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RESUMEN

El masculo esquelético es un tejido dinAmico necesario para funciones esenciales
como la locomocion y la respiracion. Este tejido tiene la capacidad de repararse a
si mismo; sin embargo, debido a diversas enfermedades tanto de origen genético
(distrofias musculares) como adquiridas (sarcopenia, caquexia, etc), la reparacion
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 busqueda de alternativas que

puedan contribuir a estimular la reparacion muscular.

En este contexto, el flavonol epicatequina (en adelante, Epi) es un componente
abundante en el cacao que ha mostrado multiples beneficios en la salud humana.
En nuestro equipo de trabajo hemos observado que después de dos semanas de
tratamiento con Epi, el masculo esquelético y cardiaco mejoran el equilibrio de
oxido/reduccion, incluyendo proteinas relacionadas con la funcibn mitocondrial, y
disminuyendo la fibrosis en el modelo deficiente para &- sarcoglicano, un modelo de

distrofia muscular.

En el presente estudio se evaluaron los efectos de Epi sobre el proceso de
reparacion del musculo esquelético (Tibial anterior y gastrocnemio) dafiado por una
lesién quimica con BaCl: en ratones CD1. Se evaluaron por Western blot las
proteinas implicadas en miogénesis y en el crecimiento muscular, y la activacion de
B-catenina (activa); de igual manera se evalud histolégicamente la morfometria

muscular de los ratones con y sin tratamiento.

Se demostro que el tratamiento con Epi incremento diferencialmente el nivel de las
proteinas miogénicas MyoD y miogenina; asi como de B-catenina, a partir de las
24h posteriores al dafo, en los musculos Tibial anterior y gastrocnemio. Este
incremento se asocidé con una reparacion muscular mas rapida en ambos tipos
musculares. Ademas, se observé que Epi promueve la hipertrofia de las fibras
musculares tipo Il del gastrocnemio a los15 dias después del tratamiento tanto en

el grupo control, como en el grupo dafiado.



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 &-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 B-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 Il fiber hypertrophy 15 days after treatment

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



INTRODUCCION

Desarrollo embrionario del musculo esquelético

Los musculos esqueléticos, excepto los de la cabeza, son derivados de la condensacion 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 embrién, y estdn organizadas en compartimentos dorso-ventrales (Sambasivan, et al.,
2013). La parte mas ventral es el esclerotomo, el cual dara origen al esqueleto axial;
dorsalmente, el dermomiotomo esta compuesto por células que daran origen a la dermisy a las
células progenitoras musculares (MPC, por sus siglas en inglés). Los bordes del dermomiotomo
pasaran por una transicién epitelial a mesénquimay a formar el tercer compartimento soméatico:
el miotomo, el cual contiene a las primeras miofibras diferenciadas. La somita epiaxial (dorso-
medial) es parte del dermomiotomo y miotomo que dar& origen a los musculos de la espalda,
mientras que la somita hipoaxial (ventro-lateral) dara origen al resto del tronco y los musculos
de las extremidades (Bismuth & Relaix, 2010).

Caracteristicas y funcion del musculo esquelético

El musculo 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 locomocion y la respiracion (Demonbreun & McNally, 2017). El cuerpo humano
contiene aproximadamente 640 musculos, y cada uno de ellos realiza diferentes funciones en

la fisiologia humana (Randolph & Pavlath, 2015).

El mdsculo esquelético de los mamiferos adultos es un tejido dinamico, en términos de
remodelacion, de reparacion y de regeneracion; ya que las células pueden sufrir cambios
fisiologicos basados en la actividad fisica diaria generando atrofia, hipertrofia o cambio del tipo
de fibra (Ceafalan, et al., 2018).
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En los mamiferos, el nimero de fibras en cada musculo esta determinada desde el nacimiento
y se mantiene aun con los cambios a lo largo de la vida; excepto cuando el musculo presenta
alguna enfermedad (miopatia). Por otro lado, las miofibrillas y, por lo tanto, el area transversal
de las fibras (CSA) puede cambiar de acuerdo con las exigencias del musculo, como el
crecimiento (denominado hipertrofia), o la disminucion del musculo (denominada atrofia), que
puede ser causado por inmovilizacion, inactividad, enfermedad y/o envejecimiento (Brooks,
2003).

Cada fibra individual esta constituida por proteinas contractiles, 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 caracteristica del musculo que permite su adaptacion a los cambios
metabdlicos. Se han descrito tres tipos principales de fibras de acuerdo con su composicion de
MyHC (cadena pesada de miosina, por sus siglas en inglés), las fibras 2A y las fibras 2B, fibras
rapidas, que tienen altos niveles de enzimas glucoliticas, a pesar de tener diferentes
complementos de enzimas oxidativas; y las fibras oxidativas, fibras lentas, o fibras tipo | que
contienen un mayor numero de mitocondrias (Schiaffino, 2011). Se debe considerar que las
fibras musculares no son completamente puras en cuanto a su composiciéon de MyHC, pues

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

Proteinas miogénicas

La miogénesis es un proceso de multiples etapas, que involucra la diferenciacion de las células
progenitoras miogénicas a mioblastos, la proliferacién de mioblastos, la salida del ciclo celular
para la diferenciacion en miotubos, y la fusién 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 regulacion miogénico expresado es Myf5, este
actua de manera transitoria en el mesodermo paraxial previo a la miogénesis (Carvajal & Rigby,

2010). En ratones, el factor Pax3 actua rio arriba del Myf5, interesantemente la ausencia de
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Pax3, Myf5 y Mrf4, anulan la formacion de todos los musculos del cuerpo, demostrando que
estos factores también actuan rio arriba de MyoD. El factor de transcripcion miogenina esté rio
abajo del Myf5 y de Mrf4, la miogenina es necesaria para la fusion de mioblastos

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

En el masculo adulto, el factor determinante miogénico 1 (MyoD) fue el primer factor que se
identificé (Hernandez-Hernandez, et al; 2017). Dicho factor es importante, ya que durante la
migracion de células progenitoras miogénicas a mioblastos es activado a través de dos vias: la
primera es a través de Pax3 y de Myf5, y la segunda via es a través de Pax3 y de Pitx2, el cual
actia directamente en MyoD; ésta induce la diferenciacion y la expresion de ciclinas
dependientes de la proteina inhibidora de cinasas p21 (Asfour, 2018; Adhikaril, 2021) Figura 1.

Por su parte, en el masculo adulto, miogenina influencia el nimero de células satélites, y es
requerida para que estas adopten su posicion normal en el nicho. Este factor, también
contribuye a mantener la quiescencia, y regular la expresion de genes involucrados en la

sefializacion de mTORCL1 y el crecimiento de las miofibras (Ganassi, 2020).

Hypaxial somite Epaxial somite Limb Branchiomeric muscles Adult

— Six1/4 Paraxis —Six1/4 Paraxis r-- Meox2 Six1/4 — s ’IPitx2‘ Six1/4 Pax3/7
l ‘Al ®
Pax3 . Pax3— Pax3 MyoR: Capsylin -»  Myf5
= *.‘; N ]

My5 Mrf4 My5 Mrf4 Mrf4 <- -> MyoD

> T,\Myogenin/ —> o' Myogenin/ ot MyoD <- -» Mrf4  Myogenin
n, : wh ! /
Y T ¥ Y T ¢ L’

> MyoD - e MyoD . e Myogenin L Myogenin

Figura 1. Esquema en donde se observan las vias involucradas en la miogénesis de la
somita hipoaxial y epiaxial, los masculos de las extremidades, y los braquioméricos.
Bismuth & Relaix (2010), distinguen dos modelos de interaccion a nivel transcripcional (linea
continua), e interaccion genética (linea punteada). Tanto en la somita hipoaxial, como en la
epiaxial, Myod inicia la diferenciacion en la jerarquia genética a los diez dias de desarrollo
embrionario en raton (linea roja).

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

folistatina. Miostatina es miembro de la familia TGF-B que actua como un regulador negativo
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del crecimiento muscular, estudios con modelos murinos han sugerido que la pérdida de esta
proteina genera efectos benéficos en enfermedades como la distrofia, atrofia muscular espinal,
caquexia, miopatia inducida por esteroides y la sarcopenia generada por la edad. Una de las
proteinas 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 reparacion muscular es el co-activador 3-catenina, el cual es
conocido por ser critico en la miogénesis durante el desarrollo embrionario y la vida adulta. -
catenina depende del ligando Wnt, sin este ligando, B-catenina se mantienen en el citoplasma,
y en conjunto con el complejo de degradacion y GSK3[3, B-catenina es fosforilada en la serina
N-terminal, los residuos de treonina marcan a 3-catenina para su degradacion a través de la via
ubiquitina-proteasoma. Cuando Wnt se encuentra presente, el complejo de degradacion es
inhibido y B-catenina esta activa, sin fosforilar, por lo cual puede ser translocada al nucleo y
regular los genes que dependen de Wnt a través de los factores de transcripcion TCF/LEF
(Agley, et al., 2017). B-catenina activa, en coordinacion con MyoD, es esencial para la
diferenciacion de los mioblastos a miotubos (Ciu, et al., 2019), asi también, desempefia 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 musculos esqueléticos estdn compuestos de miofibrillas o células musculares, éstas
conforman sincitios largos. Entre la lamina basal y la membrana de las células de la miofibrilla
se encuentran las células satélites, las cuales son encargadas de llevar a cabo la reparacién
del masculo (Guardiola, et al., 2012; Demonbreun & McNally, 2017)

Las células satélites comprenden del 30-35% de todos los nucleos en las fibras del musculo de
ratdn neonato y posteriormente, el numero de ndcleos disminuye a 2.5-6% en el musculo de
ratén adulto. Estas células se caracterizan por la expresion del factor de transcripcion 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 especificacidon miogénica, diferenciacion y mantenimiento durante el desarrollo

del masculo y la regeneracion (Motohashi & Asakura, 2014).

El mantenimiento del balance entre la diferenciaciobn de células satélite y su propia auto
renovacion es requerido para la homeostasis del musculo., ya que se ha determinado que la
ablacion de las células satélites a los 5 dias del dafio impacta de manera drastica a la
regeneracion, resultando en una reduccion del 89% de las miofibras regeneradas, asi como una
reduccién del 38% del peso de los musculos dafiados y una disminucion del 60% del &rea de
las fibras.

Cabe resaltar, también, que el perfil molecular de las células satélites varia de acuerdo al
musculo en el que se encuentran (Torres, et al., 2015), por ejemplo, las células satélites del
musculo del diafragma expresa mayores niveles de Pax3 en comparacion al resto de los
musculos, las células satélites de los musculos extraoculares presentan mayores niveles de
Alx4, Pitx1, Pitx2 y Tcf21, que las células satélites de los musculos de las extremidades, y las
células satélites de la cabeza expresan niveles mas bajos de Pax3 and Lbx1 en comparacion a
las células satélite de las extremidades (Biressi & Rando, 2010), s6lo por mencionar algunos;
por lo que se requiere investigar las diferencias que existen entre las células satélite de los

musculos para entender los mecanismos que modifican su capacidad regenerativa.

