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RESUMEN 

 

El músculo esquelético es un tejido dinámico necesario para funciones esenciales 

como la locomoción y la respiración. Este tejido tiene la capacidad de repararse a 

sí mismo; sin embargo, debido a diversas enfermedades tanto de origen genético 

(distrofias musculares) como adquiridas (sarcopenia, caquexia, etc), la reparación 

se ve comprometida. Como alternativa se han propuesto diversas terapias; no 

obstante, ninguna de ellas es completamente efectiva, e incluso pueden ser muy 

costosas o invasivas. Por lo tanto, es necesaria la búsqueda de alternativas que 

puedan contribuir a estimular la reparación muscular.  

En este contexto, el flavonol epicatequina (en adelante, Epi) es un componente 

abundante en el cacao que ha mostrado múltiples beneficios en la salud humana. 

En nuestro equipo de trabajo hemos observado que después de dos semanas de 

tratamiento con Epi, el músculo esquelético y cardíaco mejoran el equilibrio de 

óxido/reducción, incluyendo proteínas relacionadas con la función mitocondrial, y 

disminuyendo la fibrosis en el modelo deficiente para δ- sarcoglicano, un modelo de 

distrofia muscular. 

En el presente estudio se evaluaron los efectos de Epi sobre el proceso de 

reparación del músculo esquelético (Tibial anterior y gastrocnemio) dañado por una 

lesión química con BaCl2 en ratones CD1. Se evaluaron por Western blot las 

proteínas implicadas en miogénesis y en el crecimiento muscular, y la activación de 

β-catenina (activa); de igual manera se evaluó histológicamente la morfometría 

muscular de los ratones con y sin tratamiento. 

Se demostró que el tratamiento con Epi incrementó diferencialmente el nivel de las 

proteínas miogénicas MyoD y miogenina; así como de -catenina, a partir de las 

24h posteriores al daño, en los músculos Tibial anterior y gastrocnemio. Este 

incremento se asoció con una reparación muscular más rápida en ambos tipos 

musculares. Además, se observó que Epi promueve la hipertrofia de las fibras 

musculares tipo II del gastrocnemio a los15 días después del tratamiento tanto en 

el grupo control, como en el grupo dañado.  
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ABSTRACT 
 

The skeletal muscle is a dynamic tissue which is required for its essential functions 

such as locomotion and respiration; this tissue has the ability to repair itself through 

stem cells, called "satellite cells". 

For several diseases, the skeletal muscle has the ability to repair itself; however, 

due to several diseases of both genetic origin (muscular dystrophies) and acquired 

(sarcopenia, cachexia, etc.) repair is compromised. Therapies have been proposed 

as an alternative; however, none of them is completely effective, and they can even 

be very expensive or invasive. Therefore, it is necessary to search for alternatives 

that can help to stimulate the muscle repair. 

In this context, the flavonol Epicatechin (hereinafter, Epi) is a component of cocoa 

that has multiple benefits to human health. In our work team we have observed that 

two weeks of treatment with Epi improves the balance of oxide/reduction, including 

proteins related to mitochondrial function, and decreasing fibrosis in the deficient 

model for δ-sarcoglycan, a model of muscular dystrophy. 

In the present study, the effects of Epi on the repair process of skeletal muscle (Tibial 

anterior and gastrocnemio) damaged by chemical injury with BaCl2 in CD1 mice 

were evaluated. Proteins involved in myogenesis and muscle growth, and β-catenin 

activation (active) were evaluated by Western blot; similarly, the muscle 

morphometry of mice with and without treatment was evaluated histologically. 

Treatment with Epi was shown to have an effect on the amount of myogenic proteins 

from 24 h after the damage, differentially between the evaluated muscles, Tibial 

anterior and gastrocnemio. But favoring muscle repair for both through different 

mechanisms. As well as promoting type II fiber hypertrophy 15 days after treatment 

in gastrocnemio muscle, in both groups: control group and damaged group. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Desarrollo embrionario del músculo esquelético 

 

Los músculos esqueléticos, excepto los de la cabeza, son derivados de la condensación del 

mesodermo paraxial, mesodermo que se encuentra dentro de estructuras epiteliales 

denominadas somitas. Las somitas se encuentran localizadas a lo largo del eje rostro-caudal 

del embrión, y están organizadas en compartimentos dorso-ventrales (Sambasivan, et al., 

2013). La parte más ventral es el esclerotomo, el cual dará origen al esqueleto axial; 

dorsalmente, el dermomiotomo está compuesto por células que darán origen a la dermis y a las 

células progenitoras musculares (MPC, por sus siglas en inglés). Los bordes del dermomiotomo 

pasarán por una transición epitelial a mesénquima y a formar el tercer compartimento somático: 

el miotomo, el cual contiene a las primeras miofibras diferenciadas. La somita epiaxial (dorso-

medial) es parte del dermomiotomo y miotomo que dará origen a los músculos de la espalda, 

mientras que la somita hipoaxial (ventro-lateral) dará origen al resto del tronco y los músculos 

de las extremidades (Bismuth & Relaix, 2010). 

 

Características y función del músculo esquelético 

 

El músculo esquelético es un tejido altamente organizado el cual conforma un 40% de la masa 

del cuerpo humano y participa activamente en diversas funciones esenciales tales como el 

metabolismo, la locomoción y la respiración (Demonbreun & McNally, 2017). El cuerpo humano 

contiene aproximadamente 640 músculos, y cada uno de ellos realiza diferentes funciones en 

la fisiología humana (Randolph & Pavlath, 2015).  

El músculo esquelético de los mamíferos adultos es un tejido dinámico, en términos de 

remodelación, de reparación y de regeneración; ya que las células pueden sufrir cambios 

fisiológicos basados en la actividad física diaria generando atrofia, hipertrofia o cambio del tipo 

de fibra (Ceafalan, et al., 2018). 
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En los mamíferos, el número de fibras en cada músculo está determinada desde el nacimiento 

y se mantiene aún con los cambios a lo largo de la vida; excepto cuando el músculo presenta 

alguna enfermedad (miopatía). Por otro lado, las miofibrillas y, por lo tanto, el área transversal 

de las fibras (CSA) puede cambiar de acuerdo con las exigencias del músculo, como el 

crecimiento (denominado hipertrofia), o la disminución del músculo (denominada atrofia), que 

puede ser causado por inmovilización, inactividad, enfermedad y/o envejecimiento (Brooks, 

2003). 

Cada fibra individual está constituida por proteínas contráctiles, denominadas miosina y actina 

incorporadas en cada uno de los filamentos gruesos y delgados, respectivamente, los cuales 

se encuentran arreglados longitudinalmente (Brooks, 2003). La heterogeneidad de las fibras 

musculares es una característica del músculo que permite su adaptación a los cambios 

metabólicos. Se han descrito tres tipos principales de fibras de acuerdo con su composición de 

MyHC (cadena pesada de miosina, por sus siglas en inglés), las fibras 2A y las fibras 2B, fibras 

rápidas, que tienen altos niveles de enzimas glucolíticas, a pesar de tener diferentes 

complementos de enzimas oxidativas; y las fibras oxidativas, fibras lentas, o fibras tipo I que 

contienen un mayor número de mitocondrias (Schiaffino, 2011). Se debe considerar que las 

fibras musculares no son completamente puras en cuanto a su composición de MyHC, pues 

pueden ser híbridas, por ejemplo, fibras que coexpresan el tipo I y 2X (miosina hibrida). 

 

Proteínas miogénicas  

 

La miogénesis es un proceso de múltiples etapas, que involucra la diferenciación de las células 

progenitoras miogénicas a mioblastos, la proliferación de mioblastos, la salida del ciclo celular 

para la diferenciación en miotubos, y la fusión de estos para formar fibras musculares. Los 

factores que regulan la miogénesis MRF, (por sus siglas en inglés) son Myf5, MyoD (MyoD1), 

miogenina, y Mrf4 (también conocido como Myf6), los cuales son determinantes para que estas 

etapas ocurran. 

Durante la embriogénesis, el primer factor de regulación miogénico expresado es Myf5, este 

actúa de manera transitoria en el mesodermo paraxial previo a la miogénesis (Carvajal & Rigby, 

2010). En ratones, el factor Pax3 actúa río arriba del Myf5, interesantemente la ausencia de 
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Pax3, Myf5 y Mrf4, anulan la formación de todos los músculos del cuerpo, demostrando que 

estos factores también actúan río arriba de MyoD. El factor de transcripción miogenina está río 

abajo del Myf5 y de Mrf4, la miogenina es necesaria para la fusión de mioblastos 

mononucleados y la formación de miotubos (Bismuth & Relaix, 2010). 

En el músculo adulto, el factor determinante miogénico 1 (MyoD) fue el primer factor que se 

identificó (Hernández-Hernández, et al; 2017). Dicho factor es importante, ya que durante la 

migración de células progenitoras miogénicas a mioblastos es activado a través de dos vías: la 

primera es a través de Pax3 y de Myf5, y la segunda vía es a través de Pax3 y de Pitx2, el cual 

actúa directamente en MyoD; ésta induce la diferenciación y la expresión de ciclinas 

dependientes de la proteína inhibidora de cinasas p21 (Asfour, 2018; AdhikariI, 2021) Figura 1.  

Por su parte, en el músculo adulto, miogenina influencia el número de células satélites, y es 

requerida para que estas adopten su posición normal en el nicho. Este factor, también 

contribuye a mantener la quiescencia, y regular la expresión de genes involucrados en la 

señalización de mTORC1 y el crecimiento de las miofibras (Ganassi, 2020).  

 

Figura 1. Esquema en donde se observan las vías involucradas en la miogénesis de la 
somita hipoaxial y epiaxial, los músculos de las extremidades, y los braquioméricos. 
Bismuth & Relaix (2010), distinguen dos modelos de interacción a nivel transcripcional (línea 
continua), e interacción genética (línea punteada). Tanto en la somita hipoaxial, como en la 
epiaxial, Myod inicia la diferenciación en la jerarquía genética a los diez días de desarrollo 
embrionario en ratón (línea roja).  

Algunos otros factores que también regulan al músculo esquelético adulto son la miostatina y 

folistatina. Miostatina es miembro de la familia TGF-β que actúa como un regulador negativo 
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del crecimiento muscular, estudios con modelos murinos han sugerido que la pérdida de esta 

proteína genera efectos benéficos en enfermedades como la distrofia, atrofia muscular espinal, 

caquexia, miopatía inducida por esteroides y la sarcopenia generada por la edad. Una de las 

proteínas que la regula es la folistatina, la cual es capaz de actuar como un antagonista potente 

de miostatina al unirse directamente a miostatina (Lee S.-J., 2010) o bien unirse a los receptores 

de activina y neutralizar su actividad (Patel, 1998).  

