muscular promoviendo su regeneracion; en nuestro grupo
de trabajo se utiliza un raton deficiente de un gen muscular que promueve el desarrollo de
distrofia muscular y una cardiopatia dilatada llamado 4-salcoglicano (6-KO), con el cual se
ha demostrado que (-)-epicatequina disminuye la fibrosis en el masculo de este raton, ademés
de provocar cambios en la expresion de proteinas y enzimas que intervienen en el sistema de
control oxidativo y aumenta la expresion de otras proteinas que intervienen en el crecimiento

y regeneracion muscular (Figura 8) (Ramirez-Sanchez et al., 2014).

Figura 8 Efectos de (-)-
epicatequina sobre la fibrosis
tisular Se utilizd la tincién
tricromica de Masson en
secciones  de  tejido  de
cuadriceps. Los ratones
distréficos 6-KO evidenciaron
altos niveles de fibrosis en ME
(B) que se normalizaron con el
tratamiento (-)-epicatequina (D).
(Ramirez-Sanchez et al., 2013)

Adicionalmente se han demostrado efectos en otros tejidos como en musculo cardiaco; se
encontré que con estimulo de (-)-epicatequina, se activa la via de sefializacion de
fosfoinositida 3-quinasa (PI3K)/ proteina quinasa B (Akt) y Ca?'/proteina quinasa Il
dependiente de calmodulina (Ca?*/CAMI/CaMKII), que se ha asociado con la hipertrofia del
musculo cardiaco tanto por atrofias fisiol6gicas como patoldgicas, induciendo un aumento
en la masa cardiaca en modelo v murino, de manera similar a como se ve incrementado en el
ejercicio (De los Santos et al., 2017). Aunado a esto se ha observado en nuestro grupo de
trabajo que Epi aumenta la expresion del miRNA 206, el cual es una clase de miRNA
expresado en musculo cardiaco y musculo esquelético, identificados como determinante

esencial en el desarrollo y la regeneracién muscular. Por otro lado, se han evaluado los
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efectos de (-)-epicatequina en modelos in vitro, exhibiendo un incremento en la expresion de
cadena pesada de miosina (MHC), MyoD y Miogenina aumentando la conversion miogénica
de los fibroblastos (Lee et al., 2017).

Aungue los mecanismos mediante los cuales este flavonol induce sus efectos en el musculo
esquelético, no se han esclarecido completamente, ofrece un panorama beneficioso como una
terapia coadyuvante efectiva contra el desgaste muscular secundario a diversas patologias o
eventos fisiologicos. Por tal motivo, en el presente trabajo lo que se busca determinar es si el
uso de epicatequina favorece a nivel molecular la hipertrofia del musculo esquelético,

proponiéndose como una alternativa terapéutica coadyuvante en diferentes patologias.
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3. JUSTIFICACION

El tejido muscular interviene en un conjunto de funciones metabdlicas significativas, es por
ello que la falta de masa muscular puede asociarse directa o indirectamente a una mayor
probabilidad de sufrir enfermedades metabdlicas y cardiovasculares. Estas enfermedades,
pueden observarse con mayor frecuencia durante el envejecimiento y en patologias genéticas
como la DMD. De acuerdo con el Censo de Poblacion y Vivienda 2020 del INEGI, la
prevalencia de alguna discapacidad en México es del 4.9 % en la poblacién total del pais; y
de este porcentaje, el 48% corresponde a discapacidad motriz. La distribucion por edad,
corresponde a la mayor parte en el grupo de mayores de 60 afios concentrado en el 40.9%,
causado principalmente por sarcopenia con una prevalencia de entre 15 y 20 por ciento, la

cual se va incrementando conforme aumenta la edad.

La secretaria de salud dividide por grupos la frecuencia de sarcopenia en adultos mayores,

siendo de 60 a 70 afios una frecuencia de alrededor del 5y 10 por ciento, para los adultos de
70 a 80 afos de entre el 10 y el 15 por ciento. los de edad comprendida entre 80 a 90 con un
15 a 20 y finalmente los mayores de 90 afios pueden llegar a presentar hasta un 30 a 40 por
ciento de frecuencia. Como ya se menciono antes, la sarcopenia puede ser progresiva y los
sintomas comunes son: debilidad, cansancio y falta de energia, por lo que la actividad fisica

resulta inverosimil como alternativa terapéutica.

Por otro lado, la DMD es una enfermedad infantil de origen genético, que afecta a uno de
cada 3 mil 500 recién nacidos a nivel mundial. Esta enfermedad se caracteriza por la debilidad
muscular progresiva, la cual se detecta de los tres a los cinco afios de edad con pronéstico
grave. Los nifios que portan esta enfermedad, no caminan, presentan dificultad para marchar
y la debilidad muscular tiende incrementarse conforme van creciendo. Esta condicion, se
encuentra dentro del grupo de enfermedades raras o también llamadas huérfanas a nivel

mundial, pues estas no tienen cura.

Por este motivo, en este trabajo se busca determinar a nivel molecular el efecto de la
Epicatequina sobre los factores reguladores miogénicos y la hipertrofia, para proponerse

como una alternativa terapéutica coadyuvante en patologias del ME.
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OBJETIVO
4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del flavonol (-)-epicatequina sobre la expresion de factores reguladores
miogénicos y la hipotrofia de las fibras musculares mediante ensayos de western blot y
analisis histologicos del musculo esquelético en ratones sanos, para proponerse como una

posible alternativa terapéutica coadyuvante en patologias del musculo esquelético.
4.2. Objetivos particulares

e Control, mantenimiento y tratamiento de ratones tipo sanos con Epicatequina y
DMSO cada 12 horas durante 15 dias, en una dosis de 1 mg/kg de masa corporal de
cada raton.

e Obtencidn de las condiciones 6ptimas para llevar a cabo los ensayos de western blot
y las técnicas histoldgicas para la tincion de tejido muscular.

e Determinacion del area de las fibras musculares de ratones sanos CD-1 tratados con
el Flavonol Epicatequina mediante microscopia de campo claro y tincion histologica
con H&E,

e Evaluacion de la expresion de factores reguladores miogénicos, MyoD y MyoG en
extractos de proteina total de cuadriceps de ratones sanos CD-1 tratados con el
Flavonol Epicatequina mediante ensayos de western blot y andlisis densimétrico.

HIPOTESIS

El tratamiento con el flavonol Epicatequina incrementard la expresion de los factores

reguladores miogénicos y/o inducird la hipertrofia de las fibras musculares en ratones sanos.
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6. DIARAMA METODOLOGICO

Experimento con ratones CD-1

Lote 1 Lote 2
(control)

Grupo de 6 ratones
Grupo de 6 ratones, trata}do con
(-)-Epicatequina
tratado con DM SO

Tratamiento por 15 dias 2 veces al dia

Administrada por canula via
e ' oral en una dosis de Img/kg de

masa corporal de cada ratén

Sacrificio de ratones CD-1 y diseccion
de SkM '

Extracto total de i

proteina de tejido

muscular y cuan-
tificacion

Analisis Histolo-
gico de cortes
transversales de =
Cuédriceps me- |
diante la tincion
Hematoxilina y

. Analisis por ensayos de
Eosma

Western Blot con revelado
por medio de quimiolumi-
niscencia

Procesamiento de datos y analisis estadistico por medio del
paquete estadistico informatico del software IBM® SPSS




7. MATERIAL Y METODOS
7.1. Experimento con ratones CD-1

Se utilizaron doce ratones CD-1 a partir de los 2,5 meses de edad, distribuidos aleatoriamente
en dos lotes. EI primer lote control (Crl) se le administré DMSO (debido a que es el vehiculo
de disolucion del flavonol Epi) y al segundo lote el fitoquimico (-)-epicatequina (Epi) en una
dosis de 1mg/kg de masa corporal, por canula oral dos veces al dia (mafiana y noche) durante
dos semanas, calculado de la siguiente manera la dosis correspondiente para cada raton;
considerando que el peso de los ratones oscila entre los 17 y 18 g:

18 < 1kg 1 MYEepic
gpeso delraton 10009 1 kgpeso del raton

) = 0.018 mgpy;

El tratamiento se baso en un estudio previo que indico los efectos beneficiosos de Epi sobre
los tejidos musculares (Gutierrez-Salmean et al., 2014). Extraccion de musculo de ratones
CD-1

Después del tratamiento, los ratones fueron sacrificados con ketamina y sedacion con
Xilazina seguida de dislocacion cervical. Luego, el musculo esquelético (cuadriceps femoral,
Q.A)) se diseccionaron siguiendo la localizacién de la figura 9 e inmediatamente se almacené

a -80 ° C hasta su posterior uso.