Reparacion del musculo esquelético

La reparacion del masculo esquelético se lleva a cabo inicialmente a través de la accion de
disferlina, que es un sistema que repara los miotubos. Cuando el dafio es mayor, se activan

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

La regeneracién del masculo esquelético ocurre en dos fases: una fase de degeneracion y una
fase de regeneracion (Ceafalan, et al., 2018). Muchas de las caracteristicas de la fase de
degeneracion involucran dafo 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 lamina basal actian como un andamio para la
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siguiente fase, la de regeneracion (Randolph & Pavlath, 2015). Dependiendo de la severidad
del dafio, es frecuente la activacién de macrofagos que fagocita a las fibras dafiadas, y de esta
forma se pueden generar fibras por completo nuevas de un calibre pequefio; para
posteriormente provocar hipertrofia en el masculo al adicionar mas mioblastos a estas fibras, y
restablecer la arquitectura histoldgica caracteristica del musculo, no sin antes activar genes que

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

Con el fin de mantener el proceso de reparacion es llevada a cabo una division celular de tipo
asimétrica por las células satélite, que por un lado permite llevar a cabo la diferenciacién y por
el otro mantener el nicho de células satélites disponibles para un préximo dafio (Wallace, 2009).
Esto es importante ya que como el trabajo de Collins y cols. (2005) demuestran, un nimero
limitado de células satélites son suficientes para recuperar a la mayoria de las fibras musculares

danadas.

Durante el proceso de regeneracion, las células satélites y los fibroblastos, reciproca y
positivamente, regulan la expansién uno del otro. Posteriormente, durante la fase de latencia el
namero de fibroblastos son regulados por las células satélites, de manera negativa, por lo que
la inhibicion de la fibrosis como terapia para algunas patologias, debe tomarse con reserva con

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

De manera normal, durante la regeneracién, 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 musculo
durante su desarrollo. Smith y cols. (2014), observaron que la concentracion de los mensajeros
de MyoD, Myf5 y de miogenina, incrementan progresivamente en el masculo femoral de los
ratones nulos para miostatina durante la inmovilizacién de la extremidad; no asi para los ratones
sin la modificacion genética. Esta condicion permanece aun después de retornar la pierna a su
condicion normal hasta los 3 dias. Sin embargo, al evaluar al misculo gastrocnemio no se
observo diferencia alguna entre los masculos 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 musculos. De acuerdo con este estudio una terapia con antagonistas para
miostatina podria no ser benéfico para la atrofia del musculo esquelético, pero si, para el

proceso de recuperacion, donde el mudsculo es mas activo.
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Miopatias

Las miopatias son afecciones de la fibra muscular o en el tejido intersticial ocasionado por
alteraciones eléctricas, bioquimicas u organicas; siempre que no exista una alteracion previa

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

Algunos sintomas de las miopatias incluyen rigidez, espasmos o debilidad; pueden ser
clasificadas como: miopatias congénitas, distrofias musculares, miopatias mitocondriales,
enfermedades por almacenamiento de glucégeno, miogloburinas, dermatomiositis, miositis
osificantes, pardlisis periddico familiar, polimiositis, miositis con inclusion de cuerpos y
miopatias relacionadas, neuromiotonia, sindrome stiffman, rigidez, calambres musculares, y
tétanos (National Institute of Neurological Disorders and Stroke, 2019). A continuacion, se

describen algunos tipos de miopatias.

Distrofia muscular

Las distrofias musculares son un conjunto de enfermedades en las que el musculo esquelético
es afectado por diversas mutaciones genéticas, las cuales se caracterizan por la pérdida
progresiva de la fuerza muscular, asi como el incremento en la degeneracion muscular, con
ciclos de necrosis y apoptosis, y de regeneracién. Las distrofias musculares mas comunes son
las sarcoglicanopatias y distrofinopatias que comparten una progresiva degeneracion muscular

gue usualmente involucra al musculo cardiaco (Wallace, 2009; Calve, S., 2012).

Sarcopenia

La sarcopenia, es la pérdida involuntaria de masa muscular y funcion debido al envejecimiento.
La causa de la pérdida de miofibras es aun poco conocida; se les ha atribuido a anormalidades
en las mitocondrias que se acumulan con el tiempo, encendiendo vias apoptéticas y de necrosis,

contribuyendo asi a la atrofia del musculo, y a la acumulacion de estrés oxidativo, asi como
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deleciones en el ADN mitocondrial (Cheema, 2015). Estudios recientes han mostrado que la
dinamica molecular en la matriz extracelular tiene efecto en la dinamica de remodelacién celular,
asi como alteraciones en el microambiente, tales como la disrupcion de la matriz extracelular,
la vascularizacion del musculo esquelético y la fibrosis, las cuales pueden afectar el
mantenimiento de la masa muscular y el potencial regenerativo. El dafio repetitivo en el misculo
esquelético promueve una mayor fibrosis y una menor capacidad regenerativa. Stearns-Reider
y cols. (2017), observaron que la disminucion en la expresion de genes de colageno, incluido

Col3al y Col6al afecta la capacidad de reparacion muscular en este tipo de miopatia.

Miopatias autoinmunes

Las miopatias autoinmunes se presentan en 5 condiciones mas frecuentes, las cuales son
denominadas como dermatomiositis, polimiositis, y miositis (asociada con el sindrome anti
sintetasa), asi como la miopatia necrotizante inmunomediada, y miositis con inclusién de
cuerpos. Cada una de estas enfermedades tiene caracteristicas particulares, pero todas

comparten un componente inmunoldégico comun (McGrath, 2018).

Miopatias congénitas

Las miopatias congénitas es un grupo de enfermedades clinicamente, genéticamente e
histologicamente heterogéneas que afectan al muasculo esquelético. La presencia de
alteraciones histopatolégicas en biopsias es lo que las distingue de las enfermedades
neuromusculares. Las miopatias congénitas son causadas por defectos determinados
genéticamente en proteinas estructurales del musculo y clasificadas con base a las

caracteristicas que presentan en la biopsia (Cassandrini, 2017).
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Miopatias generadas por toxicidad

Las miopatias generadas por toxicidad, son aquellas que ocurren por la accion 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 miopatias. Existen
medicamentos que pueden de manera directa o indirecta generar un efecto adverso en el
musculo esquelético. Un efecto toxico indirecto podria ser a través de la modificacion del
balance de electrolitos o induciendo una reaccion inmunoldgica, la consecuencia clinica de esto
es desde dolor hasta la formacion de rabdomidlisis. 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 mas en las piernas que en los brazos, con la posibilidad de desarrollar cardiomiopatia
(Pasnoor, 2014).

Miopatias metabdlicas

Las miopatias metabdlicas son afecciones del musculo esquelético generadas por deficiencias
enzimaticas, determinadas genéticamente. Dichas deficiencias enzimaticas generan
acumulacion de glucogeno y pérdida de la estructura de diferentes 6rganos, principalmente en
el musculo esquelético, corazén e higado. La forma clasica de inicio infantil de estas miopatias
ocurre en los primeros meses de vida con hipotonia generalizada y debilidad muscular,
cardiomegalia severa, dificultades para alimentarse, retraso del crecimiento e insuficiencia
respiratoria. Algunas enfermedades que son el resultado de estas deficiencias enzimaticas son
las enfermedades de Pompe, de Cori, de McArdle, por deficiencia sistémica de carnitina, por
deficiencia de carnitina palmitol transferasa 1l (CPT-II) y deficiencia mdultiple de acil-CoA
deshidrogenasa (MADD) (Angelini, 2015).
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(-)- Epicatequina

Existen algunos padecimientos en los que la reparacién esta 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 musculo 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 reparacion.

(-)- Epicatequina pertenece al grupo de los flavonoides, los cuales son compuestos de bajo
peso molecular que comparten un esqueleto comun de difenilpirano (C6-C3-C6’), compuesto
por dos anillos fenilo (A y B) ligados a través de un anillo C de pirano heterociclico. 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 &cido siquimico. (-)- Epicatequina es un flavonol derivado del acido
hidroxicinamico; y se encuentra predominantemente en el cacao, junto con catequinas y

procianidinas (Quifiones, et al., 2012).

Catequina y Epicatequina poseen 2 anillos de fenilo (A y B) unidos a través de un dihidropirano
heterociclico, con un grupo hidroxilo en el Carbono 3, la molécula presenta dos centros quirales

en el Carbono 2y 3, por lo que tienen cuatro diastereoisomeros (Rinaldo, 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Estructuras de los diasteroisémeros 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 sanguineo, lo que es indicativo
de gue la absorcién de la Epi es llevada a cabo en el intestino delgado, excretandose alrededor
del 20.1% de lo ingerido en el humano. A continuacion, 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 ingestién de Epi en humanos. El esquema
muestra las rutas metabdlicas y metabolitos generados una vez ingerida Epicatequina, en los
recuadros se indican los nombres de los productos que se acumulan en el plasmay en la orina,
las flechas azules indican que las conversiones estan catalizadas por enzimas de mamifero, 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 podria correlacionarse, con la maxima
concentracion 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 (Quifiones, et al., 2012).

Epi como potencial tratamiento terapéutico

El consumo de productos de origen del cacao se ha asociado con una disminucion del 40% de
riegos cardiovasculares (Yuan, et al; 2017; Quifiones, et al; 2012). Epi, un flavonol que

podemos encontrar en el cacao, ha mostrado multiples 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 masculo cardiaco, Epi disminuye el nimero 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 corazon sin aumentar el peso de los ratones, por Western blot se mostro
gue incrementa el nivel de PI3K, Akt, n"TOR y de p70S6k (De Los Santos, et al., 2018), e induce
el crecimiento del corazon de forma fisiologica, 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 caracteristicas funcionales
del corazon si se administra Epi antes iniciar con la reperfusion; por su parte, Nogueira y cols.
(2011) mostraron que Epi en combinacién con el ejercicio presenta un efecto sinérgico; ya que
después de 10 dias de tratamiento se generd, también, proteccidén al dafio al miocardio por

reperfusion.

En el musculo esquelético, Epi es capaz de mediar in vivo en humanos la vasodilatacion
(Ottaviani, et al, 2011), incrementar la densidad capilar, sin alterar la capacidad contrctil, e
incrementar la resistencia a la fatiga en un 30%, y el nimero de mitocondrias en un 10%
respecto al control, incluso comparable a lo generado por el ejercicio, en los musculos

cuadriceps, y plantaris de raton (Nogueira, et al; 2011).

El efecto de Epi es mantenido incluso después de 14 dias sin ejercicio, Hittemann y cols. (2012)
mostraron que mientras el ejercicio por si s6lo 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, asi como el de la citocromo sintasa en un 85% en comparacion con el control,

en el musculo cuédriceps de ratén.