Otro factor importante en la reparación muscular es el co-activador β-catenina, el cual es 

conocido por ser crítico en la miogénesis durante el desarrollo embrionario y la vida adulta. β-

catenina depende del ligando Wnt, sin este ligando, β-catenina se mantienen en el citoplasma, 

y en conjunto con el complejo de degradación y GSK3β, β-catenina es fosforilada en la serina 

N-terminal, los residuos de treonina marcan a β-catenina para su degradación a través de la vía 

ubiquitina-proteasoma. Cuando Wnt se encuentra presente, el complejo de degradación es 

inhibido y β-catenina está activa, sin fosforilar, por lo cual puede ser translocada al núcleo y 

regular los genes que dependen de Wnt a través de los factores de transcripción TCF/LEF 

(Agley, et al., 2017). β-catenina activa, en coordinación con MyoD, es esencial para la 

diferenciación de los mioblastos a miotubos (Ciu, et al., 2019), así también, desempeña un papel 

importante en la hipertrofia muscular, regulando factores miogénicos como Miogenina y MyoD 

(Goh & Millay, 2017; Armstrong & Esser, 2005; Motohashi & Asakura, 2014).   

 

Células satélites 

 

Los músculos esqueléticos están compuestos de miofibrillas o células musculares, éstas 

conforman sincitios largos. Entre la lámina basal y la membrana de las células de la miofibrilla 

se encuentran las células satélites, las cuales son encargadas de llevar a cabo la reparación 

del músculo (Guardiola, et al., 2012; Demonbreun & McNally, 2017) 

Las células satélites comprenden del 30-35% de todos los núcleos en las fibras del músculo de 

ratón neonato y posteriormente, el número de núcleos disminuye a 2.5-6% en el músculo de 

ratón adulto. Estás células se caracterizan por la expresión del factor de transcripción Pax7, el 

cual fue identificado como el primer marcador cuantificable, ya que se encuentra tanto en las 
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células satélite en estado quiescente, como en el activado, y es esencial para su desarrollo y 

sobrevivencia. Los factores miogénicos como MyoD, Myf5, Mrf4 y miogenina, juegan un papel 

importante en la especificación miogénica, diferenciación y mantenimiento durante el desarrollo 

del músculo y la regeneración (Motohashi & Asakura, 2014).  

El mantenimiento del balance entre la diferenciación de células satélite y su propia auto 

renovación es requerido para la homeostasis del músculo., ya que se ha determinado que la 

ablación de las células satélites a los 5 días del daño impacta de manera drástica a la 

regeneración, resultando en una reducción del 89% de las miofibras regeneradas, así como una 

reducción del 38% del peso de los músculos dañados y una disminución del 60% del área de 

las fibras.  

Cabe resaltar, también, que el perfil molecular de las células satélites varía de acuerdo al 

músculo en el que se encuentran (Torres, et al., 2015), por ejemplo, las células satélites del 

músculo del diafragma expresa mayores niveles de Pax3 en comparación al resto de los 

músculos, las células satélites de los músculos extraoculares presentan mayores niveles de 

Alx4, Pitx1, Pitx2 y Tcf21, que las células satélites de los músculos de las extremidades, y las 

células satélites de la cabeza expresan niveles más bajos de Pax3 and Lbx1 en comparación a 

las células satélite de las extremidades (Biressi & Rando, 2010), sólo por mencionar algunos; 

por lo que se requiere investigar las diferencias que existen entre las células satélite de los 

músculos para entender los mecanismos que modifican su capacidad regenerativa.  

 

Reparación del músculo esquelético 

 

La reparación del músculo esquelético se lleva a cabo inicialmente a través de la acción de 

disferlina, que es un sistema que repara los miotubos. Cuando el daño es mayor, se activan 

entonces las células satélites (Bittel, et al., 2020). 

La regeneración del músculo esquelético ocurre en dos fases: una fase de degeneración y una 

fase de regeneración (Ceafalan, et al., 2018). Muchas de las características de la fase de 

degeneración involucran daño del sarcolema o necrosis de la miofibra, consecuentemente se 

presenta una influencia de células mononucleares e inflamatorias y un incremento en 

fibroblastos. Los remanentes intactos de la lámina basal actúan como un andamio para la 
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siguiente fase, la de regeneración (Randolph & Pavlath, 2015). Dependiendo de la severidad 

del daño, es frecuente la activación de macrófagos que fagocita a las fibras dañadas, y de esta 

forma se pueden generar fibras por completo nuevas de un calibre pequeño; para 

posteriormente provocar hipertrofia en el músculo al adicionar más mioblastos a estas fibras, y 

restablecer la arquitectura histológica característica del músculo, no sin antes activar genes que 

promueven la miogénesis y la generación de MyHC de tipo embrionario.  

Con el fin de mantener el proceso de reparación es llevada a cabo una división celular de tipo 

asimétrica por las células satélite, que por un lado permite llevar a cabo la diferenciación y por 

el otro mantener el nicho de células satélites disponibles para un próximo daño (Wallace, 2009). 

Esto es importante ya que como el trabajo de Collins y cols. (2005) demuestran, un número 

limitado de células satélites son suficientes para recuperar a la mayoría de las fibras musculares 

dañadas. 

Durante el proceso de regeneración, las células satélites y los fibroblastos, recíproca y 

positivamente, regulan la expansión uno del otro. Posteriormente, durante la fase de latencia el 

número de fibroblastos son regulados por las células satélites, de manera negativa, por lo que 

la inhibición de la fibrosis como terapia para algunas patologías, debe tomarse con reserva con 

el fin de no interferir en el proceso de reparación (Stearns-Reider, et al., 2017).  

De manera normal, durante la regeneración, miostatina también es un gen clave en el 

crecimiento de la masa muscular; ratones con el gen anulado tienen un crecimiento muscular 

significativo, atribuido tanto a la hiperplasia como a la hipertrofia de las fibras del músculo 

durante su desarrollo. Smith y cols. (2014), observaron que la concentración de los mensajeros 

de MyoD, Myf5 y de miogenina, incrementan progresivamente en el músculo femoral de los 

ratones nulos para miostatina durante la inmovilización de la extremidad; no así para los ratones 

sin la modificación genética. Esta condición permanece aún después de retornar la pierna a su 

condición normal hasta los 3 días. Sin embargo, al evaluar al músculo gastrocnemio no se 

observó diferencia alguna entre los músculos de los ratones nulos para el gen y los ratones 

silvestres, lo cual sugiere que existen diferentes tipos de susceptibilidad a la atrofia por parte de 

cada uno de los músculos. De acuerdo con este estudio una terapia con antagonistas para 

miostatina podría no ser benéfico para la atrofia del músculo esquelético, pero sí, para el 

proceso de recuperación, donde el músculo es más activo.  
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Miopatías 

 

Las miopatías son afecciones de la fibra muscular o en el tejido intersticial ocasionado por 

alteraciones eléctricas, bioquímicas u orgánicas; siempre que no exista una alteración previa 

en el Sistema Nervioso Central o en el Sistema Nervioso Periférico que las origine. 

Algunos síntomas de las miopatías incluyen rigidez, espasmos o debilidad; pueden ser 

clasificadas como:   miopatías congénitas, distrofias musculares, miopatías mitocondriales, 

enfermedades por almacenamiento de glucógeno, miogloburinas, dermatomiositis, miositis 

osificantes, parálisis periódico familiar, polimiositis, miositis con inclusión de cuerpos y 

miopatías relacionadas, neuromiotonia, síndrome stiffman, rigidez, calambres musculares, y 

tétanos (National Institute of Neurological Disorders and Stroke, 2019). A continuación, se 

describen algunos tipos de miopatías. 

 

Distrofia muscular 

 

Las distrofias musculares son un conjunto de enfermedades en las que el músculo esquelético 

es afectado por diversas mutaciones genéticas, las cuales se caracterizan por la pérdida 

progresiva de la fuerza muscular, así como el incremento en la degeneración muscular, con 

ciclos de necrosis y apoptosis, y de regeneración. Las distrofias musculares más comunes son 

las sarcoglicanopatías y distrofinopatías que comparten una progresiva degeneración muscular 

que usualmente involucra al músculo cardiaco (Wallace, 2009; Calve, S., 2012). 

 

Sarcopenia 

 

La sarcopenia, es la pérdida involuntaria de masa muscular y función debido al envejecimiento. 

La causa de la pérdida de miofibras es aún poco conocida; se les ha atribuido a anormalidades 

en las mitocondrias que se acumulan con el tiempo, encendiendo vías apoptóticas y de necrosis, 

contribuyendo así a la atrofia del músculo, y a la acumulación de estrés oxidativo, así como 
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deleciones en el ADN mitocondrial (Cheema, 2015). Estudios recientes han mostrado que la 

dinámica molecular en la matriz extracelular tiene efecto en la dinámica de remodelación celular, 

así como alteraciones en el microambiente, tales como la disrupción de la matriz extracelular, 

la vascularización del músculo esquelético y la fibrosis, las cuales pueden afectar el 

mantenimiento de la masa muscular y el potencial regenerativo. El daño repetitivo en el músculo 

esquelético promueve una mayor fibrosis y una menor capacidad regenerativa. Stearns-Reider 

y cols. (2017), observaron que la disminución en la expresión de genes de colágeno, incluido 

Col3a1 y Col6a1 afecta la capacidad de reparación muscular en este tipo de miopatía. 

 

Miopatías autoinmunes 

 

Las miopatías autoinmunes se presentan en 5 condiciones más frecuentes, las cuales son 

denominadas como dermatomiositis, polimiositis, y miositis (asociada con el síndrome anti 

sintetasa), así como la miopatía necrotizante inmunomediada, y miositis con inclusión de 

cuerpos. Cada una de estas enfermedades tiene características particulares, pero todas 

comparten un componente inmunológico común (McGrath, 2018). 