Figura 9 A) Sacrificio de los ratones por medio de una inyeccion de pentobarbital. B) Diseccion de los
tejidos de las piernas de los ratones
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Figura 10 Musculos de referencia para la extraccion de los ratones Se puede observar el musculo tibial
anterior (TA), por debajo del tibial se observa el misculo extensor largo de los dedos (EDL), de lado vertical
de la pierna se observa el gastrocnemios (Gas), por debajo del gastrocnemios, se puede observar el solio
(Sol)(Kochi et al., 2013) y finalmente en la parte superior interna el cuadriceps femoral (QF)(Wang et al.,
2017)

Cabe resaltar que el comite de ética aprobd el experimento con animales de la Asociacion
Médica Mundial (Declaracion de Helsinki) y las Directrices de los Estados Unidos para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de Recursos Animales de
Laboratorio autorizados en México por la Academia Nacional de Medicina de acuerdo con
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. Adicionalmente, obtuvimos la
aprobacion del Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (No.
CICUAL-04/15-08-2014) de la Facultad de Medicina del Instituto Politécnico Nacional de
Meéxico.
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7.2. Histologia

Después de la diseccion de las muestras del ME, los Q.A. se incrustaron con Tissue-Tek y
posteriormente se congelaron en 2-metilbutano para almacenarlos a -80 °C hasta el
procesamiento. Para la evaluacion de la morfologia muscular, se obtuvieron secciones
transversales seriadas de 10 um de espesor mediante el uso de un criostato preenfriado a -
20°C. Mas tarde, las criosecciones se sometieron a tincion de hematoxilina y eosina, de la

siguiente manera:

Se llevaron los portaobjetos del congelador de -80 °C a temperatura ambiente y se procedio
a incubar los portaobjetos en cada una de las soluciones con los tiempos establecidos en la
Tabla 1; una vez terminado el tren de tincion (Figura 11), (Wang et al., 2017) se colocaron

en una campana de extraccion hasta que quedaron secos.

[ Solucion I ITiempo de exposiciénl

‘ Hematoxilina 10 min

Hasta limpiar excedente

Hematoxilina Agua Eosina Eosina 3 min

Alcohol 70% 20 seg

Alcohol 90% 20 seg

L Jl Jl J l J Alcohol 100% 1 min
Alcohol 70% Alcohol 90% Alcohol 100% Xileno Xileno 3 min

Tabla 1 Soluciones para la tincion
con el tiempo de exposicion para
los portaobjetos

Figura 11 Representacion grafica del carril de tincion H&E
para las muestras del SKM. (Gutierrez-Salmean et al., 2014)

Se ensamblaron con medios de montaje a base de xileno y se cubrieron con portaobjetos. Los

portaobjetos se guardaron a temperatura ambiente.

Finalmente, la medicién del area de seccién transversal se realizd utilizando el software

AxioVision (Zeiss) en 1200 secciones.
7.3. Extracto total de proteina de tejido

Para realizar el extracto total de proteinas de cada musculo, se cortd y pes6 100 mg de tejido,
posteriormente cada seccion de tejido fue macerado con nitrégeno liquido en un mortero.
Una vez que, el tejido fue pulverizado, se vacié en un tubo de 1.5 ml, al cual se le agreg6 400

ul de buffer de lisis y 10 ul de inhibidores.
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Finalmente, la suspension se vortexed 3 veces cada 5 segundos, con reposos de 10 segundos
entre cada ciclo y se dejo en el rotor orbital durante 30 min a 4°C. Posteriormente se
centrifugd a una velocidad de 13500 rpm durante 10 min a 10°C, y se recuperd el
sobrenadante, el cual contiene las proteinas totales de cada muestra de tejido. El sobrenadante

se cuantificd por medio de una curva de calibracion y se guardé a -20°C.
7.4. Cuantificacion de extracto total de proteina (ETP)

Para la cuantificacion de proteina se realizd una curva de calibracion a partir de un stock
1mg/ml de albumina de suero bovino (BSA) (Tabla 2).

| Tubos | Vol. Final | pl de stock BSA | ul de H,0 | Concentracién mg/ml |

1 100 pl 5 ul 95 0.05

2 100 pl 10 ul 90 ul 0.1ul

3 100 pl 20 pl 80 ul 0.2ul

4 100 pl 30 pl 70 pl 0.3 pl

5 100 pl 40 pl 60 pl 0.4 pl

6 100 pl 50 ul 50 ul 0.5

7 100 pl 0 ul 100 pl 0

Tabla 2 Disoluciones del stock de BSA para la preparacion de la curva de calibracion para la
cuantificacién de proteinas

Para poder leer las muestras de ETP fue necesario diluirlas 1/10. Posteriormente se colocd

en una microplaca de 96 pozos 10 ul tanto para la curva como para las muestras y 200 ul de
reactivo de Bradford diluido 1:5 con agua inyectable.
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Se leyo en un espectrofotometro de microplacas xMark ™ controlado por un software basado

en una computadora de escritorio (PC), y los datos se registraron en un archivo en la PC.
7.5. Integridad del extracto total de proteina

Para poder determinar la integridad del EPT se realizé un gel para separacion de proteinas

por dodecilsulfato de sodio (SDS)-Poliacrilamida discontinua vertical (tabla 3).

Buffer
Tipo d I Gel H,0 | Acrilamid SDS APS | TEMED
ipo de ge e 2 crilamida oH=8.8 | H=6.8
Concentrador 3% 3.2ml 0.5ml - 1.25 0.05ml  25ul 5l
Separador 8% 2.35ml  1.35ml 1.25 - 0.05ml  25pl 2.5l

Tabla 3 Volumenes correspondientes para la preparacion de los geles de poliacrilamida al 3% y 8%

Se agreg6 en un cartucho la solucion del gel separador y se dejé polimerizar
aproximadamente 20 min; una vez polimerizado se agregdé la solucién del gel concentrador
y se dejo polimerizar. Posteriormente la muestra se tratd con SDS (a mayor concentracion
que en la composicion del gel) con B-mercaptoetanol y se calent6 por 5 min a 90-100°C, para
provocar la desnaturalizacion y para reducir los puentes disulfuro, separando asi las

subunidades de la proteina y permitiendo que se extiendan por efecto del SDS.

Se colocd por pozo 50 pg de extracto total de proteina y se corrié con un buffer de corrida
preparado con 30.3g de Tris base, 1449 de glicina, 10g de dodecilsulfato de sodio (SDS) y
aforado a 1L con H20 destilada, pousando las siguientes cond8iciones: 60 min 100 volts 40
mA (Figura 13).

P (B [ ©

Concentrador
Separador

@

Figura 13 Representacion grafica del llenado de cada pozo del gel de poliacrilamida, asi como el flujo de
corrimiento de las proteinas respecto a su carga

Una vez terminada la electroforesis, el gel se tifié con azul coumassie al 0.05% por 30 min

en agitacion constante; posteriormente se destifio por 3 horas en H,O cambiandola cada hora.
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7.6. Western blot
7.6.1. Electroforesis

Para la electroforesis se usaron geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) por las siglas en
inglés de Sodium Dodecil Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis, del 8% y del
2 al 14% (éste ultimo en gradiente), los cuales fueron utilizados a una condicion de 90
Volts durante 150 minutos

Gel Separador

Figura 14. Formacion del gel. 1 empezando por el gel separador en la base; 2 en la parte superior se
agrega el gel separador, disefiado para formar los pozos donde se coloca la carga proteica. 3. El cartucho
de corrida se conecta a la fuente de poder por medio de los electrodos y se coloca el buffer de corrida
montado en el tanque (4) y se conecta y programa a la fuente de poder. 5. Una vez terminada la corridas
se retira el gel y se tifie con Coomassie(Chrambach and Jovin, 1983; Laemmli, 1970, p. 4; McLellan,
1982; Ornstein, 2006).

Por pozo se cargan 50 pl de muestra calculado de la siguiente manera:

1mg |1ml
50 < muestra
Hg 1000 UG | MGmuestra

lpor pozo

1000 ,ul)
1ml

Se agrega 1 pl de Buffer de carga por cada 3 de extracto total de proteina; es decir que si se
requiere tomar 3 pl de extracto se debe agregar 1 pl de Buffer de carga para ver su
desplazamiento a lo largo del gel. Una vez cargado cada pozo, se corre por 60 min 100 volts
40 mA; posteriormente el gel se tifie en Azul de cooumassie y se destifie por 3 horas

obteniendo el siguiente gel (Figura 18).




7.6.2. Transferencia

La transferencia se realiz6 en un sistema humedo, utilizando Buffer de transferencia (Tris-

base y glicina) al 20% de metanol, a una condicion de 250 mA durante 180 min a 4°C.
7.6.3. Western blot

Para poder revelar las proteinas se cortaron las membranas de nitrocelulosa a la altura
aproximada de la proteina a estudiar y se lavo en rojo Ponceu con solucidn salina tamponada
con tris y 0,1% de Tween (TBST) por lo menos 2 veces entre 1 0 2 min. Posteriormente se
incubod 1 hora con solucion bloqueadora a Tamp y Se realizaron 3 lavados de 15 min, para

incubarse de nuevo en el anticuerpo primario por 16 horas en agitacion constante a 4°C.

Una vez trascurrido el tiempo, se hicieron 3 lavados con TBST de 15 min cada uno y se
dejaron incubando con el anticuerpo secundario por 1 hora disueltos en leche. Posteriormente

se realizaron 4 lavados en TBST por 15 min.

| Proteina | Peso molecular | Anticuerpo primario | Anticuerpo secundario |
MyoG 30 kDa Ratdn Anti-Ratén
MyoD 37 kDa Ratdon Anti-Ratén
GAPDH 37 kDa Conejo Anti-Conejo

Tabla 4 Peso de las proteinas estandarizadas, asi como los anticuerpos correspondientes y la
nomenclatura del control negativo que se utilizd

Al finalizar los Gltimos lavados, se procedié al revelado de las membranas con Super Signal
West Femto Maximum Sensitivity Substrate de ThermoFisher #cat 34095. ElI volumen
ocupado dependié del tamafio de la membrana a revelar. Con las membranas en TBST, se
escurrieron por 40 segundos para colocar sobre el lector, previamente colocada la solucion
de revelado y evitando la presencia de burbujas. Las imagenes se obtuvieron mediante C-
DiGit® Blot Scaner y haciendo uso del programa Image StudioTM Lite para el analisis

densitométrico.
7.7. Analisis estadistico

Todos los experimentos incluyeron al menos tres réplicas bioldgicas. Se utilizé la prueba T
de Student de dos colas para determinar las diferencias significativas entre el grupo de control

y el grupo tratado. P<0,05 indica una diferencia estadisticamente significativa.
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8. RESULTADOS
8.1. Estandarizacion de la tincién hematoxilina y eosina (H&E).

