Universidad de Concepcion
Direccion de Postgrado
Faculta de Ciencias Bioldgicas
Programa de Doctorado en Ciencias Biologicas
Area Biologia Celular y Molecular

Estudio de la expresién y localizacion subcelular del
transportador de vitamina C (SVCT2) en fend6menos de plasticidad

del masculo esquelético

DANIEL ANDRES SANDOVAL SILVA

CONCEPCION-CHILE
2011

Profesor Tutor: Juan Pablo Henriquez Hohmann
Francisco Nualart Santander
Dpto. de Biologia Celular, Facultad de Ciencias Bioldgicas
Universidad de Concepcion



Esta tesis ha sido realizada en el Departamento de Biologia Celular de la
Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad de Concepcion.

Profesores integrantes Comision Evaluadora:

Dr. Juan Pablo Henriquez H.
Profesor Tutor
Facultad de Ciencias Bioldgicas

Dr. Francisco Nualart S.
Profesor Tutor
Facultad de Ciencias Biologicas

Dr. Carlos Opazo M.
Profesor Evaluador interno
Facultad de Ciencias Bioldgicas

Dra. Maria de los Angeles Garcia R.
Profesor Evaluador interno
Facultad de Ciencias Bioldgicas

Dr. Juan Reyes

Profesor Evaluador Externo
Pontificia Universidad Catodlica
de Valparaiso

Dr. José Guzman Gonzalez
Director

Programa Doctorado en Ciencias
Biologicas, Area Biologia Celular y
Molecular



Tesis de doctorado financiada por:

Proyecto Anillo en Ciencia y Tecnologia ACT-02 (2007-2009).

Proyecto FONDECYT 1100326 (2010-2012).

Beca Escuela de Graduados Universidad de Concepcion (2006-2008)

Beca CONICYT para estudios de doctorado (2008-2010).

Beca CONICYT para Apoyo de realizacion de Tesis Doctoral (2010)
CONICYT, Proyecto Anillo ACT-02 y Escuela de Graduados de la
Universidad de Concepcidon para presentaciones en reuniones cientificas
nacionales (2006-2011).

Centro de Microscopia Avanzada. Universidad de Concepcién.



A Leticia y Daniel

A mis Padres y Hermanos



Agradecimientos

Al concluir este largo proceso de aprendizaje tanto en lo formal como en lo
extra académico, preciso en estas lineas agradecer a todas las personas que
colaboraron directa e indirectamente en que este momento llegara.

En primer lugar quiero profundamente agradecer a mi Tutor de Tesis el Dr.
Juan Pablo Henriguez por permitirme ingresar a su recién nacido laboratorio y
dejarme aportar con mi experiencia en campos necesarios para el desarrollo de
nuestra investigacion. Muchas gracias por el apoyo personal y por tus
ensefianzas. Sin duda, mas que mi Tutor eres un gran amigo.

Por otra parte, agradezco particularmente al Dr. Francisco Nualart, en
primer lugar por abrirme las puertas de su laboratorio cuando recién llegué al
programa. Gracias por todo el apoyo personal y por su formacion hacia el
conocimiento.

A todos mis compafieros del laboratorio de Neurobiologia del Desarrollo. A
Marcela, por toda la colaboracion en los momentos mas dificiles de mi tesis y por
su apoyo en la discusion de los resultados obtenidos. A Evelyn, por su trabajo,
simpatia y colaboracion. A los nuevos integrantes del laboratorio, Cristina, Jaime
y particularmente Jorge, porque gracias a ustedes pudimos generar un ambiente
de simpatia y cordialidad entre nuestros experimentos.

A nuestra Sra. Aida, por su gran preocupacion y trabajo que hace nuestra
labor sea més facil todos los dias.

A mis compaferos y amigos del laboratorio del final del pasillo, Pedro,
Federico, Fefia, Andrea, Katty, Vivi, Cristian y Ximena muchas gracias por su
compaiiia y amistad.

A los deméas miembros del Departamento de Biologia celular, Dra. Maria de
los Angeles, Dr. Sylvain Marcellini, Dr. Hernan Montecino y Dra. Teresa Caprile,
Dra. Karin Reinecke por su formacién, apoyo y compafiia durante estos afos.

Especialmente quiero agradecer a mi familia. A mis Padres, quienes a
pesar de la distancia me han entregado todo su apoyo durante toda mi vida.
Gracias por haberme inculcado el compromiso, el trabajo y la paciencia como



pilares fundamentales de mi vida. A mis hermanos, por su apoyo, colaboracién e
interés en mi formacion.

Finalmente te agradezco Leticia por la compafia, la paciencia y tu gran
amor. Gracias por acompafarme y hacerme sentir protegido en tus brazos durante
los momentos mas complicados. A Daniel, por que tus 0jos me recuerdan en cada
momento que eres parte de mi corazén, gracias por esperarme en las noches para
verme llegar a casa.



INDICE GENERAL

indice General
indice de Figuras
indice de Anexos
indice de Tablas
Abreviaturas
RESUMEN

ABSTRACT

INTRODUCCION

1. Mdsculo esquelético

1.1. Miogénesis

1.2. Estructura del musculo esquelético

1.2.1. Criterios de clasificacion de las fibras

musculares esqueléticas

1.2.2. Mdsculo esquelético en aves

1.3. Definicion del fenotipo de las fibras

musculares

2. Plasticidad muscular

Pagina

XVI
XVII
XVII
XXI

XX



2.1. Rol del calcio en la plasticidad muscular

3. Especies oxidativas en el musculo esquelético

3.1. Especies oxidativas y estrés oxidativo

3.2. Mecanismos antioxidantes en el misculo

esquelético

4. Vitamina C

4.1. Vitamina Cy su rol como agente antioxidante

en el masculo esquelético

5. Sistemas transportadores de vitamina C

5.1. Transporte de DHA mediado por GLUTs

en el masculo esquelético
5.2. Transporte de AA mediado por los
co-transportadores de sodio y vitamina C
(SVCTs) en el musculo esquelético
5.2.1. Caracteristicas generales

5.2.2. Regulacién de los transportadores SVCTs

5.3.  SVCTs en el musculo esquelético

10

12

12

13

14

15

16

17

17

17

19

19



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

HIPOTESIS

OBJETIVO GENERAL

OBJETIVOS ESPECIFICOS

MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

1.1

1.2.

1.3.

1.4

1.5

1.6.

1.7.

1.8.

1.9.

Animales de experimentacion

Cultivo celular

Soluciones de cultivo celular

Soluciones de fraccionamiento subcelular

de membranas musculares

Enzimas

Reactivos y soluciones ultrapuras

Oligonucléotidos

Anticuerpos

Kit comerciales

21

23

23

23

24

24

24

24

24

25

26

26

26

27

29



1.10. Reactivos y soluciones en general

1.11. Materiales en general

2. Métodos

2.1. Animales de experimentacion

2.2. Cultivos celulares

2.2.1. Mantencioén de los cultivos celulares

2.2.2. Cultivos primarios de mioblastos de pollo

2.2.3. Extracto de embrion de pollo

2.2.4. Cultivos primarios de miotubos de raton

2.2.5. Aislamiento de fibras musculares esqueléticas

de raton adulto

2.3. Estimulacion eléctrica

2.3.1. Estimulacion eléctrica en miotubos de ratén

2.3.2. Estimulacion eléctrica de fibras aisladas

24. RT-PCR

29

30

30

30

31

31

31

32

32

33

33

33

34

34



24.1.

2.4.2.

2.4.3.

2.5.

2.5.1.

2.6.

2.6.1.

2.6.2.

2.7.

2.8.

2.8.1.

2.8.2.

2.8.3.

2.8.4.

2.9.