El efecto del tratamiento con Epi también modifica la morfometria del musculo, incrementando
el area de las fibras, ya sea con entrenamiento o sin entrenamiento interrumpido, en los

musculos cuadriceps, gastrocnemio y plantaris en modelo murino (Lee, et al., 2015).

Molecularmente, el tratamiento de 7 dias 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 jovenes se mostré que Epi es capaz de incrementar en un 16% los niveles
de miogenina y en un 19% los de MyoD, en el musculo cuadriceps (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 0- sarcoglicano, que el tratamiento de Epi 1mg / kg (cada 12h) mejora el equilibrio de
oxido/reduccidn, incluyendo proteinas relacionadas con la funcion mitocondrial, y disminuyendo
la fibrosis tanto en el musculo esquelético, como cardiaco (Ramirez-Sanchez, et al., 2014;
McDonald, et al., 2021; Taub, et al., 2013).

Por su parte, Ramirez 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
oxigeno, el tratamiento con Epi en combinacion con el ejercicio incrementd de manera
significativa las enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa),
ademas de funcionar como un estimulante angiogénico, dos veces mas elevado en los

musculos aerobios.

Estos son sé6lo algunos ejemplos de la actividad de Epi en diferentes modelos con miopatia, sin
embargo, no se sabe con exactitud el efecto que tiene Epi de acuerdo al metabolismo muscular,
ni de acuerdo a un dafo inducido por quimiotoxicidad, el cual es agudo y transitorio, por lo que
es interesante llevar a cabo esta evaluacion y poder discernir cual es la via que sigue la
reparacion del musculo gastrocnemio (con caracteristicas oxidativas) y Tibial anterior (con

caracteristicas glucoliticas).
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JUSTIFICACION

La administracion de (-)- Epicatequina ha mostrado tener un efecto que promueve la mejora en
diversas miopatias como la distrofia muscular, sarcopenia, caguexia, por mencionar algunas;
sin embargo, no se ha caracterizado por completo el efecto de Epi en un dafio agudo inducido,
ni si este efecto es distinto de acuerdo con el metabolismo del musculo. Estos estudios
permitiran entender mejor la modulacion de Epi en el proceso de reparaciéon muscular con el fin

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

¢Mejorard el tratamiento de (-)- Epicatequina la reparacion del musculo esquelético con
diferentes caracteristicas metabdlicas, Tibial anterior y gastrocnemio, después de una lesion

con BaCl2?
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HIPOTESIS

(-)- Epicatequina promueve y acelera la reparacién del musculo esquelético de los ratones
dafados con BaClz a través de un incremento en los niveles de proteinas miogénicas y de -

catenina activa.
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OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto del flavonol (-)- Epicatequina sobre la reparacion del masculo esquelético con
dos diferentes tipos de metabolismo, oxidativo y glucolitico, después de generar dafio quimico

por BaCl2

PARTICULARES

- Generar dafio quimico a los muasculos tibial anterior y gastrocnemio mediante la aplicacion
de BaClz al 1.2%, identificado por la presencia de tejido granular y necrosis celular.

- Determinar el efecto de Epi sobre la reparacion del musculo esquelético a través del analisis
del area de dafio generado previamente.

- Determinar con distintas tinciones histolégicas el tamafio de las fibras, nimero de nucleos
centrales, fibrosis y tipo de fibras, de los muasculos tibial anterior y gastrocnemio.

- Analizar los factores de regulacion miogénica: miostatina, MyoD y miogenina, en los
musculos aislados, asi como la participacion de la B-catenina (activa) durante la reparacion

del musculo esquelético.
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MATERIALES Y METODOS

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
Biologicos del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Todos los ratones fueron
mantenidos a una temperatura de 26°C, recibieron alimentacion 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 Guia 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-Z00-1999.

El modelo presentado tiene la caracteristica principal de ser una cepa de ratones no
consanguinea, lo cual nos permite una amplia variabilidad genética, importante en la

elaboracién de estudios donde se pretende generar tratamientos farmacolégicos.

Los musculos analizados fueron el Tibial anterior y el gastrocnemio, dos musculos con
caracteristicas metabdlicas diferentes, siendo el primero mas glucolitico y el segundo, oxidativo;

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

A continuacidn, se presentan las caracteristicas estructurales y metodoldgicas de cada musculo

evaluado.
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Tibial anterior

Para los andlisis llevados a cabo en el musculo 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 mdsculo 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 teflido con tricrémico
modificado de Gomori, se aprecia de color azul a las fibras tipo I, y de color rojo a las fibras tipo
| (Figura 4).

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

Tipo de fibras
Musculo de raton Fibras | Tipo1 | Tipo | Tipona | TiPO | Tipolix | TiPO | Tipo 1B
contadas NIA IIAX IXB

Tibial | Poblacién | g57+50 | 0.6+0.6 0 |18.2+2.4 |8.3+05 | 44.7+1.9 | 3.0+0.5 | 25.1+1.6
anterior roja (%)

Tibial -

anterior | PoPlacion | 600459 0 0 0.6+0.3 | 4.4+0.5 | 16.3+1.7 | 7.7+1.2 | 70.9+1.8
blanca (%)

Tabla modificada de Bloemberg, 2012 (Bloemberg & Quadrilatero, 2012).
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Figura 4 Microfotografia de una seccion transversal del musculo Tibial anterior sin dafio
y sin Epi, tefiido con tricromico modificado de Gomori. Corte transversal del musculo TA
SD-E observado con el objetivo de 2.5x, se aprecia que dicho musculo se encuentra constituido
por fibras tipo Il (color azul), de metabolismo glucolitico.

Gastrocnemio

Para los anadlisis llevados a cabo en el musculo 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 composicion heterogénea (Tabla 2), con alrededor de 84% de fibras tipo Il y de
un 16% de fibras tipo | (Figura 5).
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Tabla 2. Caracterizacién del tipo de fibras que presenta el musculo gastrocnemio

Tipo de fibras
Mgsa‘;‘#g C‘i\iﬁg’” C()Fri]?;"z‘jsas Tipol | Tipo A | Tipo IIA Rg‘(’ Tipo 11X ﬁi)‘()g Tipo 11B
Rojo (2) PO%';‘S“"” 681463 | 7.9t0.5 | 0.240.1 | 41.6+1.3 | 5.0:0.4 | 19.6+2.1 | 3.6:0.4 | 22.2+1.1
Hetergéneo PO%';‘S“"” 576468 0 0 |209:1.6 |36:0.4 |14.8+1.1 | 49:0.8 | 55.7+1.4
Blanco (1) PO%';‘S“’” 669101 | 0 0 0 0 | 1606 | 15:0.4 | 97.040.8

Tabla modificada de Bloemberg & Quadrilatero (2012).

Figura 5. Microfotografia ilustrando un corte transversal de un musculo gastrocnemio sin
dafio y sin Epi tefiido con tricromico modificado de Gomori. Corte transversal del musculo
gastrocnemio, se observa de color azul a las fibras tipo I, y de color rojo a las fibras tipo I; asi
como las 3 regiones caracteristicas de este tejido: 1. Blanca, con prevalencia de fibras tipo Il;
2. Roja, con prevalencia de fibras tipo I; y 3. Heterogénea, con ambos tipos de fibras.
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Disefo experimental

Con el fin de examinar los efectos de Epi sobre los masculos Tibial anterior (TA) y gastrochemio
dafados con BaClz, se realizaron 4 grupos por cada tiempo (con un numero de individuos de
n=6 y n= 3 animales por grupo, respectivamente para cada musculo): el grupo dafiado con
BaClzy sin tratamiento (CD -E), el grupo dafiado y con tratamiento (CD+E), el grupo sin dafio y
administrado solo con agua y DMSO al 0.2% (SD-E), y el grupo sin dafio 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 pl de BaClz al 1.2%, inyectado en 5 puntos equidistantes. Una hora después
del dafo, los ratones fueron tratados con el vehiculo (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 Oh. La administracion del vehiculo o de Epi fue por via

intragastrica con una céanula, 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

via intraperitoneal; posteriormente, fueron sacrificados por dislocacion cervical.

Los musculos de cada ratén fueron colectados y usados para el analisis histolégico, bioguimico
y molecular en diferentes tiempos 0Oh (1 h después del dafio), 12 h y 1 dia después del dafio;
con el fin de evaluar el efecto de Epi en la estructura morfolégica del musculo se decidié analizar

los musculos a las 2, 4 y 15 dias posteriores a dafio.

Modelo de dafio muscular con BaCl:2

El cloruro de bario ha sido utilizado como agente que dafia el musculo esquelético al bloquear
los canales de K, incrementar el Ca®* y generar mionecrosis, a través de una prolongada
despolarizacion de las miofibras (Jung, et al; 2019), asi como generar pérdida de las uniones
neuromusculares y perfusion capilar, efectos observados desde la primera hora de exposicion

(Morton, et al; 2019). Murphy y cols. (2011), observaron que el dafio muscular con BaCl2, genera
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hipercontracion de la miofibra y su muerte, sin afectar a las poblaciones mononucleares, ni a
las células satélites o a los fibroblastos; asi mismo, observaron que los fibroblastos aislados
expresan Tcf4 y colagena VI, factores importantes durante la muerte celular por apoptosis y en

la reconstitucion de la matriz extracelular durante la reparacion muscular (Urciuolo, et al; 2013).

Antes de generar el dafio por BaClz todos los animales fueron anestesiados con ketamina
(PiSA) 80 mg/kg y xilacina (PiSA) 5mg/kg inyectado via intraperitoneal; posteriormente el dafio
fue generado con 50 yl de BaClz2 (~57mM) al 1.2% en agua estéril y desionizada (Sigma Aldrich,
MO, USA), se inyect6 Unicamente la pierna derecha en 5 puntos equidistantes, 10 ul cada punto,
con una jeringa de insulina; la pierna izquierda sirvi6 como control y fue catalogada como el

musculo sin dafio (SD).

Analisis histolégico

Con el fin de evaluar las alteraciones en la estructura del musculo, tanto el TA como el
gastrocnemio de las piernas posteriores, derecha e izquierda, fueron disecados y congelados
con isopentano enfriado con nitrogeno liquido, posteriormente se realizaron cortes seriales de
7 um de ancho, los cuales fueron tenidos con Hematoxilina y Eosina (H&E), y con tricromico
modificado de Gomori (TG) para caracterizar el tipo de fibras presentes en los musculos, fibras
rojas=tipo I, fibras azules= tipo II.

Andalisis morfométrico

Para el analisis morfométrico se utilizé6 en todos los casos una seccion al mismo nivel de
profundidad y se tomaron microfotografias de toda el area, los cortes fueron observados a una
amplificacion de 10x y con el programa AxioVision SE64 Rel. 4.9.1 se analiz6 el area de las

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

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

respecto al total de las fibras, con el software “ImageJ”.
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El porcentaje de area de dafio fue considerado como el total de area que presentaba tejido
granular con respecto al area total, esto fue realizado en la misma seccion empleada para la

medida del area de las fibras y los nucleos centrales.