Para iniciar la evaluacion de la morfologia muscular, se obtuvieron primero las secciones
transversales seriadas de 10 um de espesor mediante el uso de un criostato preenfriado a -
20°C, para poder observar que el tejido estuvo bien colocado se sometieron a tincion de

hematoxilina y eosina, buscando estandarizar la tincion a la par.

Figura 15 Estandarizacion del corte y la tincién H&E. Se puede observar gradualmente como
se iba mejorando el corte del tejido. Fotografias de microscopia simple (100X)

El corte y fijacion del tejido en el portaobjetos fue mejorando entre un tejido y otro como se
observa en la figura 15, cabe mencionar que la Figura 15A el corte se hizo en la punta del
QA por lo que el tejido en esta zona estaba comprometido con el Tissue-Tek, mientras mas

se desgastaba el tejido mejor salian los cortes como se observa en la figura 15F.

En cuanto a la estandarizacion de la tincion H&E fue necesario filtrar la hematoxilina por la
cristalizacion que ya empezaba a hacerse, pero al seguir el carril de montaje la Gltima parte
con los medios de montaje a base de xileno al momento de cubrir con portaobjetos se genero
burbujas muy evidentes como se ve en la figura 14A 'y D, por lo que se modificé esperar un




poco y colocar de manera cuidadosa e inclinado para evitar la formacion de burbujas en el

tejido.
8.2. Anadlisis de la tincién H&E

Se obtuvieron 8 cortes con la tincion H&E del masculo de los ratones tratados con Epi y 8
de los ratones control teniendo en total 16 cortes; por cada corte se tomaron 75 fotos dejando
1200 secciones de analisis final; la medicion del area de seccién transversal se realizd

utilizando el software AxioVision (Zeiss).
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Figura 16 Software AxioVision (Zeiss). En este software se puede contornear las areas de las fibras y
obtener las medidas en um ajustando a la escala del objetivo con el que se tomd la imagen.
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Tabla 5 Tabla arrojada por el sofware AxioVision

32

——
| —



Para cada imagen se tomaron aleatoriamente 20 fibras y se midio su area, obteniendo 20
datos expresados en la tabla, como se muestra en la figura 16, de esta tabla que arroja el
software solo se utiliza la primera y tercera columna; cdmo se puede observar; el nimero de

area se obtuvo en um?2.

Una vez analizado todas las imégenes, se agrupan los datos por el ratdon que se analizo; por
lo tanto, se obtuvieron 1200 fibras totales, de las cuales 600 corresponden a las fibras de los
ratones tratados con Epi y 600 correspondientes a las fibras de los ratones control. Esta
agrupacion se analizé de manera estadistica con el software IBM SPSS Statistics 26, a partir

del andlisis t de student.

Figura 17 Fotografias de cortes transversales de Q.A. de ratdn bajo la tincion H&E tomada por microscopia
simple (100X) Se puede observar el comparativo de las fibras musculares del ratén control vs el tratado con
Epi.

En la figura 17 se puede observar las diferencias de tamafio que existen entre las fibras de
los ratones control vs los tratatos con Epi, las fibras seleccionadas en asterisco (*) en el corte
transversal del Q.A. se pueden ver mas grandes; es decir, el area de estas fibras es mas grande
en comparacion con demas fibras del corte, si comparamos estas con el corte transversal del
Q.A. control, se puede observar que no tienen el mismo tamario que las fibras tratadas con
Epi. Esta diferencia entre ambos cortes se puede ver de manera estadistica, como se ve en el
grafico 1 se puede observar que el area de las miofibras tratadas con Epi representan una
mayor area en comparacion con las miofibras control, mostrando una diferencia significativa

con un valor de p = 0.019.
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Grafico 1 Comparacion entre las miofibras tratadas con (-)-Epicatequina vs las miofibras
control. El histograma de la zona muestra la distribucién de celdas en Ctrl (barras negras) y
grupo Epi (barras grises), el aumento significativo del tamafio del area en las fibras de los ratones
tratados con Epi. *p=0.019 vs. grupo Ctrl por prueba t de Student, n = 1200).

Una vez visto el efecto del flavonol (-)-epicatequina de manera histologica, procedimos a

realizar el anlisis de proteina para poder determinar el efecto que produce a nivel molecular.
8.3. Estandarizacion western blot
8.3.1. Cuantificacion del ETP.

Las proteinas forman un complejo colorido con azul brillante de Cooumassie o Bradford, el
color es directamente proporcional a la concentracion, esto es; a mayor concentracion mayor
intensidad de color. Con base en estas propiedades, se realizd la cuantificacion por
espectrofotdmetro de placa a partir de un patrén externo. Se generd una curva patron a
diferentes concentraciones conocidas, y se leyeron las muestras a 595 nm, con las
absorbancias obtenidas se realiz6 un grafico de concentracion vs absorbancia. En el grafico

2, se observa el comportamiento del extracto de concentracion de proteinas.
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Using Standard Data Set from Current Experiment.

Linear Fit: YeslopesX+intercept

20/50/80%; X = 0.132 / 0.272 / 0.412 ¥ = 0.156 / 0.282 / 0.407
intercept 0.037(+/-0.006), slope 0.8598(+/-0.019)

chi2=0.002, RMS=0.011, ©"2+0.995

Graéfico 2 Curva de calibracion de la proteina estandar a una longitud méaxima de 595nm, con los valores de la
ecuacion de la recta

Standards Report:

Std # Conc Well Replicates Mean SD 8CV
a1 0.079

1 0.05 B1 0.069 0.072 0.006 8.929
ci 0.067

2 0.1 B2 9:320 0.140 0.013 9.608
c2 0.149
A3 0.228

3 0.2 0.234 0.008 3.326
c3 0.239
A4 0.300

4 0.3 B4 0.287 0.299 0.011 3.549
ca 0.308

5 0.4 A3 Q=foe 0.390 0.017 4.348
cs 0.378
26 0.501

6 0.5 0.491 0.014 2.878
cé 0.481

Tabla 6 Concentraciones de la curva de calibracion con la media de las absorbancias consideradas para la
regresion lineal

Para cuantificar las proteinas, y disminuir el efecto del error por medio de un calculo

estadistico, se prepararon las muestras por triplicado como se muestra en la tabla 18, donde
se observa la media de las absorbancias considerada para la regresion lineal.




De los célculos obtenidos, se les aplicé el factor de dilucidn para conocer la concentracion
real de proteinas; es decir, se disolvid 1 pl de muestra en 40ul de H,0ppyectanie €S NECESArIO

aplicar la siguiente ecuacion:

40 ul
Concentracion de la dilucion (1—:1) = Concentracion real de la muestra

8.3.2. Integridad del ETP

Considerando que las proteinas estdn formadas por cadenas aminoécidos que requieren
plegarse, es decir adquirir su conformacion nativa, con la finalidad de generar una estructura
y funcién determinada; la purificacion de proteinas consta de que la muestra se divida en
fracciones a lo largo de todo el proceso hasta obtener el extracto total de proteinas (ETP) por
lo que es posible que durante la purificacion la muestra se dafie. Para poder observar proteinas
integras se debe ver una banda estrecha cercana al pozo en que se colocé ETP. Si esta
fragmentada, se observara una banda de mas de un cm de ancho o un sendero luminoso en el

carril de la muestra que cortan a lo largo las proteinas (Velazquez et al., n.d.).

Para conocer la integridad de las proteinas, de un gel de poliacrilamida discontinua vertical,
que contienen dodecil sulfato de sodio, denominando esta técnica como “SDS-PAGE”. Las
placas de gel de poliacrilamida se forman por la co-polimerizacion de la acrilamida para lo
cual se utiliza un agente entrecruzador como la N,N’-metilen bis-acrilamida en presencia de
un catalizador de ion persulfato en forma de persulfato de amonio y un iniciador como
TEMED (N,N,N,N'-tetrametilendiamina) SDS-Poliacrilamida utilizando 2 geles un
concentrador localizado en parte superior del sistema formando los pocillos donde se
depositaran las muestras en una concentracion del 3%, y el separador que forma el cuerpo
del gel por donde migraran y se separaran las proteinas en una concentracion al 8% (figura
18-1y 2) (Pérez et al., 2015; Peterson et al., 1975). Cuando se muestran las bandas bien
definidas de cada muestra en el gel, indica que el extracto de total de proteina esta

completamente integro.
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El E2 E3 E4 E5 E6 D1 D2 D3 D4 D5 D6

Figura 18 Gel de integridad al
8% para el extracto total de
proteina de E1 al E6 y de D1 al
D6 tefiido con azul de coumassie

Por otro parte, si el voltaje o el amperaje fluctia demasiado provoca un efecto en las bandas
de las proteinas, como se muestra en la figura 19 al final de cada pozo se observa el frente
de corrida (marcada como una linea continua azul); por debajo del frente de corrida, se
pueden observar proteinas de peso molecular mas pequefios que se eluyen asi debido al poro

del gel de acrilamida.

D1 D2 D3 D4 D5 D6

..