Extracciéon de ARN total

Reaccidn de transcripcion reversa

PCR utilizando KAPA Taq polimerasa

PCR tiempo real (QPCR)

Cuantificacion por PCR en tiempo real

Extractos de proteinas musculares

Extractos de proteinas totales

Obtencion de extractos enriquecidos en proteinas

citosdlicas y de membrana

Cuantificacion de proteinas

Western blot

Electroforesis de proteinas

Transferencia a membrana PVDF Immobilon

Bloqueo, incubacién con anticuerpos y revelado

Cuantificacion de la intensidad de bandas

Inmunohistoquimica

34

35

35

36

36

36

36

37

37

38

38

38

38

39

39



2.10. Inmunocitoquimica

2.11. Histoquimica

2.11.1. ATPasa miofibrilar (mMATPasa)

2.11.2. NADH-TR

2.12. Determinacién del area de seccidn transversal
(CSA) de las fibras musculares

2.13. Tratamiento de cubreobjetos con HCI

2.14. Adquisicion de imagenes

2.15. Fraccionamiento de musculo esquelético

de pollo adulto

2.15.1. Fraccionamiento fuerza iGnica-detergente

2.15.2. Fraccionamiento detergente-fuerza idnica

2.16. Estadistica

V. RESULTADOS

1. Expresion de SVCT2 en musculo esquelético de
pollo adulto

40

40

41

41

41

41

42

42

42

42

44

45

46

\



VI

1.1. Distribucién de SVCT2 en el masculo esquelético
de pollo adulto 47

1.2. Caracterizacién de las fibras musculares esqueléticas

de pollo durante la etapa post-natal 50

1.2.1. Caracterizacién morfologica y metabdlica de fibras

musculares de pollo 50

1.2.2. Caracterizaciéon molecular de las fibras musculares de pollo 52

1.3. Expresion de SVCT2 en musculos esqueléticos
de pollo 56

1.3.1. Comportamiento temporal de la expresion de SVCT2
en musculos lentos y rapidos de pollo post-natal 56

1.3.2. Distribucién de SVCT2 en el masculo esquelético de pollo 59

1.4. Distribucioén intracelular de SVCT2 en fibras

musculares lentas oxidativas 63
2. Patrén de distribucion intracelular del co-transportador
sodio ascorbato SVCT2 en fibras musculares lentas

oxidativas 67

2.1. Localizaciéon subcelular de SVCT2 en fibras musculares
lentas oxidativas 67

2.2. Localizacion subcelular de SVCT2 en miotubos de pollo 84



3. Regulacion de la expresion de SVCT2 en fibras aisladas
y miotubos de ratdn

3.1. Ladepolarizaciéon de membrana inducida por
electroestimulacién aumenta la expresion de SVCT2
en fibras aisladas y miotubos de raton

3.2. Ladepolarizacion de membrana inducida por
electroestimulacion altera la distribucién de SVCT2
en fibras aisladas de raton

VI. ANEXOS

VII. DISCUSION

1. SVCT2 se expresa en musculos lentos de pollo adulto

2. SVCT2 se expresaen el musculo esquelético durante
el desarrollo post-natal temprano en pollos

3. SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas
oxidativas de pollo

4. SVCT2 selocaliza en dominios internos de membrana

en fibras musculares lentas oxidativas de pollo y humano

5. SVCT2 se expresa in vitro en miotubos de pollos

6. Laexpresion de SVCT2 es modificada por patrones

de estimulacion eléctrica

86

88

90

95

98

98

102

105

106

112

115

VI



7. Lalocalizacién subcelular de SVCT2 es modificada

en respuesta a depolarizacion eléctrica

VIIl. CONCLUSIONES

IX. BIBLIOGRAFIA

117

119

121



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

INDICE DE FIGURAS

Representacion esquematica de una fibra muscular

esquelética adulta

Representacion esquematica del fraccionamiento

subcelular de musculo esquelético adulto

Expresion de SVCT2 en musculo esquelético

de pollo adulto

SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas

oxidativas de pollo adulto

Determinacion de la actividad NADH-TR en los musculos

esqueléticos de pollo durante el desarrollo post-natal

Caracterizacion morfoldgica y metabdlica de las fibras
musculares esqueléticas de pollo durante la etapa

post-natal

Pagina

43

48

49

51

53



Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

La determinacion de la actividad mATPasa permite
identificar los fenotipos lentos y rapidos en musculos

esqueléticos de pollo adulto

Los musculos esqueléticos definen su fenotipo durante

la etapa post-natal

Los niveles de ARNm de SVCT2 decaen durante el

desarrollo post-natal

SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas oxidativas

de pollo durante la etapa embrionaria tardia

SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas oxidativas

de pollo durante la etapa post-natal temprana

SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas oxidativas

de pollo durante la etapa adulta

54

57

58

61

62

64

Xl



Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

SVCT2 se distribuye a nivel de las fibras musculares
lentas oxidativas en distintos musculos esqueléticos

de pollo adulto 65

La expresion de SVCT2 esté restringida a fibras lentas

oxidativas en el musculo esquelético humano 66

SVCT?2 se distribuye intracelularmente bajo un patrén
estriado transversal en fibras musculares lentas oxidativas

de pollo adulto 68

El patrén estriado transversal de SVCT2 se distribuye
de forma similar en distintos masculos esqueléticos

de pollo 69

Comparacion de la localizacion de SVCT2
respecto a titina, miomesina y desmina en fibras

musculares lentas 71

Xl



Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Comparacion de la localizacion de SVCT2
respecto a proteina C lenta, miomesina y RyR

en fibras musculares lentas 72

El andlisis de microscopia confocal demuestra que SVCT2

se localiza en dominios de membrana intracelular 74

SVCT2 se localiza en dominios internos de membrana

en las fibras musculares lentas de humanos 75

SVCT2 segrega en microsomas pesados obtenidos de

fibras musculares esqueléticas de pollo adulto 77

Enriquecimiento de SVCT2 y proteinas musculares en
fracciones de membranas tratadas con fuerza idnica

y detergente 80

Enriquecimiento de SVCT2 y proteinas musculares en
fracciones de membranas tratadas con detergente y

fuerza idnica 82

X1l



Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

La deteccion de SVCT2 es bloqueada especificamente

por su péptido inhibitorio

SVCT2 se expresa en cultivos primarios de miotubos
de pollo y se distribuye intracelularmente en forma

similar a lo observado in vivo

SVCT2 se expresa en miotubos de pollo y co-distribuye
con Na'K* ATPasa a nivel de la fraccion enriquecida en

proteinas de membrana

La expresion de SVCT2 es incrementada por la
depolarizacién de membrana inducida por

electroestimulacién en fibras aisladas de ratén

La expresion de SVCT2 es incrementada por la
depolarizacién de membrana inducida por

electroestimulacién en miotubos de raton

83

85

87

89

91

XV



Figura 29

Figura 30

SVCT2 altera su distribucién intracelular en fibras
musculares esqueléticas en respuesta a la
depolarizacién de membrana inducida por

electroestimulacion 92

Modelo propuesto para el ingreso de AA mediado
por SVCT2 y la induccion y/o mantencién del fenotipo

lento en fibras musculares esqueléticas 94

XV



XVI

INDICE DE ANEXOS

Pagina
Anexo 1 Estandarizacion de cortes de musculo
esquelético para inmunohistoquimica 95
Anexo 2 SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas
oxidativas durante el estadio post-natal
temprano (30 dias) 96

Anexo 3 Expresion de SVCT2 durante el desarrollo

post-natal de musculos de pollo 97



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

INDICES DE TABLAS

Partidores de ADN utilizados para los ensayos
de RT-PCR

Partidores de ADN utilizados para los ensayos
de gPCR

Anticuerpos primarios

Anticuerpos secundarios

Estandarizacion de los cultivos de mioblastos de pollo

XVII

Pagina

26

27

28

29

32



aa:
AA:
AA2P:
Abs:
ADNC:
ARNM:
ATP:
bp:
BSA:
°C:

[(Ca+)i]:

CaN:
CaMK:
CK:
CoQo:
CsS:

d:
DHA:
DHPR:
DMEM:
DMSO:

DNasas:

dNTPs:
E:
EDTA:
EGTA:
ET:
FDB:

GAPDH:

GLUT:
GPDH:
GPx:
GSH:
hrs:
HDAC:
HEPES:
HH:
HRP:
Hz:
H202:
IgG:
IP3R:

ABREVIATURAS

aminoacido

acido L-ascorbico

acido L-ascorbico 2-fosfato
absorbancia

acido desoxirribonucleico complementario
acido ribonucleico mensajero
adenosina tri-fosfato

pares de bases nucleotidicas
albumina de suero de bovino

grados Celcius

concentracion de calcio intracelular
calcineurina

calmodulina quinasa

creatina quinasa

co-enzima Q1o

citrato sintasa

dia

acido L-dehidroascorbico

receptor de dihidropiridina

medio Eagle modificado por Dulbeco
dimetilsulféxido
desoxirribonucleasas
desoxirribonucledtidos trifosfato
estadio embrionario

acido etilendiaminotetracético

acido etilenglicoltetracético

extracto total

Flexor digitalis brevis

gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
transportador de hexosas
glicerofosfato dehidrogenasa
glutation peroxidasa

glutation

horas

deacetilasa de histonas

acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico
estadios embrionarios de pollo (Hamburger-Hamilton)
peroxidada de rabano picante

Hertz (frecuencia)

peréxido de hidrogeno
inmunoglobulina G

receptor de inositol 3 fosfato

XVIII



Kb:
KCI:
kDa:
Km:
LDA:
LDH:
LDP:
M:
mA:
MA:

mATPasa:

MEF2:
mg:
MHC:
min:
mL:
mM:
MP:

n:
NacCl:

NADH-TR:

NAD(P)H:
NFAT:
NF-«xB:
nm:

nM:

NO:

02-'1
Oligo dT:
p:

P:

P3:

P4.