Andlisis molecular por Western blot

Aproximadamente 50mg de musculo del TA o del gastrocnemio fueron homogenizados en una
solucion de buffer de lisis NP-40 (Tris HCI 50mM, NaCl 150mM, Igepal al 1%) suplementado

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

La concentracion de proteina total fue obtenida a través del método de Bradford, posteriormente
50 ug de proteina fue cargada en un gel SDS-PAGE de tipo desnaturalizante al 10% y

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

Las membranas fueron incubadas por 1 h en solucion de bloqueo (leche baja en grasa al 5%
en TBS con Tween 20 al 0.05% (TBS-T), continuando con una incubacién 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), 3-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 incubacion 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 deteccion de las proteinas de interés fue realizada con SuperSignal™ West Femto
Chemiluminescent Substrate kit (34095, Thermo Scientific), y el analisis cuantitativo fue
realizado con el programa LI-COR Image Studio™

(http://www.licor.com/bio/products/software/image studio lite/).
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Andlisis estadistico

Todos los valores obtenidos seran expresados como media £ SEM, el analisis se llevo a cabo

a través del programa GraphPad Prism 7.

La distribucion 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 vias, con el
fin de determinar las diferencias entre los grupos se usaron pruebas post hoc, las diferencias

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

Epi promueve lareparacion del muasculo Tibial anterior

El objetivo de la presente tesis fue evaluar el efecto de Epi sobre la reparacion de dos musculos
metabdlicamente diferentes, por lo que en un principio se decidié estudiar al masculo Tibial
anterior (predominantemente glucolitico) y al muasculo gastrocnemio (predominantemente
oxidativo) de acuerdo con Hardy y cols. (2016), la evaluacion se plante6 hacerse sélo alos 2, 4
y 15 dias después del dafio, 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 dias (Figura 6A); decidimos evaluar tiempos menores: 1 hora después del dafio

(Oh), 12h y un dia después del dafio (Figura 7).

El muasculo sin dafio (sin tratamiento, y con tratamiento), presenta una estructura homogénea
con fibras poligonales, dispuestas en mosaico y con nucleos en la periferia; dichas
caracteristicas se mantienen en todos los tiempos. Por otra parte, para los grupos con dafio, se

puede observar pérdida de la estructura muscular.

A los dos dias después del dafio la infiltracion de tejido granular es mayor para el grupo que no
recibié tratamiento, mientras que en el grupo con tratamiento se manifiestan signos de
reparacion muscular, presentandose fibras con nucleos centrales, sefial de adicion celular.
Posteriormente a los 4 dias después del dafio, aunque para los grupos CD-E y CD+E aln se
observan areas de dafio, es factible observar que en el grupo con Epi tiene una menor area con
necrosis e inflamacion. Finalmente, a los 15 dias se observa en ambos grupos la presencia de
ndcleos centrales, aunque claramente en el grupo que no recibid tratamiento las fibras son mas

pequefias que los musculos de los animales que recibieron Epi (Figura 6B).
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Figura 6. Epi disminuye el area de dafio desde el primer dia después del dafio. A. La tincion
con Hematoxilina e Eosina muestra que en el musculo dafiado hay pérdida de la estructura
muscular e infiltracién de tejido granular (flecha roja). B. Los ratones con dafio y con Epi (CD+E)
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mostraron menos area de dafio desde el dia uno *p=0.014, después de dos dias, la reduccién
del dafio fue mas contundente, ya que se reduce a una tercera parte con respecto al dia previo
**p=0.0042 en comparacion con los ratones que no recibieron tratamiento. Todos los datos son
presentados como media = EE y fueron analizados por ANOVA de dos vias, posteriormente por
comparaciones multiples con la prueba de Sidak, n=6 por grupo.

Después de analizar el area de cada raton, se observaron diferencias importantes entre los
grupos con dafio y con tratamiento (CD+E) desde el primer dia, el cual disminuye
aproximadamente a una tercera parte con respecto al control con dafio CD-E, de 24.15+55y
48.32 + 6.437um?, 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 dafio es heterogéneo para ambos grupos (Figura 6B). Por otra parte, a las Oh
el dafio no fue observable, por lo que podemos deducir que el efecto del cloruro de bario
requiere de méas de 1h para generar el dafo (Figura 7).

Figura 7. El area de dafio a las 12h no muestra diferencias entre los grupos con dafio.
Cortes transversales del TA, tefiidos con H y E, no hay presencia de dafio a las Oh, a las 12h el
area de dafo (flecha roja) en la fibra es similar entre los grupos CD; sin embargo, es notorio
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gue 1d después disminuye el dafio y hay presencia de reparacion celular, nicleos centrales
(flecha negra), en el grupo con dafio y tratamiento CD+E.

Los nucleos centrales en las fibras musculares representan la fusion de los mioblastos a las
fibras dafadas (Randolph & Pavlath, 2015). Esta caracteristica resulta ser muy Gtil cuando se

requiere evaluar de manera indirecta la reparacion del musculo.

Al hacer la cuantificacion de los nucleos centrales con respecto al total de fibras por seccion
transversal del masculo TA, se pudo observar que durante las primeras 12h después del dafio
muscular el grupo CD+E presenta mayor cantidad de nucleos centrales con respecto al grupo
CD-E de 2.8 £ 0.388 y 1.332 + 0.444, respectivamente (p = 0.032); mientras que los masculos
SD+E presentan menor cantidad de fibras musculares con ndcleos (0.772 £ 0.281, p = 0.0025).
A las 24 horas, los musculos del grupo SD-E presentan menos nucleos centrales en
comparacién con los ratones CD-E (2.712 + 0.219 y 12.728 + 3.852, respectivamente; p=
0.0174), a los dos dias el grupo CD+E muestra una mayor cantidad de ndcleos centrales con
respecto a el grupo SD-E (1.156+0.263 y 6.425+2.27; 2p=0.0372) y al grupo SD+E (1.222+0.219
y 6.425+2.27; ’p=0.0402); subsecuentemente a los cuatro dias hay una mayor cantidad de
nacleos del grupo CD+E con respecto al grupo SD+E (3.256 + 0.934 y 0.622 + 0.107,
respectivamente; °p = 0.0076) y finalmente a los quince dias entre los grupos SD+E vs. CD-E
(0.106 + 0.04 y 38.378 + 8.554; 9p= 0.0037) y SD+E vs. CD+E (0.106 + 0.04 y 40.26 *+ 6.533
®p=0.0017) se muestra que la mayor cantidad de ndcleos prevalece en las piernas dafiadas
(Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de nucleos centrales presentados después del dafio. Porcentaje de
fibras con nucleos centrales con respecto al total de fibras por seccion del musculo TA, a las
12h el grupo CD+E muestra diferencias significativas con respecto a los grupos CD-E y SD+E
#1H=0.03, #p=0.0025 respectivamente; posteriormente a las 24h el grupo con el tratamiento no
continta incrementando el nUmero de ndcleos centrales, manteniendo sélo el grupo CD-E la
significancia con respecto al SD-E ##p=0.0174; a los dos dias entre los grupos SD-E vs. CD+E
(1.156+0.263 y 6.425+2.27; 2p=0.0372) y SD+E vs. CD+E (1.222+0.219 y 6.425+2.27;
bp=0.0402); a los cuatro dias entre los grupos SD+E vs. CD+E (0.622 + 0.107 y 3.256 + 0.934,
respectivamente; °p = 0.0076) y finalmente a los quince dias entre los grupos SD+E vs. CD-E
(0.106 + 0.04 y 38.378 + 8.554; 9p= 0.0037) y SD+E vs. CD+E (0.106 + 0.04 y 40.26 + 6.533
€p=0.0017). Todos los datos son presentados como media + SEM, fueron analizados por
ANOVA de dos vias, posteriormente por comparaciones multiples con la prueba de Sidak, n=6
por grupo.

Epi promueve la reparaciéon del musculo gastrocnemio

A los 2 dias de haber generado el dafio con BaClz, el musculo gastrocnemio de los ratones con
tratamiento con Epi, mostraron una reduccion significativa en el porcentaje de area dafada,
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 dafio no hay
diferencias significativas, lo cual indica que la accién de Epi es morfolégicamente observable

posterior a este tiempo (Figura 9).
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Figura 9. Epi disminuye el area de dafio del musculo gastrocnemio. Grafica del area de
dafio de los grupos con dafio, a las 12h no hubo diferencias significativas, sin embargo, 2 dias
posteriores al dafio, el tratamiento con Epi muestra una disminucion 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
estan expresados como mediana + SEM, los datos fueron analizados a través de ANOVA de
dos vias, y multiples comparaciones Sidak, n=3 por grupo.

Epi no modifica el nivel de proteina de miostatina durante lareparacion del musculo Tibial

anterior

Puesto que el proceso de reparacion fue antes de los dos dias, decidimos evaluar tiempos
previos con diferentes marcadores de crecimiento muscular tal como miostatina, y de

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

En los tiempos sefialados después del dafio infligido al musculo Tibial anterior, no se observaron
cambios significativos en los niveles de miostatina a las Oh, 12h y 1 dia entre los grupos, aunque
si un incremento a partir de las 12h (Figura 10). Sin embargo, para el caso de la proteina MyoD
se manifiesta un aumento desde las primeras 12 horas después del dafio, incrementando de
manera significativa en el grupo CD+E a las 24h (Figura 11). Por otra parte, miogenina
unicamente incrementa en los grupos con dafio; posteriormente a las 24h se observa un repunte

en el grupo CD+E (Figura 12). Caso semejante se observo en la proteina 3-catenina (activa),
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ya que presenta diferencias significativas desde la primera hora después del dafio (Oh), con el
paso del tiempo se hace prominente en el grupo con tratamiento CD+E (Figura 13).