Figura 19 Gel de
integridad al 8% para el
extracto total de proteina
deElalE6yde D1al D6
tefiido con azul de
coomassie

8.3.3. Estandarizacién de la inmunotransferencia

Una vez revisada la integridad de ETP, se estandariza la electroforesis; se prepararon geles
de poliacrilamida (SDS-PAGE) a diferentes concentraciones, para obtener condiciones donde
las proteinas de estudio se prepararon en condiciones 6ptimas de los geles a las
concentraciones de 8% para el concentrador y del 2% al 14% para el separador (éste ultimo




en gradiente), bajo las siguientes condiciones de potencial eléctrico y tiempo de 90 Volts

durante 150 minutos.

Para la transferencia se realizaron pruebas en un sistema humedo, utilizando buffer de
transferencia (Tris-base y glicina) al 20% de metanol, a diferentes condiciones, buscando las
mejores condiciones de transferencia del gel de poliacrilamida a la membrana de

nitrocelulosa, quedando a una condicién de 250 miliamperes durante 180 minutos a 4°C.

El E2 E3 E4 ES5 E6 E7 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 MP El E2 E3 E4 E5 E6 E7 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 wmP

Figura 20 A) Membrana transferida de miotubos (D1-D7 y E1-E7) tefiida en rojo de ponceu y B) Gel de
Poliacrilamida después de la transferencia tefiido con azul de coumassie

Como se observa en la figura 20 A la transferencia de las proteinas fue casi en su totalidad,
para comprobar que se efectud por completo, se puede observar que en la figura 20 B el gel
no presenta proteinas mas que en la parte superior, las cuales corresponden a proteinas con
un peso molecular por arriba de los 250 kDa, en nuestro caso esa pequefia cantidad de
proteinas no afecta al momento de hacer el analisis de western blot debido a que las proteinas

que buscamos estan por debajo de ese peso molecular entre los 55 kDa y 25 kDa.

Alguno de los problemas mas comunes al momento de realizar la transferencia es que las
proteinas se degradan al momento de realizar la electroforesis por lo que al momento de
transferir se observa una linea vertical a lo largo del pozo transferido lo cual indica que las
proteinas trasferidas estan fragmentadas y por lo tanto la concentracion de estas se vera
afectada (Figura 21). Por otro lado, si no se controla la temperatura al momento de transferir,
el metanol que se encuentra en el buffer de transferencia empieza a evaporar, dejando en la
membrana huecos vacios (figura 23), lo cual transferir correctamente la proteina implica que
la concentracion de esta se ve afectada por lo que en estas condiciones no se puede utilizar




esa membrana para analisis de western blot ya que no hay proteinas completas para un buen
analisis. Como se observa en la figura 22 es la forma correcta de ver una membrana

transferida, con las bandas bien definidas y las proteinas de carga en paralelo con el marcador

de peso.
250 kDa= l 250 kDo -
« 350 kDo
130 kDa= 120 kDa -
75kDa - pr e 75 ¥Das -
3 75 kDa
55 kDa's siol
« 55 kDo
35 kDa- 35 kDo 25 kDa -
25 kDo
25kDa= e 25 kD -
15kDa - 10 kDo 15kDa -
Figura 21 Membrada de Figura 22 Membrada Figura 23 Membrada de
transferencia con las de transferencia en transferencia con marcas de
proteinas degradadas, tefiida condiciones ideales la evaporacion d§| buffer qe
en rojo ponceu transferencia, tefiida en rojo

ponceu

8.3.4. Estandarizacion del western blot

Una vez obtenida la membrana, se corta de acuerdo con el peso molecular de la proteina a
analizar; en nuestro caso se estandarizaron 2 proteinas reguladoras miogénicas MyoD y
MyoG, ya que se ha demostrado que MyoD y la miogenina regulan la expresion diferencial
de genes musculares en musculo adulto;(Antoniou et al., 2014) como control negativo se
estandarizo la proteina gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) debido a que casi
todas las células expresan GAPDH de manera constitutiva y su expresion permanece
relativamente constante bajo estrés; ademas que cataliza el sexto paso de la glucolisis y su
actividad contribuye a la produccion de energia celular (Hou et al., 2017). Se precedi6 a
estandarizar las condiciones de western blot en todo el pozo con un control que solo se
bloque6 con el anticuerpo secundario, dependiendo si era anti-conejo o anti-raton, como se
puede observar en la figura 23 a las 3 proteinas estandarizadas GAPDH con una masa
molecular (MM) de 37 KDa, MyoG con un (MM) de 30 KDa y MyoD con un MM de 37KDa.
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Figura 22 Western blot de las proteinas GAPDH (1A) y su control negativo (1D),
MyoG (2F), MyoD (2G) y su control negativo (2L)

8.4. Andlisis de la expresion de MyoG y MyoD

Concluidos los ultimos lavados, se procedi6 al revelado de las membranas con Super Signal
West Femto Maximum Sensitivity Substrate de ThermoFisher #cat 34095; previamente
colocada la solucién de revelado y evitando la presencia de burbujas, se obtuvieron las
imagenes de la figura 24, a partir del C-DiGit® Blot Scaner. Se puede observar la altura
aproximada de los cortes de las membranas de lado izquierdo, asi como los niveles relativos
entre las proteinas de la miofibras control vs las tratadas con Epi; asi como el control de carga
GAPDH gue se mantiene constante. MyoD en las 3 membranas tiene un mayor incremento
en las miofibras tratadas con Epi esto comparado con el incremento de MyoG, que se ve

ligeramente con un menor incremento.

Ctrl Epi Ctrl Epi Ctrl Epi

= 1 1
e e

- —-

Figura 23 Imagenes de western blot de MyoD y MyoG de miofibras de ratones
tratados con —(-) epicatequina vs su control. Se muestran los niveles relativos de las

MYOD

GAPDH

MYOG

40

——
| —



miofibras tratadas vs su control por triplicado, asi como el rango de masa molecular
de cada proteina.

Se puede observar que el grupo tratado muestra un incremento significativo respecto al

control, teniendo en el caso de MyoD p= 0,0028 y miogenina p= 0,0031 en las fibras del

musculo esquelético de ratones tratados con epicatequina.

p=0.0028 p=0.0031
4- 34 3
|
1
[ ]
T3 ®°de 2,
E é )
< o
Q 21 <
) ® ) g L PN
=
0' . T 0' T
Ctrl Epi Ctril Epi

Gréfico 3 Gréafica de los niveles relativos de Miogenina y MyoD de los grupos tratados y controles. Se
muestran los niveles relativos de MyoG y MyoD de las miofibras de los grupos tratado y su control,
observando un incremento de la proteina con una significancia de una p=0.0028 para el caso de MyoD y
de p=0.0031 para el caso de miogenina. Los graficos de barras muestran el analisis de densitometria de
proteinas/GAPDH. n= 6 animales. El analisis estadistico se realiz6 mediante la prueba t de Student.
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9. DISCUSION

Se sabe que la actividad fisica induce cambios en distintas vias reguladoras del musculo
esquelético; sin embargo en numerosas afecciones cronicas, en condiciones como las
distrofias musculares, la caquexia y la sarcopenia; la pérdida muscular es avanzada y la
realizacion de la actividad fisica resulta inverosimil como alternativa terapéutica; por lo que
cada vez tiene mas importancia la busqueda de moléculas de origen natural para el desarrollo
de terapias alternativas para el tratamiento de patologias musculares, como una opcion al
ejercicio que impulse la regeneracién muscular; el flavonol (-)-epicatequina ha demostrado
ser un fitofarmaco que promueve la mejora del masculo esquelético durante un proceso
regenerativo y ha sido clasificado como un mimetizador del ejercicio (Lee et al., 2017; Petriz
etal., 2017; Porter et al., 2015).

A pesar de que muchos estudios recientes han demostrado que esta molécula ejerce efectos
benéficos en el proceso de regeneracién muscular, las vias de accion que emplea —(-)
epicatequina aun permanecen sin esclarecerse en su totalidad; sin embargo, ofrece un
panorama favorable como una terapia coadyuvante efectiva contra el desgaste muscular
secundario a diversas patologias o eventos fisioldgicos. Los estudios realizados por nuestro
grupo demostrado que Epi también induce la biogénesis mitocondrial donde se observa un
incremento en el nivel de proteina antioxidante y su actividad, teniendo un impacto favorable
en multiples mecanismos reguladores moleculares del muasculo esquelético. Por lo que se
planteo la hipotesis de que el flavonol epicatequina incrementard la expresion de los factores

reguladores miogénicos y/o inducira la hipertrofia de las fibras musculares en ratones sanos.

Considerando que MyoD y MyoG son reguladores relevantes del crecimiento muscular
adulto se evalu6 el nivel proteico de estos factores de transcripcion en los ratones tratados
con Epi, mostrando un incremento significativo en ambos casos el flavonol indujo un
incremento significativo de MyoD (p= 0.0028) y miogenina (p= 0.0031) en las fibras
musculares. Lo cual fue comparado con los datos obtenidos de la tincion H&E, donde se
observa que Epi indujo la regulacion de la hipertrofia de las fibras del muasculo esquelético

con un valor significativo de p= 0.019.
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10. CONCLUSIONES

Considerando la regulacion ascendente que el ejercicio induce en las vias reguladoras del
musculo esquelético se debe en gran medida a la correlacion con el aumento de las proteinas
miogenicas MyoD y los niveles de miogenina y la hipertrofia de las fibras musculares. En
esta investigacion al evaluar el efecto del flavonol (-)-epicatequina sobre la expresion de
factores de reguladores miogénicos, se considera que el incremento en la expresion tanto de
MyoD y MyoG podria fungir como un posible coadyuvante al ejercicio; este estudio
proporciona evidencia de que Epi puede inducir la regulaciéon a la alza de los factores

reguladores miogénicos MyoD y MyoG Y la hipertrofia de las fibras del musculo esquelético.
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12. APENDICE Abreviaturas y siglas
ADN Acido desoxirribonucleico

ATP Adenosin trifosfato. Nucleotido
fundamental en la obtencion de energia

celular.

bHLH Familia basica de hélice-bucle-
hélice

BSA Seroalblimina bovina

CICUAL Comité Interno para el Cuidado

y Uso de Animales de Laboratorio

Crl Grupo Control.