PBS.:
PCR:
PFA:
PFK:
PGC-1la:

PKA o PKC:

PM:

PMSF:
PVDF:
gPCR:

kilo base

cloruro de potasio

kilo Dalton

constante de Michaelis-Menten
Latissimus dorsi anterior

lactato dehidrogenasa

Latissimus dorsi posterior

molar

mili Amperios

Medial adductor

ATPasa miofibrilar

factor estimulador muscular 2

mili gramos

cadena pesada de miosina

minutos

mili litros

mili molar

microsomas pesados

namero de elementos analizados
cloruro de sodio

nicotinamida adenina dinucledétido-tetrazolium reductasa
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa
factor nuclear de linofictos T activados
factor de transcripcion nuclear kappa B
nanémetro

nano Molar

oxido nitrico

superoéxido

oligonucleétido desoxitimidina fosfato
probablilidad estadistica

estadio post-natal

pellet 3 (derivado de microsomas pesados)
pellet 4 (derivados de pellet 3)

tampon fosfato salino

reaccion en cadena de la polimerasa
paraformaldehido

fosfofructoquinasa

Co-activador transcripcional receptor activado de proliferacion de

peroxisoma

proteina quinasa Ao C
Pectoral mayor

fluoruro de fenilmetilsulfonilo
polifluoruro de vinilideno
PCR tiempo real

XIX



RNasas:
RNS:
rpm:

RT:

RT-PCR:

Rs:
RS:
ROS:
RyR:
S1:
S2:
S3:
SBF:
SDH:
seq:
SEM:

SERCAL:
SERCAZ2:

SDS:
SOD:
SVCT:
TAE:
TBS:
TT:
TX-100:
TEMED:
Tris:

U:

uVv:

V.
Vmax:
XgQ:

ug:

plL:

UM:

pm:
%p/v:
%v/v:

ribonucleasas

especies reactivas del nitrégeno

revoluciones por minuto

transcripcion reversa

reaccion en cadena de la polimerasa asociada a transcripcion
reversa

Rhomboideus superficialis

reticulo sarcoplasmico

especies reactivas del oxigeno

receptor de rianodina

sobrenadante 1 (derivado de extracto total)
sobrenadante 2 (derivado de microsomas pesados)
sobrenadante 3 (derivado de pellet 3)

suero bovino fetal

succinato dehidrogenasa

segundos

error estandar de la media

Caz+/ATPasa de reticulo sarco endoplasmico rapido
Caz+/ATPasa de reticulo sarco endoplasmico lento
lauril sulfato de sodio

superoxido dismutasa

Co-transportador de vitamina C y sodio

tampon Tris acetato EDTA

tampon tris salino

tubulos transversos

tritdbn X-100

N, N, N’, N'-tetrametiletilendiamida
Tris(hidroximetil)amino-metano

unidad enzimatica

ultravioleta

voltios

velocidad méaxima

gravedad centrifuga

microgramos

microlitros

micromolar

micrometro

porcentaje peso volumen

porcentaje volumen volumen

XX



XXI

RESUMEN

Como consecuencia de su actividad fisica normal, el masculo esquelético
genera especies oxidativas, las que en condiciones de ejercicio intenso,
envejecimiento y ciertas patologias pueden producir dafios a nivel tisular. Sin
embargo, la oxidacion es normalmente controlada por diversos mecanismos
antioxidantes. Uno de los agentes antioxidantes mas importantes del organismo
corresponde a la vitamina C, la que se almacena en forma importante, en
alrededor de un 50%, a nivel del musculo esquelético.

Segun sus propiedades metabdlicas y funcionales, las fibras musculares
pueden ser agrupadas en lentas y rapidas. El establecimiento definitivo del
fenotipo de las fibras depende de la actividad contractil en etapas post-natales, lo
que se traduce en la expresion de genes especificos. Las fibras musculares
poseen la capacidad de adaptarse funcionalmente modificando su fenotipo desde
rapido a lento y viceversa, proceso denominado plasticidad muscular. Se sabe que
este proceso esta regulado por los niveles intracelulares de calcio. Debido a que
importantes proteinas que modulan los niveles intracelulares de calcio son
reguladas por el estado redox, la racional de esta tesis es que los niveles
intracelulares de vitamina C pueden de alguna manera definir y/o mantener el
fenotipo muscular lento.

Recientemente, nuestro laboratorio ha descrito la expresion del
transportador de la forma reducida de la vitamina C SVCT2 en fibras musculares
lentas de pollo y mamiferos, incluyendo humanos, donde se distribuye con un
patrén intracelular. En cultivos de células musculares, hemos descrito que la
expresion de SVCT2 es regulada positivamente durante la diferenciacién y por la
depolarizacién de membrana.

En su conjunto, estas evidencias nos permitieron plantearnos como
hipétesis que: La expresion y localizacion subcelular del transportador de vitamina
C SVCT2 se correlaciona con los cambios fenotipicos y funcionales del desarrollo
post-natal del musculo esquelético.
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Como primera aproximacion experimental, en este trabajo se determiné el
patrén de expresion de SVCT2 en musculos esqueléticos durante la etapa adulta,
encontrdndose preferencialmente en fibras musculares lentas oxidativas.
Observamos que SVCT2 se expresa en muasculos lentos durante el desarrollo
post-natal pero decae progresivamente hacia la adultez comparado con la etapa
embrionaria, sugiriendo que la incorporacion de vitamina C a través de este
transportador tiene distintas funciones durante el desarrollo del musculo
esquelético.

Para analizar la localizacion de SVCT2 en las fibras musculares lentas
oxidativas se realizaron ensayos de inmunohistoquimica y fraccionamiento
subcelular de membranas de fibras musculares adultas. De forma interesante,
encontramos que SVCT2 se distribuye bajo un patron estriado transversal y que
segrega junto a proteinas asociadas a membrana, o que nos permite sugerir que
SVCT2 se localiza en dominios de membrana intracelular. Por comparacion
topolégica con distintos marcadores de membranas internas y del sarcémero,
concluimos que SVCT2 se localiza en cercania al reticulo sarcoplasmico.
Resultados similares fueron obtenidos en cultivos primarios de miotubos de pollo.

Finalmente, estudiamos el efecto de la actividad contractil en condiciones
qgue estimulan transiciones fenotipicas sobre la expresion y localizacién de SVCT2
utilizando cultios primarios y fibras musculares aisladas de ratobn como modelos.
Nuestros resultados mostraron un aumento en la expresion de SVCT2 por la
depolarizacién. Por otra parte, este estimulo result6 en un cambio en la
distribucién subcelular de SVCT?2.

Nuestros resultados se insertan en un modelo de trabajo que propone que
durante el desarrollo post-natal del masculo la expresion y localizaciéon subcelular
de SVCT2 modularia el estado redox, lo que a su vez regularia los niveles
intracelulares de calcio y, con ello la definicion de las caracteristicas de las fibras

musculares hacia un fenotipo lento oxidativo.
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ABSTRACT

As a result of its normal physical activity, skeletal muscle generates
oxidative species, that in conditions of intense exercise, aging and certain
pathologies can produce damages in this tissue. However, oxidation is normally
controlled by diverse antioxidative mechanisms. One of the more important
antioxidative agents of the organism corresponds to vitamin C, which is stored in
around 50% in skeletal muscles.

According to their metabolic and functional properties, muscle fibers can be
grouped in slow and fast. The definitive establishment of the fiber phenotype
depends on the contractile activity in post-natal stages, which is translated in the
expression of specific genes. Muscle fibers have the ability to adapt modifying their
phenotype from fast to slow and vice versa, in a process called muscle plasticity.
This process is regulated by intracellular calcium levels. As important proteins that
modulate the intracellular calcium levels are regulated by the redox state, the
rationale of this thesis is that the intracellular levels of vitamin C can somehow
define and/or maintain the slow muscle phenotype.

Our laboratory has recently described the expression of the transporter of
the reduced form of vitamin C SVCT2 in slow muscle fibers of chicken and
mammals, including humans, where it is distributed with an intracellular pattern. In
cultures of muscle cells, we have described that the expression of SVCT2 is
positively regulated during the differentiation and by membrane depolarization.