Oh 12h 1 dia
SD-E CD-E SD-E SD+E CD-E CD+E SD-E SD+E CD-E CD+E
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Figura 10. Miostatina no se modifica significativamente con el tratamiento con Epi en el
musculo TA. Los analisis por Western blot muestran un incremento en miostatina desde las
12h después del dafio, sin embargo, no hay diferencias significativas entre los grupos, n=6 por
grupo. Todos los datos estan expresados como media + SEM y fueron analizados por la prueba
de Mann Whitney para los grupos de 0Oh, y con ANOVA de dos vias y pruebas post hoc Tukey
HSD para la comparacién entre grupos y tiempos n= 12 por grupo.
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Figura 11. Epi incrementa MyoD después de un dia de tratamiento en el grupo con dafio
en el masculo TA. El aumento de la proteina 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 proteina comparado con los otros grupos, vs. CD-E, 2 p = 0.0077; vs. SD+ E, ?2p = 0.0001;
y vs. SD-E, 3 p = 0.0001. La elevacion en la cantidad de proteina, también fue observada en
los grupos CD-E vs. SD-E (* p = 0.0095). Todos los datos estan expresados como media *
SEM y fueron analizados por la prueba de Mann Whitney para los grupos de Oh, y con ANOVA
de dos vias y pruebas post hoc Tukey HSD para la comparacién entre grupos y tiempos n= 12
por grupo.
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Figura 12. Epi incrementa miogenina después de un dia de dafio en el grupo con dafio en
el masculo TA. El aumento en el nivel de proteina de miogenina fue observado desde el tiempo
Oh e el grupo con dafio (** p = 0.044). Posteriormente, esta misma proteina mostro en el dia 1,
un incremento significativo en el grupo CD+E comparado con los otros grupos (CD-E, 22 p =
0.0142; SD+E, 2° p = 0.0019; and SD-E, % p = 0.001). Todos los datos estan expresados como
media + SEM y fueron analizados por la prueba de Mann Whitney para los grupos de Oh, y con
ANOVA de dos vias y pruebas post hoc Tukey HSD para la comparacién entre grupos y tiempos
n =12 por grupo.
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Figura 13. Epi incrementa B-catenina (activa) después de un dia en el grupo con dafio en
el musculo TA. El tratamiento con Epi incrementa el nivel de (3-catenina, tanto en el masculo
lesionado como en el no lesionado, CD+E vs. CD-E (2 p = <0.05), vs. SD+E (°p = 0.002) y vs.
SD-E (°p =0.0006). Todos los datos estan expresados como media + SEM y fueron analizados
por la prueba de Mann Whitney para los grupos de Oh, y con ANOVA de dos vias y pruebas
post hoc Tukey HSD para la comparacién entre grupos y tiempos n=12 por grupo.

Epi no modifica los niveles de proteina de B- catenina (activa) durante la reparacion del

musculo gastrochemio

Después de analizar por western blot los niveles de proteinas, 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
proteina incrementa entre los grupos con dafio, aunque no son significativamente diferentes
(Figura 14). Para el caso de Miogenina presenta diferencias significativas entre los grupos con
dafo y sin dafio 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 proteina continla hasta un dia después del dafio, pero interesantemente
para el caso del grupo SD+E muestra un incremento importante con respecto al SD-E
#p=0.0215, aproximadamente cuatro veces mas (Figura 15). Finalmente, no se observaron
diferencias significativas para la proteina (-catenina (activa) a las Oh después del dafio,
posteriormente a las 12h se observan diferencias solo para el grupo CD-E (**p=<0.004) con
respecto a los demas grupos, y un dia después no se observan diferencias (Figura 16).
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Figura 14. Epi no modifica MyoD en ninguno de los grupos en el masculo gastrocnemio.
El factor de miogénico MyoD incrementa de forma inmediata a las Oh (SD-E vs. CD-E ## p =
0.0087), y continua 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 dafo. Todos los datos estan expresados como media + SEM y fueron analizados
por ANOVA de dos vias y pruebas post hoc Tukey HSD para la comparacion 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
musculo gastrocnemio un dia después del dafio. Miogenina no muestra diferencias
significativas a las Oh, 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 dia después del dafio, el nivel de
miogenina se mantiene en todos los grupos con dafo, 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 ningun tipo de dafio al primer dia. Todos los datos estan
expresados como media + SEM y fueron analizados por ANOVA de dos vias y pruebas post
hoc Tukey HSD para la comparacion entre grupos, n= 6 por grupo.
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Figura 16. Epi no modifica los niveles de B-catenina (activa) en el misculo gastrocnemio.
La evaluacion por Western blot mostré que no hay diferencias significativas en -catenina
(activa) a las Oh después del dafio, posteriormente a las 12h se observan diferencias
significativas en el grupo con dafio y sin tratamiento CD-E ++ p= <0.004, con respecto al resto
de los grupos. Todos los datos estan expresados como media + SEM y fueron analizados por
ANOVA de dos vias y pruebas post hoc Tukey HSD para la comparacién entre grupos, n = 6
por grupo.

Epi promueve la recuperacion del area de las fibras dafiadas a los 15 dias del musculo

Tibial anterior

En la Figura 6A se muestran los cortes transversales del musculo TA obtenidos en los dias 2,
4y 15 dias. Como se habia sefialado, el proceso de reparacion en CD-E fue mas lento que el
grupo CD+E; después de 4 dias se observé aun una gran cantidad de tejido granular en el grupo
CD-E. No se observaron diferencias significativas en el area transversal de las fibras ni a los 2,
ni a los 4 dias, pero a los 15 dias las fibras de los musculos dafiados y con tratamiento CD+E

incrementaron de area de manera significativa (*p=0.0243, #p=0051, #p=0311) con respecto el
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resto de los musculos (Figura 17A). El incremento en el area transversal no se encontrd
asociado a la adicién de mioblastos a la fibra, ni el nUmero de fibras, o en el peso de los animales
(Figura 17ByC).
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Figura 17.Epi promueve la recuperacion del area del musculo dafiado a los 15 dias en el
musculo TA. A. Gréfica del area de 200 fibras por musculo 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 dias, y entre el mismo grupo CD+E en el tiempo vs. 2y
4 dias #p=0.0051; ##p=0.0311. B. C. El conteo total del nimero de fibras y el peso cada uno
de los ratones no mostrd diferencias significativas. Todos los datos estan expresados como
media = SEM, los datos fueron analizados a través de ANOVA con pruebas post hoc para la
comparacién entre grupos, Tukey HSD, n=6 por grupo.
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Epi promueve la hipertrofia en las fibras tipo Il del misculo gastrocnemio

La proteina miosina es esencial para la maquinaria que genera la contraccion en el musculo
esquelético, y existen diferentes isoformas que contribuyen a la diversidad de los diferentes
tipos de fibras (Pette & Staron, 2000). Debido a estas caracteristicas, resulta interesante
analizar el efecto de Epi sobre los tipos de fibras musculares. Por lo anterior, se analiz6 la
morfometria del musculo gastrocnemio a través de cortes transversales (CSA p?) de las fibras
a las Oh 12h y 15 dias después del dafio, a través de la tincion de tricromico modificado de
Gomori (Figura 18). Después de una hora de haber realizado el dafio (Oh), no se observaron
diferencias significativas en el area transversal de los musculos de los grupos analizados. Sin
embargo, a partir de las 12h se observan diferencias de acuerdo al tipo de fibra. Las fibras tipo
| (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 dias *p=0.0001, #p=0.0001; mientras que
las fibras tipo Il (rapidas y glucoliticas) de los ratones SD+E muestran un area mas pequefia a
las 12h con respecto a los demas grupos **p=0.0001; por otro lado, a los 15 dias las fibras tipo
Il muestran diferencias significativas en los grupos tratados, ya que éstas son mas 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 dafio y los grupos sin dafio (SD vs. CD *p=0.0001). De
nuestros resultados podemos asumir que Epi por si misma, induce un incremento en el area

transversal de las fibras tipo Il, pero no en las fibras tipo | del musculo gastrocnemio.
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CSA fibras tipo 2, 15dias
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Figura 18. Epi incrementa el tamafo de las fibras tipo Il, del mdsculo gastrocnemio a los
15 dias. Arriba. Se observa a través de la tincion tricromico modificado de Gomori el proceso
normal de reparacion que tiene el musculo gastrocnemio en los musculos dafiados, asi como
las caracteristicas morfoldgicas que presentan los musculos sin dafio, de color azul se observan
a las fibras tipo Il, y de color rojo se observan a las fibras tipo I. Abajo. En las graficas podemos
observar que las fibras tipo |, s6lo muestran diferencias significativas entre los grupos CD y SD
alas 12h *p=0.0001 y a los 15 dias #p=0.0001, mientras que las fibras tipo Il presentan cambios
en el area a las 12h en el grupo SD+E **p=0.0001, las cuales son mas pequefias que las fibras
del resto de los grupos; posteriormente a los 15 dias después de dafio, las fibras tipo II,
muestran diferencias con respecto a los grupos con tratamiento, aquellos que recibieron
tratamiento con Epi son mas grandes que los que no lo recibieron (SD-E vs. SD+E #p=0.0115;
CD-E vs. CD+E ##p=0.0003, asi como entre los grupos CD y SD *p=0.0001. Todos los datos
estan presentados como mediana + SEM y fueron analizados por ANOVA de una via y
comparaciones multiples de Dunn entre grupos para cada tiempo, n= 3 por grupo.
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DISCUSION

En este estudio se analiz6 el efecto de Epi sobre dos tipos de musculo con diferente
metabolismo y funcién, Tibial anterior y gastrocnemio, después de un dafio quimico agudo a

través de la aplicacion intramuscular de BaCla.

El dafio quimico causado por BaClz (Harris & Cullen, 1990); ha sido empleado en multiples
ocasiones para el estudio de diversas fisiopatologias en las que existe alteracion de las fibras
musculares (Morton, et al., 2019), continuando con una posterior regeneracion de las miofibras,
sin afectar a las células satélite (Hardy, et al., 2016). En este estudio mostramos que, después
del dafio quimico generado por este compuesto, la reparacion es visible desde las primeras 24h
para ambos musculos. Para el caso del TA, la activacidon de ciertos factores como B-catenina 'y
miogenina se dio inmediatamente después del dafio, e incluso la reparacion del masculo tratado
con Epi fue mas rapida en comparacion con los grupos sin tratamiento; lo cual es interesante
ya que, de acuerdo a Liu, y cols. (2013) este tipo de dafio presenta la activaciéon de genes
asociados en la reparacion y en la quimiotaxis hasta después de 36 horas. La relativa rapida
accion de la Epi sobre el masculo después de su administracion, guarda relacion con las
concentraciones de Epi y sus metabolitos en plasma, reportados una hora después de su

consumo por Kopustinskiene (2015).

Asi mismo, el dafio 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 musculos
evaluados. Sin embargo, si se comparan los musculos TA y el gastrocnemio, se puede observar
gue el masculo gastrocnemio continla con el aumento en el area de dafo, después de las 12h
en el grupo sin tratamiento en comparacion con el TA, ya que, en este ultimo, el nivel de dafio

se mantiene con el tiempo. Lo anterior, nos permite proponer que la manifestacion de dafio
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depende el tipo de musculo en estudio. Conviene resaltar que tal diferencia en la reparacion de
dafio ya habia sido reportada por otros autores, por ejemplo, Zimowska, y cols. (2008),
describieron que después de un dafio mecéanico por aplastamiento, la miolisis fue mas répida,
extensa y heterogénea en el musculo con predominio oxidativo en comparacion con musculo
mas glucolitico. Por lo que la fase de reparacion fue mas rapida en el masculo glucolitico a los
5y 7 dias que en el oxidativo, el cual tuvo los mayores niveles de reparacion hasta el dia 14.
Esto es importante, ya que, al observar el comportamiento de las proteinas miogénicas en la

reparacion, vemos que es mucho mas drastica su presencia en el TA que en el gastrocnemio.