 

Miopatías congénitas 

 

Las miopatías congénitas es un grupo de enfermedades clínicamente, genéticamente e 

histológicamente heterogéneas que afectan al músculo esquelético. La presencia de 

alteraciones histopatológicas en biopsias es lo que las distingue de las enfermedades 

neuromusculares. Las miopatías congénitas son causadas por defectos determinados 

genéticamente en proteínas estructurales del músculo y clasificadas con base a las 

características que presentan en la biopsia (Cassandrini, 2017). 
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Miopatías generadas por toxicidad 

 

Las miopatías generadas por toxicidad, son aquellas que ocurren por la acción de un 

compuesto, tales como el alcohol (Simon, et al; 2019), el cual es capaz de generar debilidad 

muscular; o bien debido a medicamentos empleados para disminuir el colesterol, 

particularmente las estatinas, drogas que se ha descrito que generan miopatías.  Existen 

medicamentos que pueden de manera directa o indirecta generar un efecto adverso en el 

músculo esquelético. Un efecto tóxico indirecto podría ser a través de la modificación del 

balance de electrolitos o induciendo una reacción inmunológica, la consecuencia clínica de esto 

es desde dolor hasta la formación de rabdomiólisis. Por ejemplo, cloroquina e hidrocloroquina, 

compuestos empleados para tratar la dermatomiositis, sarcoidosis, lupus eritematoso y otras 

enfermedades de tejido conectivo debido a su efecto inmunomodulador, algunos pacientes 

tratados con estos compuestos con el tiempo desarrollan debilidad y atrofia muscular, la cual 

empeora más en las piernas que en los brazos, con la posibilidad de desarrollar cardiomiopatía 

(Pasnoor, 2014). 

 

 

Miopatías metabólicas 

 

Las miopatías metabólicas son afecciones del músculo esquelético generadas por deficiencias 

enzimáticas, determinadas genéticamente. Dichas deficiencias enzimáticas generan 

acumulación de glucógeno y pérdida de la estructura de diferentes órganos, principalmente en 

el músculo esquelético, corazón e hígado. La forma clásica de inicio infantil de estas miopatías 

ocurre en los primeros meses de vida con hipotonía generalizada y debilidad muscular, 

cardiomegalia severa, dificultades para alimentarse, retraso del crecimiento e insuficiencia 

respiratoria. Algunas enfermedades que son el resultado de estas deficiencias enzimáticas son 

las enfermedades de Pompe, de Cori, de McArdle, por deficiencia sistémica de carnitina, por 

deficiencia de carnitina palmitol transferasa II (CPT-II) y deficiencia múltiple de acil-CoA 

deshidrogenasa (MADD) (Angelini, 2015). 
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(-)- Epicatequina 

 

Existen algunos padecimientos en los que la reparación está comprometida, como lo son en las 

distrofias musculares o por efecto secundario en alguna enfermedad como la diabetes tipo 2 

(D’Souza D. M., 2013), con el fin de mejorar la capacidad regenerativa del músculo se han 

propuesto algunas terapias (Liu, et al., 2019; Incitti, et al., 2020); sin embargo, ninguna de éstas 

han podido ser completamente efectivas e incluso algunas son muy costosas o invasivas (Liu, 

et al., 2019; Albuquerque, et al., 2014; Houang, et al., 2015; Rinaldi, et al., 2016).  Por tal motivo, 

moléculas de origen natural como (-)-Epicatequina se han estudiado como adyuvantes en el 

proceso de reparación. 

(-)- Epicatequina pertenece al grupo de los flavonoides, los cuales son compuestos de bajo 

peso molecular que comparten un esqueleto común de difenilpirano (C6-C3-C6’), compuesto 

por dos anillos fenilo (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano heterocíclico. De los tres 

anillos, el A se biosintetiza a través de la ruta de los poliacetatos, y el anillo B junto con la unidad 

C3 proceden de la ruta del ácido siquímico. (-)- Epicatequina es un flavonol derivado del ácido 

hidroxicinámico; y se encuentra predominantemente en el cacao, junto con catequinas y 

procianidinas (Quiñones, et al., 2012). 

Catequina y Epicatequina poseen 2 anillos de fenilo (A y B) unidos a través de un dihidropirano 

heterocíclico, con un grupo hidroxilo en el Carbono 3, la molécula presenta dos centros quirales 

en el Carbono 2 y 3, por lo que tienen cuatro diastereoisómeros (Rinaldo, 2010) (Figura 2). 
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Figura 2. Estructuras de los diasteroisómeros de Epicatequina y de Catequina (Rinaldo, 
2010). 

 

(-)- Epicatequina, en adelante Epi, entra al sistema circulatorio en forma de metabolitos 

glucoronidados, sulfatados, y metilados (Moreno-Ulloa, et al., 2018). Se ha observado que el 

consumo de 40g de chocolate negro contiene aproximadamente 282mmol (3.27 mg) de Epi. 

Después de 2h de su consumo, Epi se encuentra en el plasma sanguíneo, lo que es indicativo 

de que la absorción de la Epi es llevada a cabo en el intestino delgado, excretándose alrededor 

del 20.1% de lo ingerido en el humano. A continuación, se presenta un esquema (Figura 3), en 

el que se resumen las rutas propuestas para el metabolismo de Epi (Borges, et al., 2018).  
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Figura 3 Metabolitos generados después de la ingestión de Epi en humanos. El esquema 
muestra las rutas metabólicas y metabolitos generados una vez ingerida Epicatequina, en los 
recuadros se indican los nombres de los productos que se acumulan en el plasma y en la orina, 
las flechas azules indican que las conversiones están catalizadas por enzimas de mamífero, los 
asteriscos indican los intermediarios potenciales que no se acumulan en cantidades detectables 
en el plasma o en la orina. El esquema fue tomado de Borges y cols., (2018). 

 

La cantidad total de metabolitos excretados en orina podría correlacionarse, con la máxima 

concentración en el plasma. Las concentraciones halladas en la orina son de 0,5-6% para 

algunas catequinas del té, de 2-10% para las catequinas del vino y de hasta un 30% para la Epi 

del cacao en humanos (Quiñones, et al., 2012). 

 

Epi como potencial tratamiento terapéutico 

 

El consumo de productos de origen del cacao se ha asociado con una disminución del 40% de 

riegos cardiovasculares (Yuan, et al; 2017; Quiñones, et al; 2012). Epi, un flavonol que 

podemos encontrar en el cacao, ha mostrado múltiples beneficios en la salud tanto de modelos 
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murinos como en humanos (Ottaviani, et al., 2016; Shay, et al., 2015); Yamazaki y cols., (2014). 

En el músculo cardiaco, Epi  disminuye el número de vasoconstricciones en ratones nulos para 

el gen delta sarcoglicano, disminuyendo la fibrosis en un 13.47% e incrementa el grosor de la 

pared ventricular del corazón sin aumentar el peso de los ratones, por Western blot se mostró 

que incrementa el nivel de PI3K, Akt, mTOR y de p70S6k (De Los Santos, et al., 2018), e induce 

el crecimiento del corazón de forma fisiológica, reduciendo los niveles de ANP y de BNP, 

marcadores de insuficiencia cardiaca (De Los Santos, et al., 2017). También, un tratamiento de 

10mg/kg en un modelo de rata con isquemia inducida, preserva las características funcionales 

del corazón si se administra Epi antes iniciar con la reperfusión; por su parte, Nogueira y cols. 

(2011) mostraron que Epi en combinación con el ejercicio presenta un efecto sinérgico; ya que 

después de 10 días de tratamiento se generó, también, protección al daño al miocardio por 

reperfusión.  

En el músculo esquelético, Epi es capaz de mediar in vivo en humanos la vasodilatación 

(Ottaviani, et al, 2011), incrementar la densidad capilar, sin alterar la capacidad contráctil, e 

incrementar la resistencia a la fatiga en un 30%, y el número de mitocondrias en un 10% 

respecto al control, incluso comparable a lo generado por el ejercicio, en los músculos 

cuádriceps, y plantaris de ratón (Nogueira, et al; 2011).  

El efecto de Epi es mantenido incluso después de 14 días sin ejercicio, Hüttemann y cols. (2012) 

mostraron que mientras el ejercicio por sí sólo incrementa los niveles de la citrato sintasa en un 

6%, sin entrenamiento regresa a un nivel basal; el tratamiento con Epi mantiene el nivel elevado 

de esta enzima, así como el de la citocromo sintasa en un 85% en comparación con el control, 

en el músculo cuádriceps de ratón.  

El efecto del tratamiento con Epi también modifica la morfometría del músculo, incrementando 

el área de las fibras, ya sea con entrenamiento o sin entrenamiento interrumpido, en los 

músculos cuádriceps, gastrocnemio y plantaris en modelo murino (Lee, et al., 2015). 

Molecularmente, el tratamiento de 7 días con Epi en ratones envejecidos se ha observado que 

disminuye los niveles de miostatina en plasma en un 21%, e incrementa folistatina en un 56%; 

en el caso de ratones jóvenes se mostró que Epi es capaz de incrementar en un 16% los niveles 

de miogenina y en un 19% los de MyoD, en el músculo cuádriceps (Gutierrez-Salmean, et al., 

2014). 
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También se ha reportado en un modelo de distrofia muscular, con ratones deficientes para el 

gen δ- sarcoglicano, que el tratamiento de Epi 1mg / kg (cada 12h) mejora el equilibrio de 

óxido/reducción, incluyendo proteínas relacionadas con la función mitocondrial, y disminuyendo 

la fibrosis tanto en el músculo esquelético, como cardiaco (Ramirez-Sanchez, et al., 2014; 

McDonald, et al., 2021; Taub, et al., 2013). 

Por su parte, Ramírez y cols. (2013), observaron que en pacientes con diabetes tipo 2 y en 

ratones con una dieta alta en grasa, ambos con niveles muy elevados de especies reactivas de 

oxígeno, el tratamiento con Epi en combinación con el ejercicio incrementó de manera 

significativa las enzimas antioxidantes (superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa y catalasa), 

además de funcionar como un estimulante angiogénico, dos veces más elevado en los 

músculos aerobios.  