Taken together, these evidences allowed us to raise the following
hypothesis: The expression and subcellular localization of the vitamin transporter C
SVCT2 is correlated with the phenotypic and functional changes that take place
during post-natal development of skeletal muscle.

As a first experimental approach, we determined the expression pattern of
SVCT2 in adult skeletal muscles and we found that it is preferentially expressed in
oxidative slow muscle fibers. We found that SVCT2 is expressed in slow muscles
during post-natal development but decays progressively towards adulthood.
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compared with embryonic stages, suggesting that vitamin C incorporation through
this transporter has different functions during skeletal muscle development.

In order to analyze the localization of SVCT2 in oxidative slow muscle fibers
we performed immunohistochemical analyses and subcellular fractionation of
muscle membranes. Interestingly, we found that SVCT2 is distributed under a
transversal striated pattern and that segregates along with proteins associated to
internal membranes. By comparison with different markers of internal membranes
and the sarcomere, we conclude that SVCT2 is located near the sarcoplasmic
reticulum. Similar results were obtained in primary cultures of chick myotubes.

Finally, we studied the effect of the contractile activity in conditions that
stimulate phenotypic transitions on the expression and localization of SVCT2 using
mouse primary cultures of myotubes and isolated muscle fibers as models. Our
results showed an increase in the expression of SVCT2 by activity depolarization.
On the other hand, this stimulus modified the subcellular distribution of SVCT2.

Our results fit in a working model that proposes that during the post-natal
development of the muscle the expression and subcellular localization of SVCT2
would modulate the redox state which, in turn, could regulate the intracellular
calcium to define the characteristics of muscle fibers towards an oxidative slow

phenotype.



I. INTRODUCCION

En el masculo esquelético de vertebrados co-existen distintos tipos de fibras
musculares, que son clasificadas segun criterios morfolégicos, histoquimicos,
metabdlicos, funcionales y de expresion génica en fibras lentas y rapidas (Brooke
y Kaiser, 1969; Pette y Staron, 2000; Schiaffino y Reggiani, 1996). Su condicion
fenotipica puede ser modificada producto de estimulos externos permitiendo
cambiar su condicion desde lenta a rapida o viseversa, proceso definido como
plasticidad muscular (Berchtold y cols., 2000; Close, 1965; Dubowitz y Newman,
1967; Pette y Staron, 2001; Pette y Vrbova, 1985).

Como consecuencia de la actividad fisica normal y otros factores como
envejecimiento y ciertas patologias, se incrementa la tasa de sintesis de agentes
oxidantes como especies reactivas del oxigeno (ROS) y especies reactivas del
nitrogeno (RNS) (Powers y Jackson, 2008). Para contrarrestar el potencial efecto
nocivo de los radicales libres, el tejido muscular ha desarrollado y adaptado
diversos mecanismos antioxidantes (Powers y Jackson, 2008). La actividad fisica
prolongada o de alta intensidad puede producir dafio a las fibras musculares,
producto de los excesivos niveles de especies oxidativas que no pueden ser
contenidas por la capacidad antioxidante muscular (Halliwell, 1994; McGinley y
cols., 2009; Powers y Jackson, 2008). La incapacidad de controlar los oxidantes
genera un desbalance en el equilibrio redox, denominado estrés oxidativo con
potencial impacto en todo el organismo (Banerjee y cols., 2003; Powers y
Jackson, 2008). Sin embargo, se ha demostrado que los ROS estimulan
mecanismos antioxidantes convirtiendolos en moléculas menos reactivas o
previniendo la transformacion de ROS con menor reactividad a formas mas
reactivas (McGinley y cols., 2009). Dentro de los agentes antioxidantes que
poseen esta propiedad se encuentran los que forman parte del sistema
antioxidante no enzimatico: B-caroteno, glutation, acido uarico, acido lipoico,
vitamina E y vitamina C (McGinley y cols., 2009). Aan cuando la vitamina C es el
antioxidante hidrosoluble mas importante del organismo, son escasamente

conocidas sus funciones y su dindmica de transporte en el muisculo esquelético



(Frei y cols., 1989). Recientemente, estudios realizados in vivo e in vitro han
determinado la expresion de transportador de vitamina C SVCT2 en forma
preferencial en fibras musculares lentas tanto en humanos como en otros
vertebrados (Low y cols., 2009; Low y cols., 2011). En este trabajo de tesis,
abordamos la relevancia de la expresion de SVCT2 en la induccién y/o

mantencion del fenotipo muscular lento oxidativo.

1. Mdasculo esquelético

1.1. Miogénesis

El desarrollo del musculo esquelético requiere de una concertada serie de
eventos morfogenéticos altamente regulados temporal y espacialmente en el
embrion denominado miogénesis, que permite la fusién de células musculares
progenitoras mononucleadas, mioblastos y su posterior diferenciacion a células
multinucleadas o miotubos (Biressi y cols., 2007; Buckingham, 2006; Ciciliot y
Schiaffino, 2010; Perry y Rudnick, 2000; Pownall y cols., 2002). Factores
extrinsecos secretados por tejidos adyacentes como el tubo neural, notocorda,
mesodermo lateral y ectodermo, asi como miembros de la familia de factores
reguladores de la miogénesis (MRF) han sido identificados y determinado su
participacion durante la miogénesis (Bryson-Richardson y Currie, 2008; Ludolph y
Konieczny, 1995).

Las células musculares son generadas en el embrién en dos etapas. En
una fase temprana, la fusion de los mioblastos “embrionarios” origina a los
miotubos primarios. En la fase tardia, la disposicion de mioblastos “fetales” en la
superficie de los miotubos primarios resulta en la formacion de los miotubos
secundarios (Duxson y cols., 1989; Kelly y Zacks, 1969). Sin embargo, ambos
tipos de miotubos contindan creciendo producto de la fusién sucesiva de
mioblastos en el periodo postnatal (Wigmore y Dunglison, 1998).

Paralelamente a la formacion de las fibras musculares, los extremos
terminales de las motoneuronas comienzan a migrar hacia las fibras para
establecer su inervacion (Fredette y Landmesser, 1991a 1991b; Landmesser,
1978). Se ha determinado que la inervacion es fundamental en la determinacion



del fenotipo de las fibras musculares (Buller y cols., 1960; DiMario y Stockdale,
1997; Rafuse y cols,, 1996), permitiendo la activacion de mediadores
intracelulares y finalmente la expresiéon de genes y proteinas especificas del
fenotipo muscular (Berchtold y cols., 2000; Pette y Staron, 2001).

Al final de la miogénesis secundaria se distingue otro tipo celular, las
células satélite (Biressi y cols., 2007; Zhang y cols., 1998). Estas células se
encuentran en la region periférica de la fibra muscular, especificamente entre la
lamina basal y la membrana plasméatica de la fibra (Mauro, 1961). Durante el
desarrollo peri y post-natal un gran numero de células satélites se fusionan a las
fibras primarias y secundarias ya formadas para contribuir al crecimiento de las
fibras musculares (Biressi y cols., 2007). Se ha estimado que mas del 90% de los
nicleos de las fibras maduras son derivados de mioblastos “adultos” que
provienen predominantemente desde células satélites (Zhang y cols., 1998).
Durante el desarrollo post-natal estas células entran en una fase quiescente. Sin
embargo, pueden ser activadas frente a dafio del tejido muscular, permitiendo su
regeneracién (Ciciliot y Schiaffino, 2010; Collins y cols., 2005; Jansen y Pavlath,
2008).

1.2. Estructura del masculo esquelético

El tejido muscular esquelético esta constituido por las fibras musculares
(Berchtold y cols., 2000). Las fibras musculares se asocian en grupos o
fasciculos envueltos por vainas de tejido conectivo que le otorgan soporte
nutricional y estructural al tejido muscular, permitiendo la irrigacion sanguinea y el
desarrollo de movimiento independiente a cada fibra y fasciculo. Externamente el
musculo esquelético esta rodeado por una capa de tejido conectivo denominada
epimisio. El epimisio se internaliza en la masa muscular rodeando a todos los
fasciculos como perimisio, el que se contacta con una delgada vaina formada
principalmente por fibras reticulares que rodean a cada una de las fibras como
endomisio (Genneser, 2000).