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

DMD Distrofia Muscular de Duchenne
DMSO Dimetilsulféxido

Epi Epicatequina

ETP Extracto total de Proteina

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa

GLUT4 Transportador de glucosa tipo 4
H&E Hematoxilina y Eosina

IBM SPSS Statistical Package for the
Social Sciences (Paquete Estadistico para

las Ciencias Sociales

INEGI Instituto Nacional de Estadisticay

Geografia.

——
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IUPAC Unién Internacional de Quimica

Puray Aplicada

ME Musculo esquelético

MHC Cadena pesada de Miosina

MM Masa molecular

MPC Células precursoras miogénicas
MRF Factor Regulador Miogénico
Mrf4 Factor Regulador Miogénico 4
MuSC Células sateélites

Myf5 Factor Regulador Miogénico 5
MyoD Miogenina nimero 1

MyoG Miogenina

NOM Norma oficial mexicana

Pax 3 Proteina de caja emparejada Pax-3
Pax 7 Proteina de caja emparejada Pax-7
Q.A. Cuédriceps

SDS Dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE Dodecil sulfato de sodio

poliacrilamida

TBST Mezcla de solucion salina

tamponada con tris y polisorbato

WB Western Blot

'
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13. APENDICE |

Artritis Reumatoide: Enfermedad reumatica crénica que se caracteriza por la afectacion de
las articulaciones periféricas (manos, pies, mufiecas, hombros, codos, caderas y rodillas). En
las que se produce dolor, hinchazén secundaria a la inflamacion de la membrana sinovial y
rigidez sobre todo por la mafiana o después de periodos prolongados de reposo; ademas de
danar las articulaciones y los tejidos circundantes (tendones y musculos), puede provocar una
disminucion de la movilidad y de la funcién articular, la inflamacién crénica puede afectar a
otros 6rganos como el corazon, el pulmén o el rifién.(Lora et al., 2018; Sayah and English,
2005)

Atrofia: Desgaste (adelgazamiento) o pérdida del tejido muscular.
Caquexia: Estado de extrema desnutricion, atrofia muscular, fatiga y debilidad.

Caquexia reumatoidea: Es una enfermedad crénico-degenerativa y autoinmune que se
caracteriza clinicamente por un estado de inflamacion crénica de las articulaciones
sinoviales, dolor, anquilosis y deformaciones que ocasiona diferentes grados de discapacidad

fisica.(Ramirez-Villafafa et al., n.d.)

Catequinas: Antioxidante polifendlico que procede de las plantas en las cuales aparece como

un metabolito secundario; procedentes de la familia de los flavonoides.
Criostato: Dispositivos utilizados para realizar cortes histoldgicos de tejidos congelados.

Degenerativo: Enfermedad en la cual la funcion o la estructura de los tejidos u 6rganos

afectados empeoran con el transcurso del tiempo.

Dermomiotomas: Subdivision (diferenciacion) de la parte dorsal de los somitas, que tiene

lugar durante la embriogénesis.

Diferenciacién: Proceso por el que las células adquieren una forma y una funcion
determinada durante el desarrollo embrionario o la vida de un organismo pluricelular,

especializdndose en un tipo celular.

Distrofia Muscular de Duchenne: Enfermedad determinada genéticamente, ligada al

cromosoma X, caracterizada clinicamente al producir debilidad muscular progresiva, con una
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incidencia de 1 por cada 3500-6000 varones nacidos. Esta causada por la mutacion del gen
DMD, que codifica la distrofina, una proteina subsarcolemal esencial para la estabilidad

muscular estructural.(Ortez et al., 2019)

Espondilitis Anquilosante: Tipo de artritis que afecta principalmente a la columna

vertebral.(“Espondilitis anquilosante,” 1994)

Fibrosis: Sustitucion del tejido muscular por tejido fibroso o acumulacion de fibras de

colageno.

Fitofarmacos: La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), define a los fitofarmacos como
productos obtenidos por procesos tecnolégicamente adecuados, empleando exclusivamente
materias primas vegetales, con finalidad profilactica, curativa, paliativa o para fines de
diagndstico.(Guzman Méndez and Marco Antonio, 2014)

Flavonol: Compuestos de bajo peso molecular que constan de 15 atomos de carbono con una
configuracion de C6-C3-C6. Esencialmente, su estructura consta de dos anillos arométicos
Ay B, unidos por un puente de tres carbonos, por lo general en forma de un anillo

heterociclico C.(Ifiiguez Franco, 2011; Lujano et al., 2019)

Hipertrofia: Nombre cientifico dado al fendmeno de crecimiento en el tamafio de las células,

en este trabajo es refrenté a las células musculares.

Homeostasis: Estado de equilibrio entre todos los sistemas del cuerpo que se necesitan para

funcionar correctamente.

In vitro: (Latin: dentro del vidrio) se refiere a una técnica realizada en un tubo de ensayo, o,

generalmente, en un ambiente controlado fuera un organismo vivo.

In vivo: (Latin: dentro de lo vivo), Referente a experimentar dentro o en el tejido vivo de un

organismo; es decir que, ocurre o tiene lugar dentro de un organismo vivo.
Locomocidn: Actividad que permite moverse de un lugar a otro.

Lupus Eritematoso Sistémico: Enfermedad autoinmune de curso crénico, de causa
desconocida y tiene numerosas manifestaciones clinicas y multisistémicas debido a la

produccién de autoanticuerpos contra autoantigenos y a la formacion de maultiples
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inmunocomplejos que median respuestas inflamatorias al depositarse en diversos 6rganos y
tejidos.(Clara et al., 2017)

Mioblasto: Célula indiferenciada con capacidad para sintetizar filamentos finos poco antes

de su proceso de fusidn con otros mioblastos y dar lugar a la formacién de miotubos.

Miofibras: Estructura contractil que se encuentra dentro del citoplasma de los miocitos del
tejido muscular y les da la propiedad de contraccion y de elasticidad, la cual permite realizar

los movimientos caracteristicos del masculo.

Miogeénesis: Formacion de tejido muscular esquelético, particularmente durante el desarrollo

embrionario.
Miotomas: Conjunto de misculos inervados por una raiz nerviosa.
Mononucleado: Una sola masa celular con muchos nucleos sin separacion fisica entre ellos.

Myomaker: Es una proteina de membrana especifica del musculo necesaria para la fusién

de mioblastos embrionarios.
Patologia: Rama de la medicina y la biologia encargada del estudio de las enfermedades.

Polimerizar: Proceso quimico por el que los reactivos, monOomeros se agrupan
qguimicamente entre si, dando lugar a una molécula de gran peso, llamada polimero, o bien

una cadena lineal o una macromolécula tridimensional.

Proliferacion: Proceso por el cual una célula crece y se divide para producir dos células
hijas.
Regeneracion: Proceso por el que se recupera la estructura y la funcién de 6rganos o partes

del cuerpo dafiados.

Sarcopenia: Enfermedad geriatrica progresiva y generalizada del musculo esquelético,
caracterizada por una disminucion de la fuerza muscular, de la masa muscular y finalmente
del rendimiento fisico; constituye un problema de salud creciente, a menudo no

diagnosticado.(Papadopoulou, 2020)
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Somita: Estructura segmentada, formada a ambos lados del tubo neural durante el desarrollo
embrionario a partir del mesodermo paraxial 0 mesodermo dorsal somitico; posee un rol
importante en la organizacion del patron segmentario en los embriones de los vertebrados,
dando origen a las células que formaran las vértebras y costillas, la dermis de la piel dorsal,
los musculos esqueléticos de la espalda y los musculos esqueléticos de la pared corporal y de

las extremidades.(Rojas and Smok, 2018)

Somitogenesis: Proceso por el cual se forman las somitas a partir del mesodermo paraxial
localizado a cada lado de la linea media del cuerpo.(Hervas Sotomayor and M. del Pino,
2017)

Western Blot: Técnica de laboratorio utilizado para detectar una proteina especifica en una
muestra de sangre o tejido; implica el uso de electroforesis en gel para separar las proteinas
de la muestra, las cuales de separadas y se transfieren del gel a la superficie de una membrana,
la cual se expone a un anticuerpo especifico contra la proteina en estudio. Esta union detecta

usando un marcador radiactivo o quimico.

55

——
| —



LA SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO
a través de la Direccién de Investigacion
otorga la presente:

CONSTANCIA

a: Anya Ayelen Valdez Hernandez, Paola B. Zarate-Segura, José Manuel
Hernandez-Hernandez, Sergio de los Santos, Andrea S. Tejeda-Gémez,
Luis Javier Cano-Martinez, Patricia Canto, Ramén M. Coral-Vazquez,
Carlos Palma-Flores.

por su participacion en la modalidad: Cartel PDF con el Trabajo:
“(-)-Epicatequina incrementa en musculo esquelético la expresion de microRNAs implicados en
la respuesta al ejercicio.”
como parte de las actividades del XVIl Foro PIFI 2022,
realizadas de manera virtual les dias
17,18,19 y 20 de octubre de 2022.