Estos son sólo algunos ejemplos de la actividad de Epi en diferentes modelos con miopatía, sin 

embargo, no se sabe con exactitud el efecto que tiene Epi de acuerdo al metabolismo muscular, 

ni de acuerdo a un daño inducido por quimiotoxicidad, el cual es agudo y transitorio, por lo que 

es interesante llevar a cabo esta evaluación y poder discernir cuál es la vía que sigue la 

reparación del músculo gastrocnemio (con características oxidativas) y Tibial anterior (con 

características glucolíticas).  
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JUSTIFICACIÓN 

 

La administración de (-)- Epicatequina ha mostrado tener un efecto que promueve la mejora en 

diversas miopatías como la distrofia muscular, sarcopenia, caquexia, por mencionar algunas; 

sin embargo, no se ha caracterizado por completo el efecto de Epi en un daño agudo inducido, 

ni si este efecto es distinto de acuerdo con el metabolismo del músculo. Estos estudios 

permitirán entender mejor la modulación de Epi en el proceso de reparación muscular con el fin 

de utilizarlo en potenciales tratamientos para distintos tipos de miopatías.    
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

¿Mejorará el tratamiento de (-)- Epicatequina la reparación del músculo esquelético con 

diferentes características metabólicas, Tibial anterior y gastrocnemio, después de una lesión 

con BaCl2?   
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HIPÓTESIS 

 

(-)- Epicatequina promueve y acelera la reparación del músculo esquelético de los ratones 

dañados con BaCl2 a través de un incremento en los niveles de proteínas miogénicas y de β-

catenina activa. 
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OBJETIVOS 

 

GENERAL  
 

Evaluar el efecto del flavonol (-)- Epicatequina sobre la reparación del músculo esquelético con 

dos diferentes tipos de metabolismo, oxidativo y glucolítico, después de generar daño químico 

por BaCl2 

PARTÍCULARES 

 

- Generar daño químico a los músculos tibial anterior y gastrocnemio mediante la aplicación 

de BaCl2 al 1.2%, identificado por la presencia de tejido granular y necrosis celular. 

- Determinar el efecto de Epi sobre la reparación del músculo esquelético a través del análisis 

del área de daño generado previamente. 

- Determinar con distintas tinciones histológicas el tamaño de las fibras, número de núcleos 

centrales, fibrosis y tipo de fibras, de los músculos tibial anterior y gastrocnemio. 

- Analizar los factores de regulación miogénica: miostatina, MyoD y miogenina, en los 

músculos aislados, así como la participación de la -catenina (activa) durante la reparación 

del musculo esquelético. 
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MATERIALES Y MÉTODOS  

 

Modelo animal 

 

Para cumplir con el objetivo principal se emplearon ratones machos de 10 semanas de edad de 

la cepa CD1 (Mus musculus domesticus) proporcionado por el Bioterio de la Unidad de Modelos 

Biológicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Todos los ratones fueron 

mantenidos a una temperatura de 26°C, recibieron alimentación ad libitum con croquet chow, y 

ciclos de luz y oscuridad correspondientes a 12h cada uno. 

Todos los procedimientos fueron realizados bajo los lineamientos de la World Medical 

Association (Declaration of Helsinki) y la Guía para el Cuidado y uso de animales de laboratorio 

del Institute of Laboratory Animal Resources (http://www.nal.usda.gov/awic/animal-welfare-act), 

aprobado en México por la National Academy of Medicine y en acuerdo con la Norma Oficial 

Mexicana NOM-062-ZOO-1999. 

El modelo presentado tiene la característica principal de ser una cepa de ratones no 

consanguínea, lo cual nos permite una amplia variabilidad genética, importante en la 

elaboración de estudios donde se pretende generar tratamientos farmacológicos. 

Los músculos analizados fueron el Tibial anterior y el gastrocnemio, dos músculos con 

características metabólicas diferentes, siendo el primero más glucolítico y el segundo, oxidativo; 

lo cual nos permitió conocer la respuesta que tiene Epi en dos microambientes diferentes.  

A continuación, se presentan las características estructurales y metodológicas de cada músculo 

evaluado. 

 

 

 

 

http://www.nal.usda.gov/awic/animal-welfare-act
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Tibial anterior  

 

Para los análisis llevados a cabo en el músculo Tibial anterior (TA), se utilizaron ratones machos 

de la cepa CD1 de 10 semanas de edad, 6 ratones para cada grupo, en cada uno de los 

experimentos, excepto para los Westerns blots en los cuales se usaron 12 ratones por grupo.  

El músculo TA presenta una prevalencia de fibras tipo 2 en un 99% como se presenta en la 

Tabla 1 (Bloemberg & Quadrilatero, 2012). En el corte transversal teñido con tricrómico 

modificado de Gomori, se aprecia de color azul a las fibras tipo II, y de color rojo a las fibras tipo 

I (Figura 4).  

Tabla 1. Caracterización del tipo de fibras que presenta el TA. 

 Tipo de fibras 

Músculo de ratón Fibras 
contadas 

Tipo I Tipo 
I/IIA 

Tipo IIA Tipo 
IIAX 

Tipo IIX Tipo 
IIXB 

Tipo IIB 

Tibial 
anterior roja 

Población 
(%) 

857±50 0.6±0.6 0 18.2±2.4 8.3±0.5 44.7±1.9 3.0±0.5 25.1±1.6 

Tibial 
anterior 
blanca 

Población 
(%) 

600±59 0 0 0.6±0.3 4.4±0.5 16.3±1.7 7.7±1.2 70.9±1.8 

Tabla modificada de Bloemberg, 2012 (Bloemberg & Quadrilatero, 2012). 
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Figura 4 Microfotografía de una sección transversal del músculo Tibial anterior sin daño 
y sin Epi, teñido con tricrómico modificado de Gomori. Corte transversal del músculo TA 
SD-E observado con el objetivo de 2.5x, se aprecia que dicho músculo se encuentra constituido 
por fibras tipo II (color azul), de metabolismo glucolítico. 

 

Gastrocnemio 

 

Para los análisis llevados a cabo en el músculo gastrocnemio se utilizaron ratones machos de 

la cepa CD1 de 10 semanas de edad, 3 ratones para cada grupo, en cada uno de los 

experimentos, excepto para los Westerns blots en los cuales se usaron 6 ratones por grupo. 

Presenta una composición heterogénea (Tabla 2), con alrededor de 84% de fibras tipo II y de 

un 16% de fibras tipo I (Figura 5). 
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Tabla 2. Caracterización del tipo de fibras que presenta el músculo gastrocnemio 

 Tipo de fibras 

Músculo de ratón 
Gastrocnemio 

Fibras 
contadas 

Tipo I Tipo I/IIA Tipo IIA 
Tipo 
IIAX 

Tipo IIX 
Tipo 
IIXB 

Tipo IIB 

Rojo (2) Población 
(%) 

681±63 7.9±0.5 0.2±0.1 41.6±1.3 5.0±0.4 19.6±2.1 3.6±0.4 22.2±1.1 

Heterogéneo 

(3) 
Población 

(%) 
576±68 0 0 20.9±1.6 3.6±0.4 14.8±1.1 4.9±0.8 55.7±1.4 

Blanco (1) Población 
(%) 

669±101 0 0 0 0 1.6±0.6 1.5±0.4 97.0±0.8 

Tabla modificada de Bloemberg & Quadrilatero (2012).  

 

 

Figura 5. Microfotografía ilustrando un corte transversal de un músculo gastrocnemio sin 
daño y sin Epi teñido con tricrómico modificado de Gomori. Corte transversal del músculo 
gastrocnemio, se observa de color azul a las fibras tipo II, y de color rojo a las fibras tipo I; así 
como las 3 regiones características de este tejido: 1. Blanca, con prevalencia de fibras tipo II; 
2. Roja, con prevalencia de fibras tipo I; y 3. Heterogénea, con ambos tipos de fibras. 
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Diseño experimental  

 

Con el fin de examinar los efectos de Epi sobre los músculos Tibial anterior (TA) y gastrocnemio 

dañados con BaCl2, se realizaron 4 grupos por cada tiempo (con un número de individuos de 

n=6 y n= 3 animales por grupo, respectivamente para cada músculo): el grupo dañado con 

BaCl2 y sin tratamiento (CD -E), el grupo dañado y con tratamiento (CD+E), el grupo sin daño y 

administrado sólo con agua y DMSO al 0.2% (SD-E), y el grupo sin daño y con tratamiento 

(SD+E).  

A las 10 semanas de edad, la pierna derecha de los ratones a nivel del TA y gastrocnemio, fue 

lesionada con 50 µl de BaCl2 al 1.2%, inyectado en 5 puntos equidistantes. Una hora después 

del daño, los ratones fueron tratados con el vehículo (agua + DMSO al 0.2%) o con Epi 1 mg/kg 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA, con el ≥ 97% de pureza), disuelta en agua + DMSO al 0.2%, 

este tiempo corresponde al tiempo 0h. La administración del vehículo o de Epi fue por vía 

intragástrica con una cánula, cada 12h hasta el momento del sacrificio.  

Después del tratamiento, los ratones fueron sedados con Ketamina 80 mg/kg (ketamine 

hydrochloride 200 mg/mL), y Xilacina 10 mg/kg (xylazine hydrochloride 20 mg/mL) administrado 

vía intraperitoneal; posteriormente, fueron sacrificados por dislocación cervical. 

Los músculos de cada ratón fueron colectados y usados para el análisis histológico, bioquímico 

y molecular en diferentes tiempos 0h (1 h después del daño), 12 h y 1 día después del daño; 

con el fin de evaluar el efecto de Epi en la estructura morfológica del músculo se decidió analizar 

los músculos a las 2, 4 y 15 días posteriores a daño.   

 

Modelo de daño muscular con BaCl2  

 

El cloruro de bario ha sido utilizado como agente que daña el músculo esquelético al bloquear 

los canales de K, incrementar el Ca2+ y generar mionecrosis, a través de una prolongada 

despolarización de las miofibras (Jung, et al; 2019), así como generar pérdida de las uniones 

neuromusculares y perfusión capilar, efectos observados desde la primera hora de exposición 

(Morton, et al; 2019). Murphy y cols. (2011), observaron que el daño muscular con BaCl2, genera 
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hipercontración de la miofibra y su muerte, sin afectar a las poblaciones mononucleares, ni a 

las células satélites o a los fibroblastos; así mismo, observaron que los fibroblastos aislados 

expresan Tcf4 y colágena VI, factores importantes durante la muerte celular por apoptosis y en 

la reconstitución de la matriz extracelular durante la reparación muscular (Urciuolo, et al; 2013).  

Antes de generar el daño por BaCl2 todos los animales fueron anestesiados con ketamina 

(PiSA) 80 mg/kg y xilacina (PiSA) 5mg/kg inyectado vía intraperitoneal; posteriormente el daño 

fue generado con 50 μl de BaCl2 (~57mM) al 1.2% en agua estéril y desionizada (Sigma Aldrich, 

MO, USA), se inyectó únicamente la pierna derecha en 5 puntos equidistantes, 10 µl cada punto, 

con una jeringa de insulina; la pierna izquierda sirvió como control y fue catalogada como el 

músculo sin daño (SD). 