La fibra muscular corresponde a una célula alargada de forma cilindrica de
longitud y diametro variable que en humanos su longitud varia desde 1 mm hasta



mas de 30 cm. Su diametro oscila entre 10 a 100 um (Genneser, 2000). Ademas,
las fibras musculares son multinucleadas en donde la disposicion de los nucleos
es restringida a las regiones periféricas. La membrana plasmatica, denominada
sarcolema, envuelve completamente a las fibras musculares y penetra en la fibra
formando los tubulos transversos o tubulos T. En el interior de cada fibra muscular,
sarcoplasma, se distribuyen los organelos como el reticulo sarcoplasmico,
Complejo de Golgi, mitocondrias e inclusiones celulares, como glucégeno y gotitas
lipidicas. El sarcoplasma esta ocupado mayoritariamente por numerosas fibrillas
dispuestas en orientacion paralela, denominadas miofibrillas (Genneser, 2000).
Ultraestructuralmente, las miofibrillas estdn constituidas por haces de
miofilamentos alineados, que constituyen los sarcémeros. En estos sarcomeros la
disposicion caracteristica de sus componentes estructurales determina la
apariencia estriada propia de este tipo muscular. Cada sarcomero, esta constituido
por regiones oscuras 0 banda A flanqueada por dos regiones claras o bandas |,
conformada principalmente por actina, troponina y tropomiosina. La banda A,
constituida mayoritariamente por miosina, presenta una linea densa central, la
linea M, que se encuentra a su vez delimitada por una region translicida o banda
H. Los miofilamentos de actina en la banda | se encuentran anclados a una region

densa central denominada linea Z (Genneser, 2000) (Figura 1).
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Figura 1: Representacion esquemética de una fibra muscular esquelética
adulta. Reticulo sarcopldsmico (RS), reticulo sarcoplasmico longitudinal (RSL),

reticulo sarcoplasmico union (RSU), tabulos transversos (TT).



Aln cuando las fibras musculares presentan una estructura similar, existen

importantes caracteristicas que permiten distinguirlas en distintos tipos.

1.2.1. Criterios de clasificacion de las fibras musculares esqueléticas

Las fibras musculares han sido clasificadas segun criterios morfoldgicos,
bioquimicos y funcionales en los tipos |, lIIA y IIB. Las fibras tipo I, presentan un
metabolismo oxidativo en donde la utilizacién de carbohidratos y lipidos son las
principales vias de generacion de ATP durante ejercicios prolongados. Por otra
parte, presentan una menor actividad ATP&sica miofibrilar (mATPasa), una
velocidad lenta de contraccion y son altamente resistentes a la fatiga. Esto
altimo se relaciona con una disminucion de la funcion contractil derivado de la
disminucion del pH producto de la formacion de iones hidrogeno y lactato. Las
fibras tipo 11B, presentan un metabolismo glicolitico siendo la principal via de
sintesis de ATP la degradacion de fosfocreatina (PCr) y glicogeno. Ademas se
caracterizan por poseer una mayor actividad mATPasa, una rapida velocidad de
contraccion y son facilmente fatigables. Las fibras tipo IIA, presentan un
metabolismo glicolitico y oxidativo, ademas se caracterizan por una rapida
velocidad de contraccion, alta actividad mATPasa y son medianamente resistentes
a la fatiga. Debido a estas caracteristicas son consideradas como fibras
musculares intermedias (Ashmore y Doerr, 1971; Barnard y cols., 1971; Morgan y
Proske, 1984).

La clasificacién de las fibras musculares puede complementarse con la
determinacién de la expresion de genes estructurales como son las isoformas de
la cadena pesada de miosina (MHC) (Stockdale y Miller, 1987), de la bomba de
calcio ATPasa del reticulo sarcoplasmico (SERCA) (Kaprielian y Fambrough,
1987) y Proteina C (Obinata y cols., 1984), Tropomiosina (Kardami y cols., 1983),
Troponina C (Dhoot y Perry, 1979), Troponina | (Koppe y cols., 1989) y Troponina
T (Perry, 1998). Asi mismo, se distinguen en la expresion de genes adaptativos
que codifican para enzimas representativas de las vias glicoliticas y aerobico
oxidativas, como lactato dehidrogenasa (LDH), citrato sintasa (CS) vy
fosfofructoquinasa (PFK) (Plomgaard y cols., 2006). Adicionalmente, la



determinacién de la actividad metabdlica de enzimas como la succinato
dehidrogenasa (SDH), glicerofosfato dehidrogenasa (GPDH) y nicotinamida
adenina dinucleédtida tetra-zolium reductasa (NADH-TR) y ATPasa miofibrilar
(mATPasa) permiten distinguir a estas fibras (Berchtold y cols., 2000; Dubowitz y
Brooke, 1973).

Se ha descrito que a nivel de los masculos de las extremidades, abundan
las fibras musculares rapidas tipo Il (ljkema-Paassen y Gramsbergen, 2005). En
cambio, las fibras musculares lentas tipo | son mas abundantes en musculos
relacionados con la postura corporal (ljkema-Paassen y Gramsbergen, 2005).
Diversos estudios han determinado que en musculos de ratas, conejos y humanos
las fibras presentan una compartimentalizacion anatomica, ubicandose en las
regiones profundas de las masas musculares las fibras tipo | y lIA. En cambio, las
fibras tipo 11B se distribuyen en las regiones superficiales (Gottschall y cols., 1980;
Johnson y cols., 1973; Lexell y cols., 1994; Sirca y Kostevc, 1985; Sjostrom y
cols., 1992). La relacion existente entre fibras lentas y rapidas dentro de un
musculo determina en forma directa la actividad contractil que ellas desempenfan.

Debido a que nuestro modelo de estudio corresponde a tejido muscular de
aves, es importante precisar algunas consideraciones respecto a este tejido en

este tipo de animal que difiere en algunos aspectos al de mamiferos.

1.2.2. Musculo esquelético en aves

La clasificacion de las fibras musculares en aves es similar a las
observadas en mamiferos, es decir se presentan los tipos I, [IAy IIB. Sin embargo,
las fibras musculares de aves presentan aspectos diferenciales con respecto a los
mamiferos. Para tal efecto, el andlisis de los musculos Latissimus dorsi anterior
(LDA.) y Latissimus dorsi posterior (LDPRr) de pollos ha sido clave para establecer
estas diferencias, debido a que estos han sido caracterizados por la composicion
de sus fibras en lento y r4pido, respectivamente.

Las fibras musculares lentas observadas en LDA_ poseen actividad
mATPasa idéntica a lo observado en fibras lentas de mamiferos y su patron de
inervacion estd definido por mdltiples puntos de contacto generados por una



misma motoneurona (Page, 1969). EIl reticulo sarcoplasmico en las fibras
musculares de aves, se extiende entre los tubulos T dispuestos en las lineas Z
separdandose en dos secciones: una denominadas reticulo sarcoplasmico
longitudinal, constituidos por un sistema de tubulos interconectados que se
fusionan a nivel de la linea M, rodeando completamente a la miofibrilla y el reticulo
sarcoplasmico de unién , una seccion de tubulos interconectados localizados en
estrecha relacion a la linea Z (Hikida, 1972; Page, 1969). Sin embargo, desde el
punto de vista ultraestructural, la organizacion del sistema sarcotubular (reticulo
sarcoplasmico y tubulos T) en fibras lentas es menos ordenada que en fibras
rapidas (Hikida, 1987).

Fisiolégicamente, las fibras de los masculos LDA| de aves presentan una
velocidad de contraccion 5 a 7 veces mas lenta en comparacién con fibras rapidos
de LDPgr (Hnik y cols., 1967). Esta observacion se correlaciona con la capacidad
de estas fibras para mantener la tensidbn por un periodo mas prolongado,
participando directamente en la mantencién de la postura corporal (Rall y
Schottelius, 1973).

1.3. Definicién del fenotipo de las fibras musculares

La mayoria de los musculos esqueléticos presentan una composicion
heterogénea, debido a que en el transcurso de su desarrollo comienza el
establecimiento de los distintos tipos de fibras musculares a través de procesos
gue dependen de la naturaleza de sus precursores musculares (DiMario y
Stockdale, 1997; Miller y Stockdale, 1986), la inervacion (Buller y cols., 1960;
DiMario y Stockdale, 1997; Rafuse y cols., 1996) y la actividad fisica (Demirel y
cols., 1999; Pette y Staron, 2001).

Particularmente en aves, las fibras primarias (miotubos primarios) definen
tempranamente su fenotipo en lento o rapido, mientras que las secundarias
(miotubos secundarios) poseen un fenotipo rapido (Fredette y Landmesser, 1991b;
Stockdale, 1992).