El dafio generado por BaClzinduce un proceso inflamatorio de tipo agudo con un pico a las 12h
después del dafio. La inflamacion es un factor importante en la reparacion, ya que se ha
documentado que la activacion 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
inflamacion es persistente, incrementa el estrés oxidativo y otros factores que no permiten una
adecuada reparacion del musculo esquelético, generando de esta forma fibrosis, tal es el caso
de las distrofias musculares o incluso el envejecimiento (Preul3eab, et al., 2019; Stearns-Reider,
et al., 2017; Choi, et al., 2015). Un factor que promueve la inflamacion y genera fibrosis es la
proteina miostatina, una proteina que pertenece a la familia de TGF-B 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 musculo esquelético
distrofico y promueve la generacion de enzimas antioxidantes que reducen el estrés oxidativo
(Ramirez-Sanchez, et al., 2014). Sin embargo, en este estudio no observamos fibrosis generada
debido al dafio por BaClz, ni tampoco incremento en los niveles de miostatina en el TA, lo que

concuerda con lo reportado por Hardy y cols. (2016), quienes sefialan que el dafio quimico por
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BaClz no hay una deposicion 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 niumero de observaciones, es factible sefialar que entre
las 12 y 24 horas después del dafio, 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 area
con dafio después de las 12h, como en el gastrocnemio; en el masculo TA, incluso disminuy6

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

Por otro lado, la activacion de proteinas miogénicas también es importante para el
mantenimiento de la estructura muscular y para su reparacion. En el TA observamos un
incremento de MyoD en los grupos con dafio y en el grupo sin dafio con Epi después de las 12h
con respecto al control. Un dia después, a pesar de que el grupo con dafio y sin tratamiento
continla elevado, de manera significativa se observa que en el grupo con dafio y con

tratamiento, incrementa considerable con respecto a los demas grupos.

Para el caso del gastrocnemio, Unicamente en el grupo CD-E a las Oh hay diferencias
significativas en el nivel de MyoD, posteriormente a las 12h incrementa de manera importante
para los grupos con dafio, y disminuye con el paso del tiempo; es decir, Epi no afecta la cantidad

de MyoD que encontramos en este musculo en estos tiempos después del dafio.

Aunque ya se habia reportado que el tratamiento con Epi en ratones envejecidos incrementa
MyoD y miogenina, asi como la resistencia oxidativa y la angiogénesis (Gutierrez-Salmean, et
al., 2014), no se habia 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 ratén (MEFs, por sus siglas en
inglés) aislados de la cepa de ratdbn C57BL/6, Epi promueve la activacion de MyoD a través de
proteinas involucradas en vias de miogénesis como lo son p38MAPK y Akt (Sang-Jin, et al.,
2017). Por lo que seria interesante llevar a cabo la evaluacion de esta via de sefializacion 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 proteina miogénica que lleva a cabo un papel relevante en el
mantenimiento muscular (Kyba, 2016; Magli, 2017; Borisov, 2001). Esta proteina presenta un
incremento importante de manera inmediata al dafio quimico 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 proteina en el misculo gastrocnemio que en el tibial

anterior.

En el tibial, miogenina un dia después del dafio, tiene diferencias significativas en el grupo
CD+E con respecto a los demas grupos; para el caso del gastrocnemio hay una mayor
presencia de esta proteina durante todos los tiempos que se evaluaron en los grupos con dafio,
aunque de manera interesante, presenta diferencias significativas en el grupo sin dafio con Epi

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

El comportamiento de cada uno de los factores miogénicos evaluados, podria deberse a que
los musculos presentan una capacidad regenerativa y estrategias de reparacion diferentes
(Kyba, 2016); por ejemplo, Zimowska, y cols. (2008), demostraron que la respuesta regenerativa
es diferente para los dos tipos de musculo, prevalentemente glucolitico 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 dafo) de distinta
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manera. Por una parte, durante la regeneracion el nivel de la MMP-2 es mas alto en el masculo
oxidativo que en el glucolitico. La fusion de los mioblastos derivados del masculo glucolitico fue
mas lenta que en el oxidativo por 1 o 2 dias, a pesar de que las células satélites de ambos

musculos no presentaron diferencias en la expresion de las dos metaloproteasas in vitro.

De igual manera, Borisov, y cols. (2001) observaron que el musculo extensor largo de los dedos
(EDL, musculo predominantemente glucolitico) y el muasculo séleo (musculo
predominantemente oxidativo) manifiestan diferentes niveles de atrofia, estos autores
mostraron que 2 meses después de la denervacion, los niveles de atrofia del musculo EDL fue
de 3 a 5 veces mas grande que los niveles de atrofia que lo mostrado en el masculo séleo. 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 regeneracion en la cual se reemplaza a la fibra muscular muerta. Estos
procesos se presentan en repetidos ciclos de degeneracion y regeneracion; por lo que es de
esperarse que en nuestro estudio tengamos picos de proteinas e incluso de ndcleos centrales

en diferentes momentos.

En el masculo TA, aunque los factores miogénicos evaluados se activaron después del dafio,
posteriormente no continuaron incrementando en el grupo CD-E, pero si en el grupo con CD+E,
lo que sugiere que Epi podria modular algiin mecanismo de regulacion postraduccional para
gue sea permitida la acumulacion de transcritos que generan la proteina, o bien incrementar la
vida media de la proteina en el citoplasma, lo que permitiria una mayor acumulacion de tal

proteina.
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Los niveles tanto de MyoD y de miogenina varian de acuerdo con el tipo de fibra y las
proporciones en cada uno de los masculos esqueléticos (Hughes, 1993), por ejemplo, en rata
la proteina de miogenina es 9 veces mayor en soleo, en comparacion al musculo EDL (Zammit,
2017). La composicion de las fibras afecta directamente la respuesta del musculo al dafio, como
lo reporta Guitart y cols. (2017), en el masculo gastrocnemio después de inducir el dafio por
inmovilizacién, muestra diferencias en el nUmero de células satélites; no obstante, para el

musculo soleo no hubo alteracion en el nUmero.

Dicho comportamiento es coincidente con este estudio, en el que el mlsculo gastrocnemio
mostrd una respuesta diferente de acuerdo al tipo de fibras. Las fibras tipo 2, a los 15 dias
después del dafio presentaron un incremento en el area transversal. Armstrong y Esser (2005),
identificaron que la via Wnt/B-catenina es activada durante la hipertrofia generada
mecénicamente en el musculo plantaris del raton, un masculo conformado principalmente por
fibras tipo 2 (Bloemberg & Quadrilatero, 2012); sin embargo, aunque se ha descrito que la
activacion de catenina durante la hipertrofia del masculo esquelético es predominante (Magli,
2017), en nuestro estudio no observamos cambios en los niveles de 3-catenina para el masculo
gastrocnemio con el tratamiento, por lo que se sugiere evaluar mas tiempos, o bien la via para
la generacion de hipertrofia no es a través de adicion de mioblastos. Sin embargo, para
corroborar esta propuesta es necesario realizar un mayor numero de observaciones

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

La respuesta de la proteina B-catenina (activa) es similar para ambos musculos dafiados,
activandose mas rapido en el TA a las Oh, 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 dia después, lo que concurre con lo observado para la proteina MyoD; lo cual
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coincide con lo reportado en mioblastos de raton adulto (Cui, et al., 2019; Agley, et al., 2017).
La B-catenina es esencial para la diferenciacion 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 dias, no hubo
una mayor cantidad de nucleos centrales en este tiempo, sefial de adicion celular; solo se
presentan diferencias significativas entre los grupos dafiados en las primeras 12h después del
dafo. Lo anterior resulta de interés, debido a que, en el caso del musculo gastrocnemio, a pesar
de que se observa un incremento de miogenina, no se manifiesta incremento en MyoD. Cabe
mencionar que diferentes estudios sefialan una situacion similar a la anterior, por ejemplo, en
el mismo muasculo de ratas tratadas con Epi, reportaron incremento en dos importantes
componentes de la via de transporte de oxigeno (capilares y mitocondrias), sin cambios en la
masa corporal o en la masa del musculo analizado, y solo en el perimetro del mismo (Huttemann
& Lee, 2012), aunque en este estudio, los autores no discuten las razones del por qué el
perimetro cambia con el tratamiento de Epi y no el &rea, es interesante ya que el efecto de Epi
varia 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 activacion de la via Akt y p38MAPK en células de mioblasto de ratén
C2C12., mientras que Huttemann y cols. (2013), reportan observaciones similares en un trabajo
realizado en el musculo plantaris de rata, en el cual después de 30 dias de tratamiento
incrementa la capilaridad y la biogénesis mitocondrial (medido a través del aumento de las
proteinas PGC-1a, PGC-1B y Tfam). De acuerdo a las caracteristicas metabdlicas similares que
presenta el musculo plantaris con el TA y al observar que las fibras que crecieron en el musculo

gastrocnemio fueron el tipo Il, se puede plantear una correlacion positiva entre el metabolismo
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del masculo y la cantidad de proteinas involucradas en la biogénesis mitocondrial y/o la sintesis

de proteinas a través de la via Akt y p38MAPK.

Por otro lado, como lo menciona McCarthy (2011), en un modelo de raton condicionado (Pax7-
DTA) en el cual después de la ablacion de mas del 90% de células satélites en el musculo
maduro al administrar tamoxifen, mostré que luego de dos semanas, el madsculo aun con la
delecion de las células satélites incrementa su masa y el area transversal (CSA) al igual que en
el grupo control. Estos autores también muestran, que las fibras tampoco presentan diferencias
en la fuerza especifica, o en la sensibilidad al Ca?*; 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 podrian no ser necesario el incremento en el nUmero

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

Cabe resaltar que, aunque MyoD y B-catenina estén incrementadas después de 24h después
del dafio en el TA, la hipertrofia no se observé sino hasta los 15 dias después, lo que permite
proponer que la activacion transitoria de tales proteinas podria influir en la hipertrofia que se
manifiesta dias después. Sin embargo, seria importante estudiar en futuras investigaciones la
participacion de la via 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 reparacion del dafio muscular
desde las 24 horas después del dafio, en el que se disminuye el area de dafio de manera
significativa para ambos musculos. En el musculo tibial anterior, las proteinas miogenina y [3-
catenina so6lo son estimuladas con Epi cuando el musculo esta dafiado, aunque
interesantemente para estimular a MyoD no fue necesario el dafio, pues incrementa la proteina

desde las 12h en el grupo SD+E.

La reparacion del musculo dafiado por BaClz es mas rapida en el masculo con prevalencia de
fibras rapidas, TA. Para el caso del gastrocnemio, Epi sélo estimula la activacién de miogenina
un dia después en el musculo sin dafio (SD+E), coincidente con el incremento en el area

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

En este estudio, también, pudimos observar que el dafio con cloruro de bario no promueve la
generacion de fibrosis, y por lo tanto no hay variacién en los niveles de proteina miostatina.
Adicionalmente, podemos concluir que la reparacién muscular no solo depende de la activacién
de las proteinas miogénicas, si no también, depende de la susceptibilidad que presentan los
musculos para ser dafiados, y de los mecanismos de remodelacion celular que son diferentes
de acuerdo a las caracteristicas de cada musculo, elementos que deben de tomarse en cuenta

al evaluar el tratamiento de Epi sobre el musculo esquelético.