Ciudad de México, a 21 de octubre de 2022
“La Técnica al Serwc:o de la Patria”

/A
/

DRA. TAN{A 1 5 ERTAD ) O ESTRADA
DIRECTORA Qi ihd ;

Slla | Qinv | E‘;‘

56

——
| —



(sene 549 [ 2023 146907

Cantents lizts available at ScienceDirect

Gene

Fl SEVIER journal homepage www elsevercomiocateigene

Research paper

fim

(—)-Epicatechin modulates the expression of myomiRs implicated in
exercise response in mouse skeletal muscle

Carlos Palma-Flores®, Paola B. Zarate-Segura E J. Manuel Hemdndez-Hemandez °, _
Sergio de los Santos ”, Andrea S. Tejeda-Gomez ®, Luis Javier Cano-Martinez *, Patricia Canto®,
Jorge Omar Garcia-Rebollar 2, Ramén M. Coral-Vazquez ="

* Celeiyticn SONACYT, Fucuedn Superior de Medicbu, latnee Polinioe Madiml Medss Ciry, Merioe
¥ Lalbwraoric de Maticing Trasdacion], Bacudn Superior de Melising, Inating Poliiinics Nacinal, Mexico Oity, Medss
* Departoent of Geutics wid Molmule Biodogy, mkmmm;mmnm CINVESTAV-IPN, Mexico Oy, Miesizn
*M&mmmmw&-“ ; £ Ml A e Mixics, Cludad de Mivics, Mesiin
* Subelirercicn de B ¢ 0 in, Cerre Mictirs Nocioml " 30 de Novievdve”, Dnfinue de Segeridul ¥ Senvicins Soeisles de dos Trabajodores del Famds,
Mexice City, Mexico
! Peveiim de Fuvalion de Posgracds ¢ it Fruels Saperior de Medicig, T Folséonk o Nasional, Mevice iy, Mesio
4 Dniilad de Modelon Bioligios, bunium de hwstpscons Blometica, UMAM, Mo

ARTICLE INFO ABETHRHACT

Bdirsd by Andie vis Wijesn The Bavamal [~ J-epicatechin has exercise-mimetic properties. Besides, several miENAs play a role in modulating
the adapeation of the muscle to different taining protocols. However, notwithstanding all information, few

Fapwonla: studies aimed to debermine if (- )-epicatechin can modify the expression of miENAs related to skeletal muscle

{—}epicarechia development and regeneration.

wum Mice were mreated for fifteen days by omal gavage with the Sawmnol (- )-epicatechin. After restment, the

:Eh guadriceps of the mice was dissected, and total BNA was extracted. The expression level of miR-133, <204, 206,

Myegesin =223, -4z, and -491 was analyzed by qRET-PCH. We also used bioinformatic analysis to predict the participation

Hypertraphy of these miFMNAs in different skeletal muscle signal ttansduction pathways. Additionally, we analyzed the level of
the myogenic proteics Myol) and myogenin by Western blot and measared the crosssectional area of muscle
fibers stadned with E&H.

{~}-Epicatechin upregulated the expresdion of miH-123, 204, 206, -223, and 491 significantly, which was
associated with an increase in the level of the myogenic proteins Myl and Myogenin and an angment in the
fiber sze. The bicioformatics analysis showed that the shodied miRMNAs might participate in different signal
transduction pattrways related to moscle development and adaptation.

Our results showed that (- )-epicatechin upregulated mikNAs that participate in skeletal exercise muscle
adaptation, induced muscle Bypertrophy, and increased the level of myogenic proceins Mycl) and Myol.
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2. Palm-Flors o al

MicroBMN Az (mifMNAg], 2 class of non-coding RM Az, play an important
role in regulating gene expression. Cheer the past years, multiple reports
have addressed the effect of phyzical exercize on the expression of
mifMAz (Silva et al., 2020). Myogenic microRNAz, termed myomiRs; a
class of mifN Az expressed in cardiac and SkM, have been identified 2=
essential determinamts in muscle development and regeneration (e and
Chen, 2011; Horak et al., 2016). It has been propossd that the myogenic
regulatary factors (MBPFz) MyoD and myogenin, and transeription fac-
tors inwolved in mediating e stem cell function, such az Pax7 and
Pax3, moay be regulated by myomiRMAz (Li etal, 2016; Rao ecal | 20065
Bezidac, it has been reported that several myomiBs are regulated dee to
acute reziztance training and endurance sxercize in human and mouse
cheletal mumcle (Mizken et 2l | 20100

Por instance, it has been chown that after recictance training, miR-
206 expreszion was pevenfold higher in the soleus of the mouse. Howe
ever, after cvverload, the exprecmion of mif-1 and miR-135a dramatically
decreazed, whersas miR-206 was unchanged. Similar downregulation of
mif-1 was reported in muscle biopsisz from men after resistance
training (Drummond et al | 2005h)L The decrease in miR-1 lewvel was
accompanied by an increase in IOP-1 expression and activation of the
mTORC] pathway, implicated in the activation of synthesia of proteins
and mscle mags (Mueller et al| 2011). Purthermore, dosmregulation of
miR-135a, milt-1335, miR-206, mif-209=-5p, and miR-499 was chown
to be caused by acute recistance sxercize or strength-snidurance raining
(Pyfe &t al | 2016; Margolic =t al | 2017; Rivas et al | 2014). Animal
sudies have shown that downregulation of miR-1 and miR-206 oub-
stantially enhances gatellite cell prolifaration (Chen =c 2l 20100, These
dats are consistent with the resuls showing that human resistance
training leads to increased muscle protein syntheciz and intenzive 2as-
ellite cell proliferation 1-4 dayn after exercise (Cramesi =t al | 2004,
Dreyer st al., 2006; Drommaond =t al| 2008a). Next, dowmregulation of
mik-1, mif-133, milk-206, and miR-499 iz aoocisbed with muscle hy-
pertrophyr (Care et al., 2007; Margoliz et al | 20171

[~ FEBpicatechin {Bpi), a2 naturally abundant compound in Theohroma
cacac beang (d= la Loz Cadiz-Currea =t al |, 2019, kas beneficial effects
on cardiac and ShM. Some otudies have chown that Bpi can lessen the
mfan:t,:.uﬂiﬁh.t:dtm]mm}mpﬂ.th}r[]cm Santoa et al, 2008;
Yarnazaki et al | 2008). In 5kM, Bpi actions are related to a significantly
mmdmmu]nunfmmal:gedm[“omn—J oa et al | 2015
Zi et al | 2019), improvement of the mitochondris-related protein levels,
and rh.emhlch.unnfmd:.mrem in a dystrophic mouse model
(Ramirec-Ganches et al | 2014). In Becher muscular dyotrophy patients,
these actions have been amocisted with the induction of mitochondrial
biogenesiz amd muscle regensration markers. Likewize, Epi has been
propoced Az an evercioe mimetic since it enhances farigoe registance and
oxidative capacity in mouse muscles (Moguesira =cal, 20011

Baged on thiz knowledge and the mimetic exercice properties of Bpi,
we aimed to evaluate the afact of thiz flavonal on the level of exprezzion
of myomilts -133, -204, -206, -203, -436, and -401 and iz ameciation
with the protein lewel of the MEF MyoD and Myogenin

2, Material and methods

2.1. Arimal experiments

The Bthiczs Code approved the animal experiment of the Warld
Medical Association (Dedlaration of Helrinki) and the U5, Goidelines for
the Care and Use of Laboratory Animals of the Instituts of Laboratory
Animal Resources awthorized in Mexico by the Mational Academy of
Medicine in agresmen: with the Mexican Official Srandard NOM-062-
Z00-1959. Additionally, we obtained the approval of the Intermal
Committes for the Care and Use of Laboratory Animals (Mo, CICUAL-04/
15-08-2014) of the School of Medicine from the National Polytechnic
Institute of Mexico. We wed twelve CD-1 mice randomly distributed in
two groups water-treated (Control, Cirll and Epi-treated (Bpil. The
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effects on muscle tisswes (Cutiscres-Salmean =t al., 20014: Ramires-
Ganches et al | 2014). Beginning at the age of 2.5 months old, mice
were provided with either vehicle (water) or 1 mg/kg body macs of Bpi
(Sigma-Aldrich, 5 Lowia, MO, USA) by oral govrage twice daily (morning
and evening for two weeks After trestment mice were ewthanized
uzing ketamine and xylazine sedation followed by cervical dilocation.
Then cheletal muscle {quadriceps) was excized and immediately stored ar
80 °C untl further anabmiz.

22 Total BNA extroction

For qRT-PCR anabyziz, total BNA waz izolared from 100 mg of ohel-
etal muacle tissue uzing Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) reagent
according to the manufacturer’z protocol. The RNA obtained was treated
at poom temperature for 15 min with 100U of DNage 1 (Roche, Indian-
apaliz, N, USA)J, and the nucdeases were nactivated at 30°C for 20 min.
RMA was precipitated at —20°C for 20 min after adding 2.5 wvohmmes of
ethanol and 1/10 wolumes of sodium acetate 3 M. Pinally, BENA con-
centration and purity were amsesoed by ULV, spectrophotometry with
Mamodrop MD-1000 (Thermo Picher Scientific, Waltham, MAL After
BNA izolation, all zamples were immediatsly frocen and stored ac

30°C.