Un aspecto fundamental en la adquisicion del fenotipo en las fibras

musculares, depende de modificaciones en la expresién génica en respuesta a



diversos estimulos fisioldgicos (Bassel-Duby y Olson, 2006; Fluck, 2006; Pette y
Staron, 2001). Estos cambios incluyen activacion de genes que pueden ser
“adaptativos”, si modulan una respuesta rapida a estimulos externos, o
“estructurales”, si resultan en un cambio sostenido en el fenotipo de la fibra
muscular (Pette y Staron, 2001). En este sentido, ciertos genes que codifican para
enzimas metabdlicas se comportan como genes adaptativos (Plomgaard y cols.,
2006). De hecho, se ha determinado que la adaptacion del misculo esquelético
frente a actividad fisica se encuentra asociada con un incremento en la capacidad
respiratoria, reflejado en un alza en los niveles de expresion de algunos
componentes de la cadena respiratoria, ATP sintasa, enzimas involucradas en los
ciclos del citrato y beta-oxidacién de acidos grasos y el transportador de glucosa
GLUT4 (Baar y cols., 2002).

Otro factor importante en la determinacion del fenotipo corresponde a la
inervacion. Durante el desarrollo embrionario, la estructuracion de las fibras
musculares se acompafia de la migracion y el contacto posterior entre los
terminales nerviosos motores y las fibras (Buller y cols., 1960; DiMario y
Stockdale, 1997). En este sentido, ensayos realizados in vitro de miotubos de pollo
obtenidos de cultivos de mioblastos provenientes de un musculo lento, Medial
adductor (MAL) como de uno rapido como Pectoral major (PMg) demuestran que
los miotubos, independiente de su origen, expresan el marcador de fenotipo rapido
(MHC rapida). Sin embargo, cuando son co-cultivados con explantes de médula
espinal de embriones de pollo, sélo los cultivos de origen lento expresan el
marcador de fenotipo lento (MHC lenta) (Jiang y cols., 2006; Jordan y cols.,
2005). Esto demuestra que la inervacion y la naturaleza de los mioblastos regulan
mecanismos especificos que conducen a la expresion génica diferencial en las
fibras musculares.

Producto de la inervacion en las fibras musculares, se desencadenan
sefales intracelulares que estimulan la liberacion sostenida de calcio desde el
reticulo sarcoplasmico (principal reservorio de calcio en las células musculares), a
través de canales altamente especializados presentes en su membrana, como el

receptor de rianodina (RyR) y en menor grado por el receptor de inositol trifosfato



(IP3R) (Berchtold y cols., 2000). Las modificaciones en las concentraciones
intracelulares de calcio [(Ca*®)] resultan en la activaciéon de mediadores
intracelulares vy, finalmente, en la expresién de genes especificos que permiten
definir el fenotipo muscular (Berchtold y cols., 2000; Pette y Staron, 2001).

2. Plasticidad muscular.

El fenotipo de las fibras musculares puede transformarse gradual y
reversiblemente desde un fenotipo lento al rapido y viceversa, en un proceso
denominado “plasticidad muscular”. Este proceso ha sido inducido
experimentalmente por estudios de inervacion cruzada (Close, 1965; Dubowitz y
Newman, 1967; Pette y Vrbova, 1985), entrenamiento fisico (Demirel y cols.,
1999; Pette y Staron, 2001), temperatura (Hirabayashi y cols., 2005), ciertas
hormonas (de crecimiento, tiroideas, insulina y sexuales), edad y enfermedades
musculares como miotonias y paralisis (Berchtold y cols., 2000). Ademas se ha
inducido in vitro en cultivos primarios de miotubos producto de la depolarizacién
(Crewy cols., 2010; Jiang y cols., 2006; Jordan y cols., 2005). Los experimentos
de inervacién cruzada sugieren una funcion fundamental de las motoneuronas en
la plasticidad muscular, ya sea por el tipo de actividad que evocan o por la
presencia de factores secretados diferencialmente por motoneuronas rapidas o
lentas en sus contrapartes post-sinapticas. Sin embargo, experimentos de
estimulacion cronica directa en musculos de rata mostraron transiciones
reversibles de fibras musculares (Windisch y cols., 1998). Asi, se ha demostrado
que la transicidon fenotipica de las fibras musculares desde uno rapido a lento
puede ser realizada a través de la aplicacion de patrones eléctricos de baja
frecuencia (10 Hz) homologando de esta manera a un ejercicio de resistencia.
Este proceso puede ser revertido con la estimulacion bifasica de alta frecuencia
(100 Hz) de forma similar a lo producido en un ejercicio anaerdbico (Berchtold y
cols., 2000).

Estos antecedentes sugieren que la plasticidad muscular estaria mediada
por moléculas intracelulares asociadas a la actividad eléctrica y por vias de

transduccion de sefiales que resultan en cambios en los niveles de expresion
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génica. De hecho, una de las principales modificaciones fenotipicas durante la
plasticidad muscular esta basada en la sustitucion de proteinas estructurales del
sarcomero como las cadenas pesadas de miosina (Hoppeler y Fliick, 2002; Liu y
cols., 2005; Pette y Staron, 2000), Proteina C (Obinata y cols., 1984),
Tropomiosina (Kardami y cols., 1983) y del Complejo Troponina (Dhoot y Perry,
1979; Koppe y cols., 1989; Perry, 1998), asi como de proteinas relacionadas con
la homeostasis de calcio como bomba Ca?" ATPasa del reticulo sarcoplasmico
(Kaprielian y Fambrough, 1987). Sin embargo, las fibras musculares pueden
adaptarse frente a estimulos externos sin modificar sus propiedades estructurales,
sino que a expensas de modificaciones metabdlicas (Plomgaard y cols., 2006).
Un ejemplo de esto es PGC-1a (co-activador 1a), factor de transcripcion que
promueve la biogénesis mitocondrial permitiendo adaptar metabdlicamente al
musculo frente al ejercicio, que se expresa principalmente en fibras lentas, pero
que frente a ejercicio o estimulacion eléctrica puede aumentar su expresion en
fibras rapidas (Crew y cols., 2010). Interesantemente, la sobreexpresién de PGC-
1a es suficiente para inducir un cambio fenotipico moderado en la fibra,
aumentando de forma importante los niveles de enzimas oxidativas (Lin y cols.,
2002). De esta manera la expresion de ciertos genes adaptativos en las fibras

puede ser modificada en ausencia de regulacion de genes estructurales.

2.1. Rol del calcio en la plasticidad muscular

Uno de los factores involucrados en la fisiologia muscular y particularmente
en el fendmeno de plasticidad muscular corresponde al ion calcio. En el masculo
esquelético el calcio se encuentra almacenado a nivel del reticulo sarcoplasmico y
su liberacién hacia el sarcoplasma es producida principalmente durante el proceso
de contraccion muscular (Genneser, 2000).

En respuesta a la depolarizacion se produce la activacion de los receptores
de dihidropiridina (DHPR), los canales de calcio sensibles a voltaje, que
interactian directamente con el receptor de rianodina, permitiendo la liberacion de
calcio desde el reticulo sarcopldsmico hacia el sarcoplasma (Berchtold y cols.,
2000; Genneser, 2000; Gommans y cols., 2002). En condiciones de reposo, la
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[(Ca*)i] es de 50 nM y producto de la liberacién de Ca?* desde el reticulo
sarcopldsmico, esta concentracién es elevada localmente en aproximadamente
100 veces (Berchtold y cols., 2000). El calcio liberado al citosol se une al
Complejo Troponina posibilitando la interaccién entre los filamentos de actina y
miosina contrayendo el sarcomero y de esta manera a la fibra y al masculo en su
totalidad, mediante la hidrdlisis de ATP (Huxley y Hanson, 1954).

Una vez realizada la contraccién, los iones Ca** a nivel sarcoplasmico se
unen a proteinas como calmodulina y parvalbumina en fibras lentas y rapidas,
respectivamente para ser posteriormente reingresados al reticulo sarcopldsmico
por la bomba Ca®* ATPasa del reticulo sarcoplasmico (Berchtold y cols., 2000).