 

Análisis histológico  

 

Con el fin de evaluar las alteraciones en la estructura del músculo, tanto el TA como el 

gastrocnemio de las piernas posteriores, derecha e izquierda, fueron disecados y congelados 

con isopentano enfriado con nitrógeno líquido, posteriormente se realizaron cortes seriales de 

7 μm de ancho, los cuales fueron teñidos con Hematoxilina y Eosina (H&E), y con tricrómico 

modificado de Gomori (TG) para caracterizar el tipo de fibras presentes en los músculos, fibras 

rojas= tipo I, fibras azules= tipo II.   

 

Análisis morfométrico 

 

Para el análisis morfométrico se utilizó en todos los casos una sección al mismo nivel de 

profundidad y se tomaron microfotografías de toda el área, los cortes fueron observados a una 

amplificación de 10x y con el programa AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 se analizó el área de las 

fibras de cada músculo, para lo cual se tomaron al azar 200 fibras.  

Para el porcentaje de núcleos centrales se contaron todas las fibras con núcleos al centro con 

respecto al total de las fibras, con el software “ImageJ”.  
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El porcentaje de área de daño fue considerado como el total de área que presentaba tejido 

granular con respecto al área total, esto fue realizado en la misma sección empleada para la 

medida del área de las fibras y los núcleos centrales. 

 

Análisis molecular por Western blot  

 

Aproximadamente 50mg de músculo del TA o del gastrocnemio fueron homogenizados en una 

solución de buffer de lisis NP-40 (Tris HCl 50mM, NaCl 150mM, Igepal al 1%) suplementado 

con una mezcla de cocktail de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Thermo Fisher # A32959).  

La concentración de proteína total fue obtenida a través del método de Bradford, posteriormente 

50 μg de proteína fue cargada en un gel SDS-PAGE de tipo desnaturalizante al 10% y 

electrotransferido a una membrana de nitrocelulosa (0.45 μm2, Pierce, P01-88018).  

Las membranas fueron incubadas por 1 h en solución de bloqueo (leche baja en grasa al 5% 

en TBS con Tween 20 al 0.05% (TBS-T), continuando con una incubación por 14 h a 4°C con 

el anticuerpo primario apropiado, utilizado de acuerdo con las especificaciones del fabricante: 

GAPDH (1:3000 Thermo Fisher # MA5-15738), β-Catenina (1:800 Cell Signaling #88145), 

Miostatina (1:500 Thermo Fisher # PA5-11936), MyoD (1:500 Thermo Fisher # MA1-41017), 

Miogenina (1:200 Thermo Fisher # F5D). 

Posteriormente las membranas fueron lavadas (3 veces, 5 min cada una) con TBS-T 0.05% y 

se colocaron en incubación con el anticuerpo secundario- HRP: Anti Mouse 1:10000 (Jackson 

#715-035-150) o Anti rabbit 1:10000 (Cell Signaling #7074s) por una hora.  

La detección de las proteínas de interés fue realizada con SuperSignal™ West Femto 

Chemiluminescent Substrate kit (34095, Thermo Scientific), y el análisis cuantitativo fue 

realizado con el programa LI-COR Image Studio™ 

(http://www.licor.com/bio/products/software/image_studio_lite/). 

 

 

http://www.licor.com/bio/products/software/image_studio_lite/
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Análisis estadístico 

 

Todos los valores obtenidos serán expresados como media ± SEM, el análisis se llevó a cabo 

a través del programa GraphPad Prism 7.  

La distribución de los datos fue probada a través de la prueba de Kolmogorov-Smirnov test. De 

acuerdo a los datos se emplearon las pruebas de Mann Whitney, o ANOVA de dos vías, con el 

fin de determinar las diferencias entre los grupos se usaron pruebas post hoc, las diferencias 

estadísticamente significativas fueron determinadas cuando el valor de P fue < 0.05  
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RESULTADOS 

 

Epi promueve la reparación del músculo Tibial anterior  

 

El objetivo de la presente tesis fue evaluar el efecto de Epi sobre la reparación de dos músculos 

metabólicamente diferentes, por lo que en un principio se decidió estudiar al músculo Tibial 

anterior (predominantemente glucolítico) y al músculo gastrocnemio (predominantemente 

oxidativo) de acuerdo con Hardy y cols. (2016), la evaluación se planteó hacerse sólo a los 2, 4 

y 15 días después del daño, ya que es el momento en el que se observa una mayor cantidad 

de células satélites activas. Sin embargo, después de observar que el efecto de Epi comienza 

antes de los dos días (Figura 6A); decidimos evaluar tiempos menores: 1 hora después del daño 

(0h), 12h y un día después del daño (Figura 7).   

El músculo sin daño (sin tratamiento, y con tratamiento), presenta una estructura homogénea 

con fibras poligonales, dispuestas en mosaico y con núcleos en la periferia; dichas 

características se mantienen en todos los tiempos. Por otra parte, para los grupos con daño, se 

puede observar pérdida de la estructura muscular.  

A los dos días después del daño la infiltración de tejido granular es mayor para el grupo que no 

recibió tratamiento, mientras que en el grupo con tratamiento se manifiestan signos de 

reparación muscular, presentándose fibras con núcleos centrales, señal de adición celular. 

Posteriormente a los 4 días después del daño, aunque para los grupos CD-E y CD+E aún se 

observan áreas de daño, es factible observar que en el grupo con Epi tiene una menor área con 

necrosis e inflamación. Finalmente, a los 15 días se observa en ambos grupos la presencia de 

núcleos centrales, aunque claramente en el grupo que no recibió tratamiento las fibras son más 

pequeñas que los músculos de los animales que recibieron Epi (Figura 6B). 
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Figura 6. Epi disminuye el área de daño desde el primer día después del daño. A. La tinción 
con Hematoxilina e Eosina muestra que en el músculo dañado hay pérdida de la estructura 
muscular e infiltración de tejido granular (flecha roja). B. Los ratones con daño y con Epi (CD+E) 
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mostraron menos área de daño desde el día uno *p=0.014, después de dos días, la reducción 
del daño fue más contundente, ya que se reduce a una tercera parte con respecto al día previo 
**p= 0.0042 en comparación con los ratones que no recibieron tratamiento. Todos los datos son 
presentados como media ± EE y fueron analizados por ANOVA de dos vías, posteriormente por 
comparaciones múltiples con la prueba de Sidak, n=6 por grupo. 

 

Después de analizar el área de cada ratón, se observaron diferencias importantes entre los 

grupos con daño y con tratamiento (CD+E) desde el primer día, el cual disminuye 

aproximadamente a una tercera parte con respecto al control con daño CD-E, de 24.15 ± 5.5 y 

48.32 ± 6.437µm2, respectivamente; p < 0.05; es interesante observar que el tratamiento de Epi 

presenta efecto hasta las 24h después del tratamiento, ya que a las 12h no hay diferencias 

significativas y el daño es heterogéneo para ambos grupos (Figura 6B). Por otra parte, a las 0h 

el daño no fue observable, por lo que podemos deducir que el efecto del cloruro de bario 

requiere de más de 1h para generar el daño (Figura 7). 

 

Figura 7. El área de daño a las 12h no muestra diferencias entre los grupos con daño. 
Cortes transversales del TA, teñidos con H y E, no hay presencia de daño a las 0h, a las 12h el 
área de daño (flecha roja) en la fibra es similar entre los grupos CD; sin embargo, es notorio 

SD-

0h 

SD+

12h 

1d 

CD- CD+
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que 1d después disminuye el daño y hay presencia de reparación celular, núcleos centrales 
(flecha negra), en el grupo con daño y tratamiento CD+E. 

Los núcleos centrales en las fibras musculares representan la fusión de los mioblastos a las 

fibras dañadas (Randolph & Pavlath, 2015). Esta característica resulta ser muy útil cuando se 

requiere evaluar de manera indirecta la reparación del músculo.  

Al hacer la cuantificación de los núcleos centrales con respecto al total de fibras por sección 

transversal del músculo TA, se pudo observar que durante las primeras 12h después del daño 

muscular el grupo CD+E presenta mayor cantidad de núcleos centrales con respecto al grupo 

CD-E de 2.8 ± 0.388 y 1.332 ± 0.444, respectivamente (p = 0.032); mientras que los músculos 

SD+E presentan menor cantidad de fibras musculares con núcleos (0.772 ± 0.281, p = 0.0025). 

A las 24 horas, los músculos del grupo SD-E presentan menos núcleos centrales en 

comparación con los ratones CD-E (2.712 ± 0.219 y 12.728 ± 3.852, respectivamente; p= 

0.0174), a los dos días el grupo CD+E muestra una mayor cantidad de núcleos centrales con 

respecto a el grupo SD-E (1.156±0.263 y 6.425±2.27; ap=0.0372) y al grupo SD+E (1.222±0.219 

y 6.425±2.27; bp=0.0402); subsecuentemente a los cuatro días hay una mayor cantidad de 

núcleos del grupo CD+E con respecto al grupo SD+E (3.256 ± 0.934 y 0.622 ± 0.107, 

respectivamente; cp = 0.0076) y finalmente a los quince días entre los grupos SD+E vs. CD-E 

(0.106 ± 0.04 y 38.378 ± 8.554; dp= 0.0037) y SD+E vs. CD+E (0.106 ± 0.04 y 40.26 ± 6.533 

ep=0.0017) se muestra que la mayor cantidad de núcleos prevalece en las piernas dañadas 

(Figura 8).  
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Figura 8. Porcentaje de núcleos centrales presentados después del daño. Porcentaje de 
fibras con núcleos centrales con respecto al total de fibras por sección del músculo TA, a las 
12h el grupo CD+E muestra diferencias significativas con respecto a los grupos CD-E y SD+E 
##p=0.03, #p=0.0025 respectivamente; posteriormente a las 24h el grupo con el tratamiento no 
continúa incrementando el número de núcleos centrales, manteniendo sólo el grupo CD-E la 
significancia con respecto al SD-E ###p=0.0174; a los dos días entre los grupos SD-E vs. CD+E 
(1.156±0.263 y 6.425±2.27; ap=0.0372) y SD+E vs. CD+E (1.222±0.219 y 6.425±2.27; 
bp=0.0402); a los cuatro días entre los grupos SD+E vs. CD+E (0.622 ± 0.107 y 3.256 ± 0.934, 
respectivamente; cp = 0.0076) y finalmente a los quince días entre los grupos SD+E vs. CD-E 
(0.106 ± 0.04 y 38.378 ± 8.554; dp= 0.0037) y SD+E vs. CD+E (0.106 ± 0.04 y 40.26 ± 6.533 
ep=0.0017). Todos los datos son presentados como media ± SEM, fueron analizados por 
ANOVA de dos vías, posteriormente por comparaciones múltiples con la prueba de Sidak, n=6 
por grupo. 