23 gRT-PCR analyses of miftNAs

To quantify miBNAsz, ¢DNA was synthesized from 100 ng of total
BNA and 3.0 pl of BT primer provided by differens Amay (applisd
Biooystem), uzing the AgPath-ID Cme-ctep ancyme BT, protocol from
Applied Biocyatam, DN A reactions were carrisd out by 1 opcle at 16°C
for 30 min, 427 C for 50 min and 557 C for 5 min. The reculting cDNA waz
amplified by taking 2 ul mixed with 10 pL of Universal Past Mix (Applied
Biooystems) plus 05 pL of TagMan MicroRMA Assayn primern (Life
Technologies) and sdjusted at 20 pl. Pinally, real-time PCR reactions
were performed in the LightCyder 96 inctrument at 50 °C for 120 g,
85 °C for 20 2, 45 cycles of 95 °C for 10 o, and 60 °C for 30 o (Roche,
Indianapolia, IN). All reactions were run in triplicate, and the average
threzhold cpcle and 5D, values were calculated For the smdy, we
analyzed the sxpresion of microR N Az (mif): moo-miR-206 (Assay [D:
020510, mmo-miB-133 (Amay [D: 001657), mmu-miB-436
(Apzay-D01278), mmu-miR-204 (Assay Dt ODOSOE), mmmu-miR-223
[ Apzay-002093) and mmu-miR-451 (Azay 1D 001650) by uzing Tag-
Man Advanced MiccoBMA Aszayn from Applied Biceystem. All camplas
were normalizad to intemnal control, and fold changes were calonlsted
through relative gquantification. We selected US-enBNA  (Amay
C:001973) TagMan amay based on itz histarical uze for Northern Blot
normalication. Begides that, U6 had comparable reproducibility and
performance to the miBNA Tagman amayzs (Comey et al | 2007 Shell
etal | 2007

24 Hiseology

After discection of SkM specimens, the tisoue was embedded with a
minirmm amount of Tisoue-Tek and subsequently frosen by placing it
into coolad 2-methylbutane for 5 min and then stored at — 50 °C until
proceszing. For evaluation of mumcle morphology, 10 pm thick cerial
cross-pectiona were obtained by using a pre-cooled coyoctar 2z —20°C.
Later, the cryooections were subjected to hematowylin and eocin (HEE)
stuining, az Wang et al (Wang =t al, 2017). Finally, the quantitative
analyzia waz determined by measuring the crosc-sectional ares (CSA)
using AxioVizion oftware (ZTeisz) 1200 Hhers.

25 Weston blot

For Western blot analyzin, approximately 50 mg of sheletal muscle
were homogenized with a hand-held homogenizer in 500 UL of RIPA

'
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buffer cupplamented with protease and phosphatase inhibitor cocktails
(432061 Pierce'™ Thermo scientific). Then, homogenates were soni-
cated 5 min 3 times ar 4 *C amd centrifeged ar 12,000 g for 20 min. Toral
protein content war meagured in the supernatmt woing the Bradford
method (Bio-Fad Protein Aszay, USA). A total of 40 pg of protein was
loaded onto 2 % to 12 % SDS-PAGE gradient, elecootransferred, and
incubated for 1 h in blocking sohution (5 % non-fat dry milk in TBS plus
0.1 % Twreen 20 [TBS-T1) followed by ovemight incubation at 4° € with
approprizte primary antdbody. We wse MyoD (MYOD) monoclonal
antihody 5.64 (MAS-12902) and Myogenin (MYOD) monoclonal anti-
bodyy PSD (MAS-11486) from ThermoFicher scientific, and az a loading
conol glyceraldehyde3-phoophate dehydrogenasze (JAPDH) antbody
14010 {2118 from Cell Signalling. All primary antibodies were diluted
1:10:00- 2000 in TBS-T plua 5% bovine serum albumin (B5A) (Rodkdand,
UZA). Membranes were washed four times for 5 min in TBST and
imcubated for 1 h at room temperature in the presence of a cpecific HRP-
conjugated secondary antibody in the blocking solution. Membranes
were reveached four tmes in TBS-T, and the immunoblom were finally
developed uaing a Plus-BCL chemiluminescence detection kit {Therma-
Pisher Srientific, Rockford, Mlinaiz, USA).

myomuRNAs bioiformatics anelyzs

Skeletal mucclegpecific exprescion gene: amd pathwayn were
dovnloaded from the DB. muecle databage (hetp:/muscledb.org .
mirDIP waz uzed for the bidirectional analyniz of mpomiRMNAD targets
expresoed in SkM with at leact three pocitive prediction Oltess
(http:,/ophid utoronto.ca,/ mirD P, /index_confirm jap#r). To determine
the routes and biological proceszes and predict interactions inwhich the
myomifNAz regulate the targets, including the miFN Az oodied exper-
imentally, we wed ShingG0 0. 75 (http//bicinformatics odatate.
edu/go L

27 Seotitica] analyss

All experiments inchaded at least three biological replicates. Por the
mifNA study, BT-PCR data were analy=ed wia - 2T and expreszed az
means 4 standard error of the mean (SEM), ag referm Mestdagh et al.
(Meatdagh =t al, 2009) and Benes and Castoldi, (Benes and Caztoldi,
20000, Two-tailed Sedent'z oot determined zignificant differences
betwesn the control and the treated group. P < 0,05 indicated a otatic-
tically significant difference.

3. Resultz

3.1. Skeletal muscle penes poarndally regulated by myomiRNAz

mromiPN Ac could regulate distinct muscle-cpecific axpression genes
and Pathwayz (Table 13, and their exprezzion can be afected by different
typen of exercize (Zacharewics et 2l | 20130 An initial bicinformasic
analysin (Fig. 1A] shoveed that myomiRNAs might regulae at laast 529
cheletal muocle genes. Thece genec are involved in different cellular
processes (Fig. 18] and molecular fonctions (Fig. 1C1. In the ontology of
cellular process, the pathwayzs with more targeted genes were cellular
protein metabolic process, macromolecule modification, cellular protein
modification process, and protein modification process. Concerning the
ontology of the molecolar function, the pathways with maore targsted
genes were catalytic activity acting on a protein, snzyme binding, hy-
drolase activity, and BNA binding.

3.2 (—Epicatechin modifird the level opression of myonzRs

Since the flavano] Eoi has exercise-like affects (Cuerder ez 2l | 2017),
we decided to evaluate if thiz molecole cowld modify the axprescion leel
of the myomiRNA-133, -204, -206, -225, 406, and 491 in SkM. In
Fig. 2 (Panel A), the qRT-PCE analynin showed that quadriceps muscle
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Table 1

Skeletal muscle-specific expression genes and Pathways regulated by
miyama RN A

Pallway Mg Criduisi
Cenes
CAMEF catabalic proses 2 Pededd PdeTa
Cellular resposse 3 MefZe Hidae
pazratyyredd bowmone
slimulus
Stsialed savde adiplalton 3 Mef2e Taail Pezol
Pemitive regulatios of ANA 3 Flufelw® Ao 30 Therap®
aplicing
FResponse: & desamethisane 3 Celnl Fomel Faxed
Raggialatioon of allersilive 3 Flafsbad Mbiall Theaps
mANA splicisy wia
aplicrrsoms:
Miyporabe dilferen S 2 Dyl b Mef2e Fidaed Stim]
Cardine muscle conlrecticn a Pededd Binl Hieed Tanil
Regulation of musele 5 Mef2e Hilaed Tenil Pozal Poxa®
mdaplation
Moade 5 Mef2e Hidaed Tanil Pozal Poxad
Cedlular resposse L shenoid 5 Gl Ubeta FadiZ Foen] Pomnd
hoisine limiilis
Sheletal muscle i & Mefle Hda4 Copal Mbal] C32 ThdblS
Sheletal musele crgan & Mefle Hdad Copad Mbal] {2 ThablE
developmest
Bade (onbnnsiSos a Pededd Gdnl Hinl Hidesd Tanil Tpes
Calliilar carbohpdrane & Diiaip® befle Hinl Pad Padil Foasd
metabolic process
Mepative regilation of colliles & Mef2e Fdeddd Binl Hiaecd Tanil Foxel
ErsnpEenl S el Pamnd
Mmide organ developmenl T Mefle Hdacd Teni | Copad Mbal) G2
Fhuls18
Siriaied swede Hooe T Mefle Hdacd Teni | Copad Mbal) Cf12
developmesl Zhiix] &
Aurephagy T Whel Riloe] Asd@l Map]le3h Foxe]
Pamn® Uapl®
Mowde Goue devdopmest 7 Mef2e Hidaed Tenil Copal Mball CIL2
Ehitts1 &
Proersen arilizisg autophgic T Whel Bisles] Asigh Map]le3h Poxel
merkanism Pamn Uapl®
Dl eysilemm. peocrss T Mefle Pdedd Galsd Binl Hidasd Tessl
Tpm? Faxe] Famod
Cedlular resposse e ligid a Mef2e Fdedsd Gelal Ubeda PadiZ Foxol
Pamn® Mal 2pTid
Cedluliar Peiprces I of i c a Mef2e Fdeded Gellal Uheda Pali2 Fome]
eyelic enmpeorssd Bamnd Ml ZipT03

Mmwle dlruclore deveopment a Dryzh] b Male Bin] Hllaed Tonil Copad

Mbnll Stim] CN2 TwblE

Rempronuse o Byl 10 MedZe Frlisdad e TgfDr Theda Pufil
Femr] Paxn® Mal Zig70d

Cellular cutaleda: prooess 10 Ulspd2 Wise] Pebodd Chelnf U3 Bib ] exe]
AsBEh Maplledl Fladgls Cpedd
Theaps Foas] Fossd Vgl FdeTa

Catabudic proes 15 U2 Wise] Pebed] Chelnf Ut R 2]

Hilaed Aslft Mapl ke3h Fladg] 5 Cpebd
Theapd Poan] Foxed Vsl FdeTa
Tryeklh Mef2e Nbel Gedod g2 Ubeda
Fibiless] Hilaed Tanil Copad Minll
Stim] W2 Plel2 Sthdd Rhbm30
Femr] Faeed (12 Zhils18 Z7a

Skeletal muscle-specific expression gepes and pathways were downloaded from
the D.A. Muscle datmbase, btipe//muscledboorgs.