A través del andlisis de las ondas de calcio generadas por depolarizacion
de cultivos primarios de miotubos de rata con altas concentraciones de KCI (84
mM), se ha demostrado que el aumento de calcio intracelular tiene dos
componentes, una fase transitoria rapida asociada a procesos de
excitacion/contraccion, regulada por los receptores de rianodina, y una fase
transitoria lenta, asociada a procesos de estimulacion génica, mediada por los
receptores de inositol-3-fosfato (Carrasco y cols., 2003a; Jaimovich y cols., 2000;
Jaimovich y Rojas, 1994). En este sentido la activacion de las vias de sefializacion
dependientes de calcio son fundamentales para la determinacion del fenotipo en
las fibras musculares. A la fecha se han determinado al menos 3 posibles vias de
sefializacion que inducen la transicion desde el fenotipo rapido a lento en fibras
musculares esqueléticas mediada por el incremento sostenido de las
concentraciones de calcio intracelular (Liu y cols., 2005; McCullagh y cols.,
2004). La primera corresponde a la via calcineurina/NFAT, en donde la activacion
de calcineurina (CaN) por calcio produce una desfosforilacion y activacién del
factor de transcripcion NFATc (Nuclear factor of activated T-cells) que transloca
desde el sarcoplasma al nucleo, induciendo la expresion de genes especificos del
fenotipo lento. En la segunda via, el aumento de [(Ca*)i] activa a la calmodulina
guinasa (CaMK) fosforilando a la proteina deacetilasa de histonas (HDAC) y
liberandola del complejo formado con MEF2 (factor estimulador muscular 2)

permitiendo disminuir de esta manera la supresién sobre la expresién de genes
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lentos. Por Ultimo, una tercera posible via de sefalizacion que combina las
anteriores e involucra la entrada de CaN al nucleo, induciendo una desfosforilacion
de MEF2 y un incremento en la activacion de la expresion de genes del fenotipo
lento (Liu y cols., 2005).

La transicion fenotipica muscular estd en directa relacion con una
modificacién de la actividad metabdlica en las fibras. En este sentido, las fibras
musculares rapidas que se transforman en lentas llevan asociadas cambios en la
expresion de enzimas metabdlicas que modifican el metabolismo glicolitico a uno
oxidativo, caracterizado por una mayor sintesis de metabolitos oxidantes que
representan un potencial dafio al tejido muscular si no son regulados

eficientemente.

3. Especies oxidativas en el musculo esquelético

3.1. Especies oxidativas y estrés oxidativo

La sintesis de radicales libres, moléculas que poseen una elevada
capacidad oxidativa, como superéxido (O2"), radical hidroxilo (OH) y peréxido de
hidrégeno (H.0:) miembros de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y
especies reactivas del nitrégeno (RNS) como 6xido nitrico (NO), por parte de las
fiboras musculares ocurre como consecuencia de la actividad fisica normal. Sin
embargo, esta puede ser fuertemente incrementada bajo condiciones de ejercicio
intenso (Davies y cols., 1982; Powers y Jackson, 2008; Reid y Durham, 2002).

El desbalance entre la excesiva produccion de radicales libres y metabolitos
reactivos y su eliminacion por mecanismos especializados, sistemas antioxidantes,
se define como estrés oxidativo (Durackova, 2010; Powers y Jackson, 2008). Se
ha descrito que la excesiva generacion de radicales libres puede producir dafio a
nivel de estructuras de membrana, fragmentacién del ADN y proteinas, generando
en las ultimas su agregacion e incrementando su susceptibilidad a degradacion
proteolitica (Clarkson y Thompson, 2000; Davies y cols., 1982; Duarte y Lunec,
2005; McGinley y cols., 2009). Aun cuando, los agentes oxidantes producidos en
exceso son dafinos, se ha propuesto que bajos niveles de ROS y RNS presentan

una influencia directa en la regulacion de la actividad contractil, alterando la
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produccion de la fuerza y la resistencia muscular, asi como la modulacién del
transporte de glucosa en fibras rapidas (McGinley y cols., 2009; Reid y Durham,
2002). Por otra parte, se ha propuesto que los ROS y RNS ejercen efectos
cronicos en la expresion génica muscular mediante la activacion de factores de
transcripcion como HSF1 (factor de transcripcion de shock térmico 1) y NF-kB
(factor de transcripcion nuclear kappa B) (McGinley y cols., 2009; Reid y Durham,
2002).

Estos antecedentes sugieren que los ROS pueden regular la funcionalidad
del masculo esquelético y que un entrenamiento fisico sistematico podrian resultar
en una disminucién lenta y progresiva de los niveles de estrés oxidativo.
Adicionalmente, la generacién de especies oxidativas permitirian inducir la

expresion de genes especificos en las fibras musculares.

3.2. Mecanismos antioxidantes en el musculo esquelético

El musculo esquelético ha desarrollado mecanismos antioxidantes como
una forma de contrarrestar los potenciales efectos nocivos de los radicales libres
durante periodos de alta produccibn de ROS como el ejercicio intenso y
prolongado sobre estructuras de membranas, proteinas y el ADN (Powers y
Jackson, 2008). Los mecanismos antioxidantes son clasificados como enziméticos
y no enzimaticos. En el interior de las fibras, estos mecanismos son
compartimentalizados a través del sarcoplasma y en organelos como mitocondrias
(Powers y Jackson, 2008). Como parte del sistema enzimatico, se consideran:
superoxido dismutasa (MuSOD, CuzZnSOD), glutation peroxidasa (GPx) y
catalasa. Por otra parte, glutation (GSH), B-caroteno, co-enzima Qio (CoQ1o),
acido lipoico, acido urico, vitamina E y vitamina C, son considerados como
sistemas no enzimaticos (Jackson y Palomero, 2007; McGinley y cols., 2009).

Es por esta razon que una adecuada regulacion de los niveles de especies
reactivas por parte de las moléculas antioxidantes, como la vitamina C, tendria un
rol relevante en la fisiologia muscular y particularmente en su adaptacion frente a
estimulos externos como la actividad fisica. Es importante sefialar que en las

fibras musculares lentas con metabolismo oxidativo, los sistemas antioxidantes



14

presentan una mayor actividad como es el caso de superéxido dismutasa,
glutation peroxidasa, catalasa y glutation (Criswell y cols., 1993; Leeuwenburghy
cols., 1997; Powers y cols., 1994; Powers y Jackson, 2008). En este contexto, la
vitamina C podria ser uno de los agentes antioxidantes no enzimatico mas
relevante en la disminucién de la alta tasa de especies reactivas generadas como

resultado del metabolismo oxidativo de las fibras musculares lentas.

4. Vitamina C

La vitamina C, corresponde a un acido débil llamado &cido L-ascérbico
(AA), posee una estructura de lactona (CeHsOs) y sus grupos hidoxilos en las
posiciones 2 y 3 se ionizan con valores de pK de 4,17 y 11,57. La forma reducida
de AA es el anion ascorbato y es la forma predominante a pH fisiologico en los
fluidos corporales (Wilson, 2005). Cuando el anidén ascorbato actia como
antioxidante puede ser parcialmente oxidado a &cido semi-dehidroascorbico y
posteriormente oxidarse a acido L-dehidroascorbico (DHA) (Wilson, 2005).

En la mayoria de los mamiferos, la vitamina C es sintetizada a partir de
glucosa a nivel hepatico (Padayatty y cols., 2003). Sin embargo, distintas
especies de mamiferos tales como humanos, primates y cobayos carecen de la
capacidad de sintetizar vitamina C de novo a partir de azucares a nivel hepatico,
debido a la ausencia de la enzima responsable de este proceso por lo que deben
necesariamente obtenerla desde la dieta (Nishikimi y Yagi, 1991). Se ha
determinado que las concentraciones plasmaticas de vitamina C alcanzan valores
del orden de 30-60 uM (Capellmann y cols., 1994). Sin embargo, algunos tejidos
como la glandula adrenal, el higado, el bazo y el cerebro, pueden exceder hasta
100 veces las concentraciones plasméticas de vitamina C (Moser, 1987; Schorah,
1992). Los niveles de AA en el organismo son mantenidos por medio de dos
mecanismos; 1) absorcion de AA a nivel de las células epiteliales intestinales y 2)
reabsorcion en las células de los tubulos contorneados proximales del rifidn,
desde donde se distribuye a los demas tejidos (Castro y cols., 2008; Rose, 1986).

Se ha descrito que la vitamina C cumple distintos roles en diversos

procesos biolégicos actuando como co-factor enzimatico para reacciones como la
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hidroxilacién post-traduccional del colageno, la biosintesis de carnitina, la
conversion del neurotransmisor dopamina a norepinefrina, la amidacién peptidica
y el metabolismo de tirosina. Adicionalmente, vitamina C es un importante
regulador del ingreso de hierro desde el tracto gastrointestinal (Duarte y Lunec,
2005; Englard y Seifter, 1986; Hughes y cols., 1980; Wilson, 2005). Sin embargo,
la principal funcion asignada a la vitamina C es la de comportarse como un
potente antioxidante frente a las especies oxidantes (Carr y Frei, 1999; Frei y cols.,
1989). Debido a la accion antioxidante descrita para la vitamina C, se ha
propuesto que su incorporacion a la dieta tendria un efecto protector contra la
progresion de enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares con una
importante contribucion de dafio oxidativo (Duarte y Lunec, 2005; Li y Schellhorn,
2007). Estos antecedentes proponen que la vitamina C regula los niveles de
agentes oxidantes y ejerce un efecto protector contra el potencial efecto nocivo de

estos en tejidos con una elevada tasa metabolica como es el tejido muscular.