 

Epi promueve la reparación del músculo gastrocnemio 

 

A los 2 días de haber generado el daño con BaCl2, el músculo gastrocnemio de los ratones con 

tratamiento con Epi, mostraron una reducción significativa en el porcentaje de área dañada, 

respecto a aquellos que no recibieron tratamiento de 69.001% ± 10.53 en CD-E a13.054% ± 

4.756 para CD+E (*p=0.0366). Sin embargo, antes de las 12h después del daño no hay 

diferencias significativas, lo cual indica que la acción de Epi es morfológicamente observable 

posterior a este tiempo (Figura 9). 
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Figura 9. Epi disminuye el área de daño del músculo gastrocnemio. Gráfica del área de 
daño de los grupos con daño, a las 12h no hubo diferencias significativas, sin embargo, 2 días 
posteriores al daño, el tratamiento con Epi muestra una disminución de 69.001% ± 10.53, para 
CD-E, a 13.054% ± 4.756 para CD+E, de manera significativa (*p=0.0366). Todos los datos 
están expresados como mediana ± SEM, los datos fueron analizados a través de ANOVA de 
dos vías, y múltiples comparaciones Sidak, n=3 por grupo. 

 

Epi no modifica el nivel de proteína de miostatina durante la reparación del músculo Tibial 

anterior  

 

Puesto que el proceso de reparación fue antes de los dos días, decidimos evaluar tiempos 

previos con diferentes marcadores de crecimiento muscular tal como miostatina, y de 

miogénesis como miogenina y MyoD a los 0h, 12h y 24h.  

En los tiempos señalados después del daño infligido al músculo Tibial anterior, no se observaron 

cambios significativos en los niveles de miostatina a las 0h, 12h y 1 día entre los grupos, aunque 

sí un incremento a partir de las 12h (Figura 10). Sin embargo, para el caso de la proteína MyoD 

se manifiesta un aumento desde las primeras 12 horas después del daño, incrementando de 

manera significativa en el grupo CD+E a las 24h (Figura 11). Por otra parte, miogenina 

únicamente incrementa en los grupos con daño; posteriormente a las 24h se observa un repunte 

en el grupo CD+E (Figura 12). Caso semejante se observó en la proteína β-catenina (activa), 
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ya que presenta diferencias significativas desde la primera hora después del daño (0h), con el 

paso del tiempo se hace prominente en el grupo con tratamiento CD+E (Figura 13). 
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Figura 10. Miostatina no se modifica significativamente con el tratamiento con Epi en el 

músculo TA. Los análisis por Western blot muestran un incremento en miostatina desde las 

12h después del daño, sin embargo, no hay diferencias significativas entre los grupos, n=6 por 

grupo. Todos los datos están expresados como media ± SEM y fueron analizados por la prueba 

de Mann Whitney para los grupos de 0h, y con ANOVA de dos vías y pruebas post hoc Tukey 

HSD para la comparación entre grupos y tiempos n= 12 por grupo. 

SD- E     CD-E         SD-E     SD+E     CD-E     CD+E     SD-E       SD+E     CD-E    CD+E 

0h                                           12h                                                 1 día 

Miostatina 43KDa 

Gapdh   36KDa 
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Figura 11. Epi incrementa MyoD después de un día de tratamiento en el grupo con daño 

en el músculo TA. El aumento de la proteína MyoD fue significativo a las 12h en el grupo CD-

E vs. SD-E (# p = 0.015). Posteriormente a las 24h el grupo CD+E presenta una mayor cantidad 

de proteína comparado con los otros grupos, vs. CD-E, 1a p = 0.0077; vs. SD+ E, 2ap = 0.0001; 

y vs. SD-E, 3a p = 0.0001. La elevación en la cantidad de proteína, también fue observada en 

los grupos CD-E vs. SD-E (## p = 0.0095). Todos los datos están expresados como media ± 

SEM y fueron analizados por la prueba de Mann Whitney para los grupos de 0h, y con ANOVA 

de dos vías y pruebas post hoc Tukey HSD para la comparación entre grupos y tiempos n= 12 

por grupo. 
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Figura 12. Epi incrementa miogenina después de un día de daño en el grupo con daño en 

el músculo TA. El aumento en el nivel de proteína de miogenina fue observado desde el tiempo 

0h e el grupo con daño (** p = 0.044). Posteriormente, esta misma proteína mostró en el día 1, 

un incremento significativo en el grupo CD+E comparado con los otros grupos (CD-E, 2a p = 

0.0142; SD+E, 2b p = 0.0019; and SD-E, 2c p = 0.001). Todos los datos están expresados como 

media ± SEM y fueron analizados por la prueba de Mann Whitney para los grupos de 0h, y con 

ANOVA de dos vías y pruebas post hoc Tukey HSD para la comparación entre grupos y tiempos 

n = 12 por grupo. 
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Figura 13. Epi incrementa β-catenina (activa) después de un día en el grupo con daño en 
el músculo TA. El tratamiento con Epi incrementa el nivel de β-catenina, tanto en el músculo 
lesionado como en el no lesionado, CD+E vs. CD-E (a p = <0.05), vs. SD+E (bp = 0.002) y vs. 
SD-E (c p = 0.0006). Todos los datos están expresados como media ± SEM y fueron analizados 
por la prueba de Mann Whitney para los grupos de 0h, y con ANOVA de dos vías y pruebas 
post hoc Tukey HSD para la comparación entre grupos y tiempos n=12 por grupo. 

 

Epi no modifica los niveles de proteína de - catenina (activa) durante la reparación del 

músculo gastrocnemio 

 

Después de analizar por western blot los niveles de proteínas, MyoD se observa un incremento 

significativo desde los primeros tiempos SD-E vs. CD-E ##p=0.0087, a las 12h el nivel de dicha 

proteína incrementa entre los grupos con daño, aunque no son significativamente diferentes 

(Figura 14). Para el caso de Miogenina presenta diferencias significativas entre los grupos con 

daño y sin daño hasta las 12h (SD-E vs. CD-E **p=0.0385; SD+E vs. CD-E *p=0.0324), este 
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cambio en el nivel de proteína continúa hasta un día después del daño, pero interesantemente 

para el caso del grupo SD+E muestra un incremento importante con respecto al SD-E 

#p=0.0215, aproximadamente cuatro veces más (Figura 15). Finalmente, no se observaron 

diferencias significativas para la proteína β-catenina (activa) a las 0h después del daño, 

posteriormente a las 12h se observan diferencias solo para el grupo CD-E (++p=<0.004) con 

respecto a los demás grupos, y un día después no se observan diferencias (Figura 16). 
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Figura 14. Epi no modifica MyoD en ninguno de los grupos en el músculo gastrocnemio. 
El factor de miogénico MyoD incrementa de forma inmediata a las 0h (SD-E vs. CD-E ## p = 
0.0087), y continúa a las12h, pero no es lo suficientemente grande para ser significativa en el 
grupo con tratamiento, se presenta de forma constante en el resto de los grupos hasta las 24h 
después del daño. Todos los datos están expresados como media ± SEM y fueron analizados 
por ANOVA de dos vías y pruebas post hoc Tukey HSD para la comparación entre grupos, n = 
6 por grupo. 
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Figura 15. Epi promueve una mayor cantidad de miogenina en el grupo SD+E en el 
músculo gastrocnemio un día después del daño. Miogenina no muestra diferencias 
significativas a las 0h, hasta las 12h se observa diferencias entre los grupos CD-E vs. SD-E 
(**p=0.0385), y SD+E vs. CD-E (*p=0.0324), finalmente, 1 día después del daño, el nivel de 
miogenina se mantiene en todos los grupos con daño, aunque de manera interesante en el 
grupo SD+E incremente con respecto a SD-E de manera significativa #p = 0.0215. Estos 
resultados muestran que el tratamiento con Epi incrementa los niveles de miogenina en un 
grupo en el cual no presenta ningún tipo de daño al primer día. Todos los datos están 
expresados como media ± SEM y fueron analizados por ANOVA de dos vías y pruebas post 
hoc Tukey HSD para la comparación entre grupos, n= 6 por grupo. 
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Figura 16. Epi no modifica los niveles de -catenina (activa) en el músculo gastrocnemio. 
La evaluación por Western blot mostró que no hay diferencias significativas en β-catenina 
(activa) a las 0h después del daño, posteriormente a las 12h se observan diferencias 
significativas en el grupo con daño y sin tratamiento CD-E ++ p= <0.004, con respecto al resto 
de los grupos. Todos los datos están expresados como media ± SEM y fueron analizados por 
ANOVA de dos vías y pruebas post hoc Tukey HSD para la comparación entre grupos, n = 6 
por grupo. 