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

como el microambiente modifica su actividad.

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

tratamiento y por cuanto tiempo, asi como pruebas fisiologicas de los musculos analizados.
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Finalmente, es necesario definir si la hipertrofia generada en el muisculo gastrocnemio es
llevada a cabo a través de la misma via que el TA; asi como dilucidar si las fibras tipo 2 son las
Unicas que con el tratamiento de Epi tienen la capacidad de crecer y que caracteristicas definen

la accion hipertrofica de Epi.
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Abstract

Several studies have shown the beneficial effect that Epicatechin (Epi) has on the skeletal muscle of murine models and patients with muscular dys-
trophy and in the muscles of patients with diabetes or murine sarcopenia models. This flavanol has been shown to enhance antiocidant pathways and
improve muscle architecture. However, the repair process during muscle regeneration has not been analyzed. To address this, we characterize the effect of
Epi in the repair process of the Tibialis anterior in a murine model with BaCly-induced damage. CO1 mice of 10 weeks of age were randomly selected and
injured with BaCl;. One hour later, they were divided into four groups (r=6 for histology groups and n=12 for western blot groups). Epi was administered
every 12h, until the time of sacrifice. Histological and morphological analysis showed that Epi significantly reduced the area of damage and hypertrophy
at 15 days in the damaged muscle. Furthermore, western blot assays showed that the treatment increases [§-catenin (active) and myogenic proteins such
as MyoD and Myogenin. These results show that Epi exerts therapeutic effects accelerating skeletal muscle repair after induced damage chemically, thus

highlighting the therapeutic potential of this flavanol in different myopathies.

© 2022 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: (-}- Epicatechin; muscular repair; skeletal muscle; chemical damage; BaCl;.

1. Introduction

Skeletal muscle [SkM), the tissue that represents approximately
40% of the body weight, has a remarkable regenerative capacity
[1.2]. After damage by injury or by degenerative diseases such as
muscular dystrophy [3], two critical phases have been identified:
the phase of degeneration of the sarcolemma or necrosis of the
fiber due to an inflammatory process; and the regeneration phase
through the activation of satellite cells, and subsequent differenti-
ation and fusion to the damaged fibers [4).

The mechanism by which the satellite cells differentiate to my-
oblasts and bind to damaged muscle fibers has not been entirely

* Corresponding author: Ramdn M. Coral-Vizquez, Seccion de Posgrada,
Escuela Superior de Medicina, Plan de 5an Luis y Diaz Mirdn s/n, Col
Casco de Santo Tomas, Cludad de México, México.
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Brps: ffdoi org) I0UI016j jnuthio 2032 109069
[955-2863 /0 2022 Elsevier lnc. All rights reserved.

described. However, recently it has been observed that f-Catenin,
in coordination with MyoD, is essential for the differentiation of
primary myoblasts |5).

On the other hand, the muscle repair capacity could be af-
fected by the biochemical and mechanical environment of the tis-
sue [G]. In addition, genetic diseases, such as muscular dystrophies
|7]. or other pathological conditions that affect it indirectly, such
as diabetes mellitus [2], can influence the muscular environment.
Other characteristics that could affect muscle regeneration are ag-
ing [9,10], the presence of inflammation [11], the number of satel-
lite cells available for repair, and their activation capacity, among
others [12].

Different therapies have been developed to improve muscle re-
pair capacity, such as the use of anti-infllammatory drugs [13], im-
munological treatments that target profibrotic proteins [14], and
stem cell transplantation [15,16]. However, none of these treat-
ments have shown good efficacy, and others are invasive and ex-
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Fig. 1. Strategy 1o evaluate the effect of Epi on BaClz-induced chemical muscle injury. 10-week-old male mice of the CD1 strain were injured in the right hind leg with Bagly

[WI-E), and the vehicle was injected into the |t hind leg (WOI-EL One hour afier injury, a group of animals was sacrificed; this lime corresponded 10 groups

0 h The

remaining animals were divided into by groups; one group was treated every 12 b with Epi and the contral group with vehicle (water + 0.2% DMS0). Subsaquently, groups
of animals were sacrificed ar 12 and 24 hours, 2 days, 4 days and 15 days, and the tibialis was dissected 1o perform the different resis.

pensive [15, 17-19]. In such a way that it is necessary to look for
alternatives that can complement existing therapies.

Im that context, the flavanol { —}-Epicatechin (Epi), a component
present in high concentrations in cocoa, has shown to have multi-
ple benefits in human health [20,21], In SkM, Epi has positive ef-
fects in mitechondrial biogenesis and muscle regeneration associ-
ated with improving exercise parameters (n patients with Becker
muscular dystrophy [22]. Our group has reported that Epi treat-
ment reduces fibrosis and improves skeletal muscle function re-
lated to irs ability to impact molecular regulatory mechanisms in
JS-sarcoglycan knockout mice, a model for muscular dystrophy [23].
In addition, Epi-rich cocoa improves the sarcomeric microstructure
of skeletal muscle in patients with type 2 diabetes [24].

The present study aimed o examine the effects of Epi treat-
ment on the skeletal muscle repair process, including histological
parameters and proteins involved in myogenesis in CD1 mice with
BaCly-induced damage.

2. Methaods
21, Anirmal miodel

One hundred twenty-six 10-week-old mabe CO-1 mice were used for all ex-
pﬂ'il‘ﬂEl‘lL& Performance ol all pl‘[l(’fdul‘ﬂ wag I’n{lrming the ethics code ol the
Warld Medical Assoeistion [Declaration of Helsinki) nd the Guidelines for the Care
and Use of Laboratory Animals of the Institute of Laboratory Animal Resources
[t fwrww. il s age awic amimal-wellare-act), approved in Mesxico by the Ma-
tional Academy of Medicine and following the Mexican Oficial Standard Norm
HOM-DE2-200- 1998,

23 BaCly musels injury model

Initially, mice were apesthetized with B0 mg/kg body weight of ketamine [PiSA)
and Smg/kg body weight of xylazine (PiSA) injected ip. Then, the chemical injury
was carried oul wsing IM injection of 50 | of BaCly {12% in sterile demineralized
weater] (Sigma Aldrich, MO, USA) in five points { Wl ssch oae) of the right leg using
an insulin syringe |25). The left legs were used a5 the control muscle without injury.

2.3, Experimential design and approaeh

Alter the injury with BaClo, the 132 mice were allocated inlo wo groups:
one group without Epi-treatment, only with the vehicle, with the right leg injured
with BaCl; [WI-EL and left ey without damage (WOI-E): snd ancther greup Epi-
treatment with 4 right leg injured with BaCl; [WI4E) and left leg withoul injury
(WOIHEL All animals were housed on a fieed 12-h light/dark cyele and fed with
& narmal chow diet. One hour after the injured mice were reated, by oral gavage
nwice daily [morning amd evening), with either vehicle [water+ DMSD 0.2%) ar 1
mg/kg body mass of Epi [Sigma-Aldrich. 5t Lowis, MO, USA), until the moment af
sacrifice. Post-treatment, mice were sserificed ot dilferent times by cervical dislo-
caticn slterward 80 mg/kp bedy weight (EW) of ketsmine [ketamine lydrochloride
200 mgml) and 10 mglkg BW of xylazine (xylarine hydrochloride ZDmg/mL) in-
jected ip (Fig. 1) The ribialis aneerior [TA) muscles were collected for histological
anl molecular analyses. The TA of bath hind legs were obrained o1 dilferent tmes

o evaluate the effect of Epi-ireatment in muscle repair: | b after the injury (0h
time}, 12 h. and one day after the injury; and o evaluate the effect of Epi-trestment
in the fiber size and central nucei, the mukcles were collected ar 2, 4 and 15 days
after the injury.

2.4, Histological analysis

In order to evaluste histological alterations, lalf of the right and left TA muscles
Were !ﬂ.!p-ﬁ'lﬂ.!'ﬂ in |iquiﬂ nilmgen-mﬂed EWMUM. Sarial musdle crodi-secliong
[7 pm-thick) were stained with hematoxylin-easin (HE).

25 Morphometric anatysis

The complete TA muscle-stained sections were examined by AxioVision SE64
Rel 4901 software. The cross-sectional aréa of at least 200 randomly selected fibers
was obtained, and the central mucled of all fibers were counted with the Cell counter
from Fiji Image | software, The size of the damage was considered a3 the total area
with granular lissue in the cross-section.

26 Western blotting

Approimately S0 of skeletsl mudcle rissues were homogenized in NP-40
hysis buffer [SOmM Tris HCL 150mM MaCl, 1% lgepal] supplemented with pro-
tease and phosphatase inhibiter cocktails (Thermo Fsher # AS2950) Toral pro-
ein content was messured in the supernatant with the Bradlord method Then,
50 ug of protein was loaded onto & 10X denaturing SDS-PAGE gel and electro-
mansferred o a nitrocellulose membrane (025 wm?, Pierce, PO1-88018). Mem-
branes were incubated for 1 b in blocking solution [5% powdered skim milk
TBS plus 0.05% Tween 20 (TBS-T)| followed by incubation for 14 h at 4°C with
appropriate primary antibody used sccording to the recommendations of the
rsanufacturer: GAPDH (1:4D00 Thermo Fisher # MAS-15738), S-Catenin [1:800
Cell Signaling #88145), myostatin [1:500 Thermo Fisher # PAS-11936), MyoD
[1:500 Thermo Fisher & # MAS-12002) myogenin [1:200 Therma Fisher # F5D)
Then, membranes were washed [3x5 min) with PES-T 0L% and incubation HRP-
secondary  antibody: 1:10000 Anti Mouse (Jackson #715-035-150) or 1:10000
Anti-rablit (Cell Signaling #7074s). Detection of interest proteins was done with
SuperSignal™ West Femto Chemiluminescent Substrate kit (34095, Thermo Scien-
tific). Band intensities were digitally quantified using LI-COR Image Studio™ sofl-
ware [hitp:[wwwlicorcom| o products [softwareimage_studio_lite)).