Animal argis devd opaest 16

prezented a significant increase in the sxprecsion level of miBNA2-133,
204, <206, -223, and 491 in the mice treated with (- }-epicatechin for
15 days, but not in miBNA 4836, Then, a bicinformatic evaluation
[Fig. 2B) chowed tha: the omedied miRMAz regulate 2 network of in-
terartions nfd.l.ﬂ-ﬂ'\ﬂ:ﬂ: purhnmw Dfl:!m]npl:a]prmln‘mmnglg
and regulation of muscle contraction stand out within these processs=e.
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Fig. 1. myomiRNAs that regulate skeletal muscle genes. A. Purple bax shows 529 predicted muscle-specific targets genes of myomiRs. 8. Ontology of the cellular

process where all target genes are involved in skeletal Muscle. C. Ontology of molecular functions where all target genes are involved in skeletal Muscle. Bio-
informatic analysis was carried out with hripe//ophid utoronto.ca/mirDIP/index confirm. jsp#r. (For interpretation of the references to colour in this figure legend,

the reader is referred to the web version of this article.)
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<206, 491, -204, and -223 significantly increase in (-)-Epicatechin treated mice. Statistical lysis was perf: d using Stud
myomiANAs/Ut-sniNA relative expression. The Its are pr d as mean = SD, n = 6, *p = 0.012, **p = 0.005, ***p = 0.0024, ****p ~ 0.000166 vs Cerl. Ceri:
Vehicle (DMSO) treated group; Epe: (-)-epicatechin treated group. B. Pathway interaction network of biological processes regulated by miR-133, -206, 491, -204, and

-223. Images depict the interaction of different skeletal muscle processes regulated by the analyzed miRNAs. Bioinformatic analysis was carried out with hrpe//b

)4

Fig. 2. Relative myomiRNAs expression in skeletal quadriceps muscle of mice treated for 15 days with (- )-epicatechin. A. RT-qPCR analysis shows that miR.133,
s rtest. Bar graphs show

ioinformatics. sdstate.edu/go/.
3.4, (-)-Bpicatechin increase the level of MyoD and myogenin

3.3. (-)-Bpicatechin increase the SkM fiber sice

ind muacular hypertrophy in MyoD and myogenin are relevant regulators of adult muscle growth
(Ganaasi et al | 2020; Legerlot= and Smith, 2008); concequently, we

evaluated the protsin level of these transcription factors in the mice

Qiven that reci B i
humans and animals (Wackechage ot 2l 2019), we decided to evaluate

if Bpi wag able to modify the fiber zize. Fig. 3 chows a statistically zig-

nificant (p = 0.0031) inc in the o | area of the cheletal  treated with Bpi The flavonol induced a zignificant increment of MyoD

muacle fiberz of mice suppliad with the flavonol. (p = 0.0023) and myogenin (p = 0.0031) in the cheletal muscle fiberz of
treated mice (Fig. 4).
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Fig. 3. The protein level of Myol) and BMyod. Western blot analysis showed a significant increment in the protein level of Myol) (*p = 000028 vs Cirl) and myogenin
(*p = 0.0031ws Cirl) in the (-)-epicatechin treated mice. Bar graphs show densitometry analysis of protein/GAFDH. n = 6 animals. Smristical analysis was performed

using Student’s r-test.
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Fig. 4. Comparison of skeletal muscle cross-sectional area among Cerls and (- )-epicatechin treated mice. A. The area size of the fibers was evaluated on HEE stained
crass sechions. * Indicates fibers with the largest area. B. The area’s histogram shows the cells” distibution i Ctrl (black bars) and Ep group [gray bars). Comparison
data are plocted 2z mean = SEM. Naote the significant increase of the area size in the fibers of Epd-treated mice. *p = 0.001% ws Ot group by Stadent’s r-test, n = 1200).

4. Discussion

The present study reports that Bpi increased the expremion level of
several mopomiFs that regalate dfferent pathways during the adaptation
of GkM to phymical exercice. Begides, this upregulation correlates with
the increase in the myogenic proteing MyoD and mrogenin levels and
the hyperophy of the SkM fiberz. It io known that phyzical actisity
induces changes in distinet regulatory pathways of ShM, induding
cle vaocularization, and the adjustment of myofibrillar content (Petriz
et al , 2017; Porter et al., 2015). Studies by our group and othern have
chown that Bpi aloo induces mitochondrial biogensciz, increases the
antioxidant protein level and their activity, and favorably impacts
multiple molecolar regulatory mechanioms of the SkM (Munguia =t al |
2022 Bamirec-Sanches =t al | 2014). Given these characteriotics, this
flavanol has besn claseified as an sxercizemimetic (Jusrried =t al |
2017).

Recently it has been oboerved that phymical exercise can modify the
expreszion of several miRNAa in SkM (Davidaen et al., 201 1; Hirby and
McCarthy, 2015). In thiz stdy, we observed that Bpé significantdy
upregulated the exprescion of miB-206, miR-133, mil-204, miR-223,

——

61

and miF491. The miFs with higher significan: icresse wan mif-206 (o
= (LD00166], mik-204 (p « 0LO024), miR-133 (p < 00051, A srudy has
reported dovenresulstion of miR-206 and miB-133a/b in the human
wactun lateraliz after short-term high-intensity endoancs aining
(Mieloen et al | 2010). Another study chowed downregulation of miB-
ergometry endurance exercive (Margoliz =t 2l 2017 A pch
up]anmmfucﬂuup:eguhnmnfmﬂﬂ)ﬁubnﬂm]wnh@iinﬂut
thiz flavanal mimicz a specific type of exercize. It iz also important to
conzider the muade type wed in the different assay bectn zince the of
compogition of fiber type (Lee ec al | 2027), Conceming miB-204, there
are no otudies that analyze this miRMA in SkM. 5tll, one stdy repoce=d
no affect on bone marrow when uging exercice training at Jiffsrent in-
tencities (Farmani =t al | 2019). Regarding miR-223, one-hour acote ex-
ercise increases the level of miB-225 in the individuals” plasma miR-223
may be a component of the SkM-gpecific circulsting miRNAz thar
respond to exercize (Nislsen et 2l | 201410
Crur bicinformatic anabmiz dhowed that the myomiBs -133, -206,
-421, -204, and -223 could participate in regulating diffsrent pathways
and their immlved genes, such a0 muscle adaptation and itz regulation,
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mﬁnn,mimm.hnamﬂ;a:mﬂyﬁnmﬂlﬁutmik—igl Wz a
negative regulator of myogenic differentistion targeting myomaker (He

E‘tJ]_ 2017, and miR-133 participated in early myogenssiz, modulating
ﬂ:zShhm.gnalmgpmhwzpbymgﬂmgﬂhﬂ[Mnke:al.ﬂDlu].Amdmr
study propoced that miR-206 played a relevant role in catellite cell
Duchenne musmonlar dyztrophy’s progression (Lin =t al | 2012 About
the miR-204 Houzells et al. (Houzell= =¢ 2l 2020) found thas it
modulated mitochondrial biogenesiz in C2C12 myotubes and amociated
with humam oxidative capacity. On the other hand, the miB-223-3p can
participate in skeletal muscle regeneration by conmolling the balance of
pro-and ans-inflammatory factorm in the cheletal muscle microsr-
ronment [ Cheng et al | 2020). All these gtudies highlight the importance

Ome of the main consequences of physical exescize iz hypertrophy,
and it haz besn proposed that myomiRNAz expression regulation may
influence thiz phanomenon {Uldimo =t al | 2015). Our data chowed that
Epi induced a significant growth of the 5kM. Howewver, inconsiztent with
our recults, other suthors have found downregulation of mif-1 and miR-
133a in hypertrophy SkM [McCarthy and Bazer, 2007).
Myol (Rao et al | 3006; Rosenberg et 2l | 2006). Gonaistent with thiz, the
lewel of these two MRF: increaged in the SkM of the mice treated with
i Jepi I

In summary, our study provides evidence that (—j-epicatechin can
imidhsce miBNA upregulation in the mouse quadriceps muacle, a timue
lewel increage of the myogenic tranecription factors MyoD and myogenin
and the hypertrophy of the SkM Obere. However, a study limitation iz
that we analyzead only one cheletal muacle with a predominance of fast-
twitch fibers. Future research should explore the effect of (-Joepi-
catechin on musde: with different metabolic characteristics umder
normal and pathological conditions. Conzsequently, our research group
muﬂvndmﬂmklzlmnd:mpaumdpnwﬂ:mdmpmumm
in normal and pathological conditionz.
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