 

Epi promueve la recuperación del área de las fibras dañadas a los 15 días del músculo 

Tibial anterior  

 

En la Figura 6A se muestran los cortes transversales del músculo TA obtenidos en los días 2, 

4 y 15 días. Como se había señalado, el proceso de reparación en CD-E fue más lento que el 

grupo CD+E; después de 4 días se observó aún una gran cantidad de tejido granular en el grupo 

CD-E. No se observaron diferencias significativas en el área transversal de las fibras ni a los 2, 

ni a los 4 días, pero a los 15 días las fibras de los músculos dañados y con tratamiento CD+E 

incrementaron de área de manera significativa (*p=0.0243, #p=0051, ##p=0311) con respecto el 
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resto de los músculos (Figura 17A). El incremento en el área transversal no se encontró 

asociado a la adición de mioblastos a la fibra, ni el número de fibras, o en el peso de los animales 

(Figura 17ByC). 
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Figura 17. Epi promueve la recuperación del área del músculo dañado a los 15 días en el 
músculo TA. A. Gráfica del área de 200 fibras por músculo medidas con Axio Vision a un 
objetivo de 10x, el grupo que presenta diferencias significativas es CD+E *p= 0.0243 con 
respecto al resto de los grupos a los 15 días, y entre el mismo grupo CD+E en el tiempo vs. 2 y 
4 días #p=0.0051; ##p=0.0311. B. C.  El conteo total del número de fibras y el peso cada uno 
de los ratones no mostró diferencias significativas. Todos los datos están expresados como 
media ± SEM, los datos fueron analizados a través de ANOVA con pruebas post hoc para la 
comparación entre grupos, Tukey HSD, n=6 por grupo. 
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Epi promueve la hipertrofia en las fibras tipo II del músculo gastrocnemio 

 

La proteína miosina es esencial para la maquinaria que genera la contracción en el músculo 

esquelético, y existen diferentes isoformas que contribuyen a la diversidad de los diferentes 

tipos de fibras (Pette & Staron, 2000). Debido a estas características, resulta interesante 

analizar el efecto de Epi sobre los tipos de fibras musculares. Por lo anterior, se analizó la 

morfometría del músculo gastrocnemio a través de cortes transversales (CSA µ²) de las fibras 

a las 0h 12h y 15 días después del daño, a través de la tinción de tricrómico modificado de 

Gomori (Figura 18). Después de una hora de haber realizado el daño (0h), no se observaron 

diferencias significativas en el área transversal de los músculos de los grupos analizados. Sin 

embargo, a partir de las 12h se observan diferencias de acuerdo al tipo de fibra. Las fibras tipo 

I (lentas y oxidativas), muestran diferencias entre los grupos SD y CD, pero no entre los grupos 

con y sin tratamiento, tanto a las 12h como a los 15 días *p=0.0001, #p=0.0001; mientras que 

las fibras tipo II (rápidas y glucolíticas) de los ratones SD+E muestran un área más pequeña a 

las 12h con respecto a los demás grupos **p=0.0001; por otro lado, a los 15 días las fibras tipo 

II muestran diferencias significativas en los grupos tratados, ya que éstas son más grandes que 

aquellos ratones que no recibieron tratamiento (SD-E vs. SD+E  ##p=0.0115; CD-E vs. CD+E 

###p=0.0003), y entre los grupos con daño y los grupos sin daño (SD vs. CD +p=0.0001). De 

nuestros resultados podemos asumir que Epi por sí misma, induce un incremento en el área 

transversal de las fibras tipo II, pero no en las fibras tipo I del músculo gastrocnemio.  
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Figura 18. Epi incrementa el tamaño de las fibras tipo II, del músculo gastrocnemio a los 
15 días. Arriba. Se observa a través de la tinción tricrómico modificado de Gomori el proceso 
normal de reparación que tiene el músculo gastrocnemio en los músculos dañados, así como 
las características morfológicas que presentan los músculos sin daño, de color azul se observan 
a las fibras tipo II, y de color rojo se observan a las fibras tipo I. Abajo. En las gráficas podemos 
observar que las fibras tipo I, sólo muestran diferencias significativas entre los grupos CD y SD 
a las 12h *p=0.0001 y a los 15 días #p=0.0001, mientras que las fibras tipo II presentan cambios 
en el área a las 12h en el grupo SD+E **p=0.0001, las cuales son más pequeñas que las fibras 
del resto de los grupos; posteriormente a los 15 días después de daño, las fibras tipo II, 
muestran diferencias con respecto a los grupos con tratamiento, aquellos que recibieron 
tratamiento con Epi son más grandes que los que no lo recibieron (SD-E vs. SD+E ##p=0.0115; 
CD-E vs. CD+E ###p=0.0003, así como entre los grupos CD y SD +p=0.0001. Todos los datos 
están presentados como mediana ± SEM y fueron analizados por ANOVA de una vía y 
comparaciones múltiples de Dunn entre grupos para cada tiempo, n= 3 por grupo. 
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DISCUSIÓN  

 

En este estudio se analizó el efecto de Epi sobre dos tipos de músculo con diferente 

metabolismo y función, Tibial anterior y gastrocnemio, después de un daño químico agudo a 

través de la aplicación intramuscular de BaCl2.  

El daño químico causado por BaCl2 (Harris & Cullen, 1990); ha sido empleado en múltiples 

ocasiones para el estudio de diversas fisiopatologías en las que existe alteración de las fibras 

musculares (Morton, et al., 2019), continuando con una posterior regeneración de las miofibras, 

sin afectar a las células satélite (Hardy, et al., 2016).  En este estudio mostramos que, después 

del daño químico generado por este compuesto, la reparación es visible desde las primeras 24h 

para ambos músculos. Para el caso del TA, la activación de ciertos factores como β-catenina y 

miogenina se dio inmediatamente después del daño, e incluso la reparación del músculo tratado 

con Epi fue más rápida en comparación con los grupos sin tratamiento; lo cual es interesante 

ya que, de acuerdo a Liu, y cols. (2013) este tipo de daño presenta la activación de genes 

asociados en la reparación y en la quimiotaxis hasta después de 36 horas. La relativa rápida 

acción de la Epi sobre el músculo después de su administración, guarda relación con las 

concentraciones de Epi y sus metabolitos en plasma, reportados una hora después de su 

consumo por Kopustinskiene (2015). 

Así mismo, el daño agudo que se observa antes de las 12h, presenta un comportamiento similar 

en los grupos de ratones con tratamiento y sin tratamiento en cada uno de los músculos 

evaluados. Sin embargo, si se comparan los músculos TA y el gastrocnemio, se puede observar 

que el músculo gastrocnemio continúa con el aumento en el área de daño, después de las 12h 

en el grupo sin tratamiento en comparación con el TA, ya que, en este último, el nivel de daño 

se mantiene con el tiempo. Lo anterior, nos permite proponer que la manifestación de daño 
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depende el tipo de músculo en estudio. Conviene resaltar que tal diferencia en la reparación de 

daño ya había sido reportada por otros autores, por ejemplo, Zimowska, y cols. (2008), 

describieron que después de un daño mecánico por aplastamiento, la miolisis fue más rápida, 

extensa y heterogénea en el músculo con predominio oxidativo en comparación con músculo 

más glucolítico. Por lo que la fase de reparación fue más rápida en el músculo glucolítico a los 

5 y 7 días que en el oxidativo, el cual tuvo los mayores niveles de reparación hasta el día 14. 

Esto es importante, ya que, al observar el comportamiento de las proteínas miogénicas en la 

reparación, vemos que es mucho más drástica su presencia en el TA que en el gastrocnemio. 

El daño generado por BaCl2 induce un proceso inflamatorio de tipo agudo con un pico a las 12h 

después del daño. La inflamación es un factor importante en la reparación, ya que se ha 

documentado que la activación de las células satélites depende de las células proinflamatorias 

tanto en modelos in vitro como in vivo (Ceafalan, et al., 2018; Arnold, et al., 2007). Cuando la 

inflamación es persistente, incrementa el estrés oxidativo y otros factores que no permiten una 

adecuada reparación del músculo esquelético, generando de esta forma fibrosis, tal es el caso 

de las distrofias musculares o incluso el envejecimiento (Preußeab, et al., 2019; Stearns-Reider, 

et al., 2017; Choi, et al., 2015). Un factor que promueve la inflamación y genera fibrosis es la 

proteína miostatina, una proteína que pertenece a la familia de TGF-β y que afecta de manera 

negativa el crecimiento muscular (Lee S. J., 2004; Bo Li, et al., 2012; Sharma, 2015). Ante esto, 

nuestro grupo de trabajo ha demostrado que Epi disminuye la fibrosis en el músculo esquelético 

distrófico y promueve la generación de enzimas antioxidantes que reducen el estrés oxidativo 

(Ramirez-Sanchez, et al., 2014). Sin embargo, en este estudio no observamos fibrosis generada 

debido al daño por BaCl2, ni tampoco incremento en los niveles de miostatina en el TA, lo que 

concuerda con lo reportado por Hardy y cols. (2016), quienes señalan que el daño químico por 
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BaCl2 no hay una deposición excedente de matriz extracelular que permita remplazar al tejido 

muscular, ni una respuesta inflamatoria después de las 18h, por lo que se sugiere que el efecto 

de Epi es modulado de manera diferente de acuerdo con cada tipo de microambiente en el que 

se encuentra. 

A pesar de que se requiere de un mayor número de observaciones, es factible señalar que entre 

las 12 y 24 horas después del daño, existe un incremento en el tejido granular. Sin embargo, 

en el caso de los ratones que recibieron tratamiento, no hay un mayor incremento en el área 

con daño después de las 12h, como en el gastrocnemio; en el músculo TA, incluso disminuyó 

un 50% con respecto a grupo sin tratamiento, y a una tercera parte después de las 48 horas. 

Por otro lado, la activación de proteínas miogénicas también es importante para el 

mantenimiento de la estructura muscular y para su reparación. En el TA observamos un 

incremento de MyoD en los grupos con daño y en el grupo sin daño con Epi después de las 12h 

con respecto al control. Un día después, a pesar de que el grupo con daño y sin tratamiento 

continúa elevado, de manera significativa se observa que en el grupo con daño y con 

tratamiento, incrementa considerable con respecto a los demás grupos. 

Para el caso del gastrocnemio, únicamente en el grupo CD-E a las 0h hay diferencias 

significativas en el nivel de MyoD, posteriormente a las 12h incrementa de manera importante 

para los grupos con daño, y disminuye con el paso del tiempo; es decir, Epi no afecta la cantidad 

de MyoD que encontramos en este músculo en estos tiempos después del daño.   

Aunque ya se había reportado que el tratamiento con Epi en ratones envejecidos incrementa 

MyoD y miogenina, así como la resistencia oxidativa y la angiogénesis (Gutierrez-Salmean, et 

al., 2014), no se había reportado la respuesta diferencial que tiene MyoD en el tibial y en el 

gastrocnemio después del tratamiento. 
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En un modelo de células C2C12, y fibroblastos embrionarios de ratón (MEFs, por sus siglas en 

inglés) aislados de la cepa de ratón C57BL/6, Epi promueve la activación de MyoD a través de 

proteínas involucradas en vías de miogénesis como lo son p38MAPK y Akt (Sang-Jin, et al., 

2017). Por lo que sería interesante llevar a cabo la evaluación de esta vía de señalización y 

comprobar si es la efectora para los cambios observados en el TA de los ratones tratados con 

Epi. 

Por otra parte, miogenina es una proteína miogénica que lleva a cabo un papel relevante en el 

mantenimiento muscular (Kyba, 2016; Magli, 2017; Borisov, 2001). Esta proteína presenta un 

incremento importante de manera inmediata al daño químico tanto en el TA como en el 

gastrocnemio, aunque en este segundo se mantiene hasta las 24h. De manera interesante, se 

observa que hay una mayor cantidad de proteína en el músculo gastrocnemio que en el tibial 

anterior.  