27, Starisrical anolyses

Al data are expressed a5 mean + standard error of the mean (SEM]L and
analyzed with the GraphPad Prsmb Data distribution was tested using the
Kolmogorow-Smirnoy st Mann-Whitney U, and one or two way-ANOVA (ests.
When appropriate, post foc Tukey's analysis was used o determine which means
were significantly different from each other. Statistical significance was defined
when P= 005,

3. Results
3.1, Epi accelerate repair in infured muscles

Since one of the main approaches was to evaluate Epi’s impact
on the muscle regeneration process after BaCly injury, we decided
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Fig. 2. Histological analysis of Epi treated and untreated mice muscles. A. H:E staining showed loss of muscle structure and granular tissue infiltration at 12 and 24 hes after
injury with BaCl;. B. Mice with lesion and Epi (WI+E) showed a4 smaller lesion area after 24 h (* p=<.05), and the reduction was more evident two days after damage (** p =
.0149). C. The central nuclei are shown in percentage concerning the total of fibers. At 12h there are significant differences when comparing WOILE vs. WILE (* p - .0025),
and WEE vs. ¢ WILE ("* p = .032). At 24 h, only significant differences were observed when comparing WI-E vs. WOLE (*** p = 0174); at 2 days, we observed differences
between WOI-E vi. WILE (*p = 0372) and WOI4E vs. WILE (*p = 0.0402); at 4 days between WOILE vs. WILE (“p = 0076) and finally at 15 days between WOI+E vs. WI-E
{(*p = .0037) and WOI+E vs. WIHE ("p = .0017) . All data are expressed as mean+SEM and analyzed with two-way ANOVA and Skdaks multiple comparisons test nw6 per

group.

to study the ribialis anterior (TA) muscle, which has a prevalence
of type 2 fibers of 99% [26]. Consequently, by H&E, we evaluated
the TA muscle at Oh, 12 hr, 1, 2, 4, and 15 days after the injury
(Fig. 2, Panel A and B). At 12 h post-BaCl; injury, no significant
difference in the injured muscle area was observed between Epi-
treated (WI+E) and non-treated mice (WI-E). However, one day af-
ter BaCl, damage, there was a significant reduction in the lesion
area of the skeletal muscle of Epi-treated mice (WI+E) when com-
pared to the damaged muscles of non-flavanol-treated mice (WI-E)
(2415 = 55 and 48.32 + 6.437, respectively; P< .05). The decrease
in the area of damage was even more evident on day two after
BaCl; injection in the Epi-treated mice than those not treated with
Epi. (WI+Epi 6.128 = 3.057 vs. Wi-Epi 34.62 + 6.995; P = .0149).
Subsequently, at four days post-injury, a large amount of infiltrat-
ing granular tissue was present in the injured muscle of non-Epi-
treated mice (WI-E). In contrast, the granular infiltrate was greatly
reduced in the muscle of Epi-treated animals (Fig 4, Panel A). Be-
sides, Epi treatment did not show any evident effect in the muscle
of the non-injured muscles (WOI+E) when compared to the non-
injured muscles of mice without Epi treatment (WOI-E) (Figs. 3
and 4, panel A).

Also, we carried out an analysis of central nuclei (Fig. 2, Panel
C), a signal of muscle regeneration |4]. As expected, there were
few central nuclei in the non-injured muscle of the mice treated
(WO+E) and non-treated with Epi (WO-E) in all the analyzed
times. However, after one hour of BaCl, damage (time 0, previous
to the Epi treatment), the fiber muscles (WI-E) increased the num-
ber of central nuclei. Then, at 12 hrs, the number of central nu-
clei was significantly increased in damaged fibers from Epi-treated
mice (WI+E) compared to damaged muscles from non-Epi-treated
animals (WI-E) (2, 8 = 0388 and 1.332 + 0.444, respectively, P =
.032). However, although there was an increase in the number of

central nuclei at the other post-injury times, there were no signif-
icant differences between these two groups.

3.2. Epi generates hypertrophy in injured muscles

Previous observations by our group have shown that Epi
treatment-induced hypertrophy in normal cardiac fibers [27], so
we consider evaluating this parameter in skeletal muscle. We as-
sessed the muscle fibers' cross-sectional area (CSA) at 2, 4, and 15
days (Fig. 3, Panel A and B). No differences were observed in CSA at
2 and 4 days, but at 15 days, the Epi treatment increased the area
(P = .0243) in the injured muscles (WI+E) versus the WI-E group
(2699.042 = 57.65815 and 2111.425 + 187.3555, respectively).

3.3. Epi increase leve lof myogenic proteins

The repair process was faster than we expected. Therefore, we
evaluated previous times with different markers of muscle growth
like myostatin and myogenesis like MyoD, Myogenin. We did not
observe any significant difference in myostatin protein at Oh, 12h,
and one day after injury between the groups. After the injury, the
increase in the fg-Catenin protein (active) was observed, but at 12
h, there was no difference. Then one day post injures, differences
were observed in WI+E group concerning the rest of the groups.
MyoD expression increased up to 1 day after injury in the same
group. Interestingly, Myogenin shows significant differences from
0 h after injury in the treated group even when the MyoD protein
is not present, showing behavior similar to g-Catenin (Fig. 4).

4. Discussion

Here we studied the effect of Epi in acquired skeletal muscle
damaged using as a model the BaCl; induced injure [25]. The study
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Fig. 3. Epi induces hypertrophy at 15 days in the injured muscle. A. The H: E staining showed a faster recovery process in the WI4E group mice than the WI-E group. B. The
muscle fibers of the WIHE group mice have at 15 days a significant increase in size compared with WI-E group (*p = 0243). All data are expressed as histogram and scatter
plot (C), the mean<SEM, the data were analyzed by means, 2-way ANOVA, and Tukey HSD post hoc for comparison between groups. nw-6 per group.
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Fig. 4. Expression of S-catenin, MyoD and Myogenin. Western blol analysis showed changes in myostatin levels at different times, with a drastic reduction at 24 hrs; however,
there were no significant differences between the different groups, n-6 per group. Treatment with Epi significantly increased the level of S-catenin in the WILE group on day
1 ¥8 WEE (* pw=<.05}, v$ WOI4E (p = 002) and vs WOI-E (< p = 0006). Concerning MyoD, a significant increase was observed at 12 h in the WI-E vs. WOI-E group and (# p
= 015) At 24 h, the WIE group showed a higher level when compared with the other groups (WI-E, * p = 0077; WOI+ E, "p = .0001; and, WOI-E, © p - .0001). An increase
in the protein was also determined in the WI-E vs. WOI-W group (** p = .0095). The increase in the myogenin Jevel was observed from time 0 h in the group with damage
(** p = .044). Sub 1y, this protein sk d, on day 1, a significant increase in the WILE group when compared with the other groups (WI-E, * p = 0142; WOI4E, ®* p =
0019; and WOI-E, © p DOI). All data are expressed as mean = SEM and were analyzed by Mann Whitney for groups Oh, and bidirectional ANOVA and Tukey HSD post hoc

tests for comparison between groups and times. n-12 per group.
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results indicaved thar Mlavanol significantly impacts repairing chem-
ically damaged muscle from one day after damage.

BaCly induces extensive histopathological changes in muscle af-
ter injection, with marked and extensive necrosis at 18h [28]. How-
ever, the repair promoted by Epi was faster than expected, so it
was decided to evaluate shorter times Oh, 12h, and one day. Inter-
estingly, the mice treated with Epi showed a significant reduction
in the necrosis area at 24 hrs, which was more evident two days
after treatment. Hardy et al. [25] have reported that total recov-
ery of muscle histology occurs one month after chemical damage.
Interestingly, in the animals treated with Epi, the improvement in
histology at two days was noticeable even when we observed an
increase in central nuclei at 15 days on injury groups. There was
also a statistically significant enlargement of the muscle fiber area
in the BaCl;-damaged muscles of Epi-treated mice compared with
the other groups, being the difference more drastic when com-
pared with the WI-E group. The enlargement of the fibers and the
increase of the central nuclel induced by the treatment with Epi
suggests that flavonol could have the capacity to generate muscle
growth due to changes in cell turnover [29]. Muscle growth may
also be associated with protein turnover [30], which is necessary
to investigate in future studies. On the other hand, it has been
proposed that epi has exercise-like effects on the body [31], par-
ticularly skeletal muscle. In this regard, Bruusgaard and colleagues
[32] have suggested that the increased number of nuclei during
exercise overload is a significant cause of skeletal muscle hyper-
trophy. Consequently, the increase of central nuclei associated with
the muscle enlargement in our study may be a consequence of the
myonuclei accretion, a phenomenon observed in skeletal muscle
exercise-induced remodeling [33].

The beneficial effects of Epi are also exerted in the skeletal
muscle of a S-sarcoglycan knockout mouse, a genetic model for
limb-girdle muscular dystrophy [22].

It has been shown that the BaCl; skeletal muscle injures does
not induce fibrosis [28]: besides, myostatin is a direct regulator of
fibrosis in the skeletal muscle [34]. In concordance with this, we
did not observe significant differences in the protein level when
compare all the groups at any time.

Bernardi et al. [35] have shown that the canonical S-Catenin
pathway regulates myostatin negatively. Seven days post injures
with BaCly the protein expression level of f-Catenin increases in
the Tibialis muscle [36] In addition, it has been observed that the
increase in the expression of genes of the Wnt/S-Catenin signal-
ing pathway participates in the muscle repair process after contu-
sion damage [37]. In addition, the canonical WNT/S-Catenin sig-
naling pathway participates in muscle development and regener-
ation [35-40]). The present study showed a significant increase in
the g-Catenin active protein level an hour after the injure (time
Oh) with BaCly. Interestingly, in muscles damaged with BaCls, Epi
treatment induced a significant increase in the f-Catenin level at
24 hrs; this may suggest that the flavanol accelerates the mus-
cle repair through the g-Catenin pathway. Besides, S-Catenin has
been proposed to play a role in muscular hypertrophy by targeting
myogenic factors [41,42] and participates in the differentiation of
primary myoblasts via cooperation with MyoD [5]. In this regard,
the Epi treatment induced a statistically significant increment of
MyoD at 24 hrs in the injured skeletal muscle compared with the
other groups. Myogenin, another myogenic transcription factor that
participates in skeletal muscle regeneration [43], also increased its
expression 24 hrs after treatment with flavanol.

Concurrent with the increase in myogenic proteins, Epi gener-
ated hypertrophy in the tibial muscles 15 days after the damage.
An element that could participate in muscle growth is activating
the PI3K/AKT signaling pathway through the induction of protein
synthesis [44,45]. Previous studies of our group have shown that

the activation of the FI3KJAKT signaling by Epi induces adaptative
hypertrophy in cardiomyocytes of normal mice |27] Therefore, we
are currently conducting research to determine if the PI3K/AKT sig-
naling is involved in skeletal muscle hypertrophy.

Previous studies of our group have shown that Epi improves
mitochondrial-related protein levels and ameliorates oxidative
stress in dystrophic mice S-zarcoglycan null mouse skeletal mus-
cle |23). Likewise, in patients with Type 2 diabetes, Epi-rich cocoa
induces recovery/enhancement of associated proteins dystrophin
complex, the sarcomeric microstructure, and modifies SkM mark-
ers compatible with myofiber regeneration [24].

Overall, this study shows that Epi accelerates the repair pro-
cess, which was associated with increased f—catenin and myo-
genic profein such as MyoD and Myogenin in a chemically injured
SkM; however, more experiments should be carried out to eluci-
date more deeply the effect that Epi may have on the f-catenin
pathway and other signal pathways. It is also worth highlighting
the therapeutic potential of flavanol in acquired and genetic my-
opathies, positively impacting different molecular mechanisms. In
addition, some studies have shown that Epi has no adverse effects
on humans at the doses used in this study [46.47].
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