En el tibial, miogenina un día después del daño, tiene diferencias significativas en el grupo 

CD+E con respecto a los demás grupos; para el caso del gastrocnemio hay una mayor 

presencia de esta proteína durante todos los tiempos que se evaluaron en los grupos con daño, 

aunque de manera interesante, presenta diferencias significativas en el grupo sin daño con Epi 

con respecto a los ratones que no recibieron tratamiento a las 24h. 

El comportamiento de cada uno de los factores miogénicos evaluados, podría deberse a que 

los músculos presentan una capacidad regenerativa y estrategias de reparación diferentes 

(Kyba, 2016); por ejemplo, Zimowska, y cols. (2008), demostraron que la respuesta regenerativa 

es diferente para los dos tipos de músculo, prevalentemente glucolítico u oxidativo. Estos 

investigadores mostraron que los mioblastos murinos producen MMP-2 y MMP-9 (las cuales 

son metaloproteasas, que reestructuran la matriz extracelular después del daño) de distinta 
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manera. Por una parte, durante la regeneración el nivel de la MMP-2 es más alto en el músculo 

oxidativo que en el glucolítico. La fusión de los mioblastos derivados del músculo glucolítico fue 

más lenta que en el oxidativo por 1 o 2 días, a pesar de que las células satélites de ambos 

músculos no presentaron diferencias en la expresión de las dos metaloproteasas in vitro.  

De igual manera, Borisov, y cols. (2001) observaron que el músculo extensor largo de los dedos 

(EDL, músculo predominantemente glucolítico) y el músculo sóleo (músculo 

predominantemente oxidativo) manifiestan diferentes niveles de atrofia, estos autores 

mostraron que 2 meses después de la denervación, los niveles de atrofia del músculo EDL fue 

de 3 a 5 veces más grande que los niveles de atrofia que lo mostrado en el músculo sóleo. Por 

lo que estos autores proponen la existencia de dos tipos de respuesta miogénica, y que tienen 

diferentes patrones temporales: la primera respuesta es la miogénesis en la superficie de las 

fibras musculares intactas que mantiene la estructura del fenotipo diferenciado, y la segunda 

respuesta es una regeneración en la cual se reemplaza a la fibra muscular muerta. Estos 

procesos se presentan en repetidos ciclos de degeneración y regeneración; por lo que es de 

esperarse que en nuestro estudio tengamos picos de proteínas e incluso de núcleos centrales 

en diferentes momentos. 

En el músculo TA, aunque los factores miogénicos evaluados se activaron después del daño, 

posteriormente no continuaron incrementando en el grupo CD-E, pero si en el grupo con CD+E, 

lo que sugiere que Epi podría modular algún mecanismo de regulación postraduccional para 

que sea permitida la acumulación de transcritos que generan la proteína, o bien incrementar la 

vida media de la proteína en el citoplasma, lo que permitiría una mayor acumulación de tal 

proteína. 
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Los niveles tanto de MyoD y de miogenina varían de acuerdo con el tipo de fibra y las 

proporciones en cada uno de los músculos esqueléticos (Hughes, 1993), por ejemplo, en rata 

la proteína de miogenina es 9 veces mayor en soleo, en comparación al músculo EDL (Zammit, 

2017). La composición de las fibras afecta directamente la respuesta del músculo al daño, como 

lo reporta Guitart y cols. (2017), en el músculo gastrocnemio después de inducir el daño por 

inmovilización, muestra diferencias en el número de células satélites; no obstante, para el 

músculo soleo no hubo alteración en el número. 

Dicho comportamiento es coincidente con este estudio, en el que el músculo gastrocnemio 

mostró una respuesta diferente de acuerdo al tipo de fibras. Las fibras tipo 2, a los 15 días 

después del daño presentaron un incremento en el área transversal. Armstrong  y Esser (2005), 

identificaron que la vía Wnt/β-catenina es activada durante la hipertrofia generada 

mecánicamente en el músculo plantaris del ratón, un músculo conformado principalmente por 

fibras tipo 2 (Bloemberg & Quadrilatero, 2012); sin embargo, aunque se ha descrito que la 

activación de catenina durante la hipertrofia del músculo esquelético es predominante (Magli, 

2017), en nuestro estudio no observamos cambios en los niveles de β-catenina para el músculo 

gastrocnemio con el tratamiento, por lo que se sugiere evaluar más tiempos, o bien la vía para 

la generación de hipertrofia no es a través de adición de mioblastos. Sin embargo, para 

corroborar esta propuesta es necesario realizar un mayor número de observaciones 

experimentales, en donde se analicen los niveles de β-catenina en tiempos mayores. 

La respuesta de la proteína β-catenina (activa) es similar para ambos músculos dañados, 

activándose más rápido en el TA a las 0h, y a las 12h en el gastrocnemio. El tratamiento con 

Epi no muestra diferencias en el gastrocnemio, aunque en el caso de TA, incrementa en el 

grupo CD+E un día después, lo que concurre con lo observado para la proteína MyoD; lo cual 
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coincide con lo reportado en mioblastos de ratón adulto (Cui, et al., 2019; Agley, et al., 2017). 

La β-catenina es esencial para la diferenciación de las miofibras a través de MyoD, sin embargo, 

aunque en este estudio la hipertrofia en el grupo CD+E fue generada hasta los 15 días, no hubo 

una mayor cantidad de núcleos centrales en este tiempo, señal de adición celular; sólo se 

presentan diferencias significativas entre los grupos dañados en las primeras 12h después del 

daño. Lo anterior resulta de interés, debido a que, en el caso del músculo gastrocnemio, a pesar 

de que se observa un incremento de miogenina, no se manifiesta incremento en MyoD. Cabe 

mencionar que diferentes estudios señalan una situación similar a la anterior, por ejemplo, en 

el mismo músculo de ratas tratadas con Epi, reportaron incremento en dos importantes 

componentes de la vía de transporte de oxígeno (capilares y mitocondrias), sin cambios en la 

masa corporal o en la masa del músculo analizado, y solo en el perímetro del mismo (Hüttemann 

& Lee, 2012), aunque en este estudio, los autores no discuten las razones del por qué el 

perímetro cambia con el tratamiento de Epi y no el área, es interesante ya que el efecto de Epi 

varía con respecto al modelo animal que se usa para evaluarlo, y en nuestro caso, de acuerdo 

con el tipo muscular.  

De manera semejante Sang-Jin y cols. (2017),  observaron que Epi induce la hipertrofia de los 

miotubos a través de la activación de la vía Akt y p38MAPK en células de mioblasto de ratón 

C2C12., mientras que Hüttemann y cols. (2013), reportan observaciones similares en un trabajo 

realizado en el músculo plantaris de rata, en el cual  después de 30 días de tratamiento 

incrementa la capilaridad y la biogénesis mitocondrial (medido a través del aumento de las 

proteínas PGC-1α, PGC-1β y Tfam). De acuerdo a las características metabólicas similares que 

presenta el músculo plantaris con el TA y al observar que las fibras que crecieron en el músculo 

gastrocnemio fueron el tipo II, se puede plantear una correlación positiva entre el metabolismo 



61 

del músculo y la cantidad de proteínas involucradas en la biogénesis mitocondrial y/o la síntesis 

de proteínas a través de la vía Akt y p38MAPK. 

Por otro lado, como lo menciona McCarthy (2011), en un modelo de ratón condicionado (Pax7-

DTA) en el cual después de la ablación de más del 90% de células satélites en el músculo 

maduro al administrar tamoxifen, mostró que luego de dos semanas, el músculo aún con la 

deleción de las células satélites incrementa su masa y el área transversal (CSA) al igual que en 

el grupo control. Estos autores también muestran, que las fibras tampoco presentan diferencias 

en la fuerza específica, o en la sensibilidad al Ca2+; aunque los datos son debatibles debido al 

10% de las células satélite que no fueron eliminadas. Este reporte, al igual que los resultados 

de la presente tesis, permiten sugerir que podrían no ser necesario el incremento en el número 

de células satélites para llevar a cabo la hipertrofia del músculo. 

Cabe resaltar que, aunque MyoD y β-catenina estén incrementadas después de 24h después 

del daño en el TA, la hipertrofia no se observó sino hasta los 15 días después, lo que permite 

proponer que la activación transitoria de tales proteínas podría influir en la hipertrofia que se 

manifiesta días después. Sin embargo, sería importante estudiar en futuras investigaciones la 

participación de la vía de AKT/mTOR en el crecimiento muscular inducido por Epi, como lo 

reportado en el tejido cardiaco (De Los Santos, et al., 2017). 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

 

El tratamiento con Epicatequina ejerce un efecto importante en la reparación del daño muscular 

desde las 24 horas después del daño, en el que se disminuye el área de daño de manera 

significativa para ambos músculos. En el músculo tibial anterior, las proteínas miogenina y β-

catenina sólo son estimuladas con Epi cuando el músculo esta dañado, aunque 

interesantemente para estimular a MyoD no fue necesario el daño, pues incrementa la proteína 

desde las 12h en el grupo SD+E. 

La reparación del músculo dañado por BaCl2 es más rápida en el músculo con prevalencia de 

fibras rápidas, TA. Para el caso del gastrocnemio, Epi sólo estimula la activación de miogenina 

un día después en el músculo sin daño (SD+E), coincidente con el incremento en el área 

transversal de las fibras tipo II en los ratones que recibieron tratamiento con Epi. 

En este estudio, también, pudimos observar que el daño con cloruro de bario no promueve la 

generación de fibrosis, y por lo tanto no hay variación en los niveles de proteína miostatina. 

Adicionalmente, podemos concluir que la reparación muscular no solo depende de la activación 

de las proteínas miogénicas, si no también, depende de la susceptibilidad que presentan los 

músculos para ser dañados, y de los mecanismos de remodelación celular que son diferentes 

de acuerdo a las características de cada músculo, elementos que deben de tomarse en cuenta 

al evaluar el tratamiento de Epi sobre el músculo esquelético. 

Estudios adicionales son requeridos para poder analizar de manera eficiente el efecto de Epi y 

cómo el microambiente modifica su actividad.  

Además, es necesario evaluar si dicha hipertrofia es mantenida después de suspender el 

tratamiento y por cuanto tiempo, así como pruebas fisiológicas de los músculos analizados. 
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Finalmente, es necesario definir si la hipertrofia generada en el músculo gastrocnemio es 

llevada a cabo a través de la misma vía que el TA; así como dilucidar si las fibras tipo 2 son las 

únicas que con el tratamiento de Epi tienen la capacidad de crecer y que características definen 

la acción hipertrófica de Epi. 
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