4.1. Vitamina C y su rol como agente antioxidante en el musculo
esquelético

En los ultimos afios, se ha dado un fuerte énfasis a la posibilidad de que la
suplementacién con antioxidantes pueda interferir con el estrés oxidativo e inducir
adaptaciéon en el masculo esquelético (McGinley y cols., 2009; Peake, 2003; Urso
y Clarkson, 2003). De esta manera, diferentes estudios han investigado los efectos
de la suplementacion con vitamina C y E, individualmente o juntas, para proteger
al musculo esquelético de la oxidacion inducida por ejercicio (Evans, 2000;
McGinley y cols., 2009; Packer, 1997; Yfanti y cols., 2010). Aun cuando los
resultados de estos estudios son dificiles de comparar entre ellos debido a los
factores considerados en particular en cada estudio, como lo son las diferentes
estrategias utilizadas (dosis y tiempo de administracion), protocolos de ejercicio y
poblaciones heterogéneas (McGinley y cols., 2009) existen estudios que han
mostrado una disminucion de los niveles de marcadores de dafio muscular en
pacientes ejercitados tratados con una suplementacién de vitamina C (Evans,
2000; Packer, 1997). Sin embargo, otros estudios muestran que los niveles
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plasmaticos de marcadores moleculares como creatina quinasa (marcador de
dafio muscular) o malondialdehido (MDA) (marcador de peroxidacion lipidica), asi
como los sintomas de dafio muscular como dolor y debilidad, disminuyen
levemente en pacientes tratados con vitamina C (Thompson y cols., 2001; Yfanti y
cols., 2010). Por lo tanto, aln existe controversia respecto del efecto protector de
vitamina C contra el estrés oxidativo en el musculo esquelético (McGinley y cols.,
2009; Peake, 2003).

Un aspecto importante es que los potenciales efectos positivos de vitamina
C sobre el equilibrio redox intracelular dependeran de la existencia de sistemas
transportadores de alta afinidad en las células potencialmente afectadas.

5. Sistemas transportadores de vitamina C

Tanto la forma reducida (AA) como oxidada (DHA) de la vitamina C pueden
ser incorporadas a las células, aunque por distintos sistemas transportadores
(Wilson, 2005). DHA es internalizado por transportadores facilitativos de hexosas o
GLUTs (Rumsey y cols., 2000; Rumsey y cols., 1997), mientras que AA es
incorporado por transportadores especializados denominados co-transportadores
de sodio y vitamina C, o SVCTs (Daruwala y cols., 1999; Tsukaguchi y cols.,
1999).

Existe importante evidencia de la presencia de transportadores funcionales
de vitamina C en distintos tejidos. Experimentos de pulso y caza con vitamina C
radioactiva han demostrado que esta molécula se almacena en tejidos, tales como
el higado y los pulmones, donde se detectd un porcentaje importante de la marca
radioactiva total (Toutain y cols., 1997). Sin embargo, de acuerdo a su
abundancia relativa, se determin6é que el musculo esquelético almacena el mayor
porcentaje (alrededor de un 50%) de la vitamina C incorporada por los distintos
tejidos, donde alcanza concentraciones de 3-15 mg/100 gramos de tejido
(McGinley y cols., 2009; Peake, 2003; Toutain y cols., 1997). Estos antecedentes
sugieren fuertemente que en el tejido muscular esquelético deberian expresarse

transportadores funcionales que permitan internalizar vitamina C en las fibras.
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5.1. Transporte de DHA mediado por GLUTs en musculo esquelético

Los transportadores GLUT corresponden a una familia constituida por 14
miembros, de los cuales 13 son transportadores de hexosas como glucosa y
fructosa (Augustin, 2010). Se ha descrito que la incorporacion de DHA es al
menos producida por tres isoformas de los GLUTs (GLUT 1, GLUT 3 y GLUT 4)
(Rumsey y cols., 2000; Rumsey y cols., 1997). Una vez incorporado, el DHA
puede ser reducido intracelularmente a AA por diferentes sistemas enzimaticos
(Banhegyi y cols., 1997; Braun y cols., 1997; Liang y cols., 2001; Nualart y cols.,
2003).

En células musculares la expresion de distintas isoformas de GLUTs (1, 3y
4) ha sido reportada tanto in vitro en la linea celular L6 (Bilan y cols., 1992;
Mitsumoto y cols., 1991) como in vivo en musculo esquelético de rata, humano y
en pollo (Carver y cols., 2001; Guillet-Deniau y cols., 1994; Stuart y cols., 2000).
Otras isoformas, como GLUT5 (Stuart y cols., 2006), GLUT8 (Gaster y cols.,
2004), GLUT11 (Doege y cols., 2001) y GLUT12 (Stuart y cols., 2006) también se
han detectado en musculo esquelético. Lo que sugiere la existencia de estas vias

de transporte de vitamina C en las células musculares.

5.2. Transporte de AA mediado por los co-transportadores de sodio
y vitamina C (SVCTSs) en el musculo esquelético

5.2.1. Caracteristicas generales

Los co-transportadores de sodio y vitamina C pertenecen a una familia de
proteinas que incluye a transportadores de nucleobases, tales como purina
permeasas (UapC), transportador bacterial de xantina (PbuX) y el transportador de
uracilo (UraA) (Faaland vy cols., 1998; Meintanis y cols., 2000). Se han descrito
dos isoformas de estos transportadores, SVCT1 y SVCT2 (Daruwala y cols.,
1999; Tsukaguchi y cols., 1999), codificadas por los genes Slc23al y Slc23a2,
respectivamente (Faaland y cols., 1998; Meintanis y cols., 2000). La estructura
predicha mediante andlisis de hidrofobicidad, ha determinado que SVCT1 y
SVCT2 poseen 12 dominios transmembrana, con los dominios amino (N) y
carboxilo (C) terminal localizados intracelularmente (Faaland y cols., 1998; Liang
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y cols., 2001). En cuanto a su estructura aminoacidica, SVCT1 y SVCT2
presentan variaciones en su tamafo y masas moleculares segun la especie. En
rata, SVCT1 y SVCT2 poseen 604 y 592 aa (Tsukaguchi y cols., 1999), mientras
gue en ratdén tienen 605 aa (Faaland y cols., 1998) y 647 aa (Gispert y cols.,
2000), respectivamente. En humanos SVCTL1 presenta 598 aa, mientras SVCT2
posee 650 aa (Daruwala y cols., 1999; Faaland vy cols., 1998; Liang y cols.,
2001; Rajan y cols., 1999; Wang y cols.,, 1999). Adicionalmente, se han
identificado sitios potenciales para N-glicosilacion y de fosforilacion por proteina
guinasa A (PKA) y proteina quinasa C (PKC) (Liang y cols., 2001). En cuanto a
sus masas moleculares, se ha descrito que SVCT1 y SVCT2 poseen masas entre
65y 75 kDa (Garcia M de Mde y cols., 2005; Jin y cols., 2005; May y Qu, 2005;
Mun y cols., 2006; Wu y cols., 2003a; Wu y cols., 2003b). En tanto en humanos
la determinacion de las masas moleculares para los SVCTs se presentan como
datos controversiales, reportdndose similares a las detectadas en raton y rata
(Kang y cols., 2007; Liang y cols., 2002; Lutsenko y cols., 2004) o de
aproximadamente 50 kDa como lo observado en neuronas, plaguetas y células de
melanoma (Godoy y cols., 2007; Li y cols., 2003; Savini y cols., 2007). En
consecuencia, la masa molecular de los transportadores SVCTs parece depender
de modificaciones especificas dependientes del tipo celular analizado.

Otro aspecto importante a considerar son las propiedades cinéticas y
funcionales de los transportadores, las que al parecer dependen del tipo celular,
tejido o especie desde la cuales fueron clonados, asi como del sistema de
expresion empleado (Savini y cols., 2008). Para las isoformas humanas se han
descrito constantes de Michaelis-Menten (Km) del orden de 65-237 uM para
SVCT1ly de 8-62 pM para SVCT2 (Daruwala y cols., 1999; Godoy y cols., 2007;
Liang y cols., 2002; Tsukaguchi y cols., 1999; Wang y cols., 2000). Ambas
isoformas poseen también diferente capacidad para transportar AA. En todos los
sistemas de expresion analizados, SVCT1 muestra una mayor velocidad maxima
(Vmax) que SVCT2 para el transporte de AA (Savini y cols., 2008). De esta
manera, SVCT2 se ha definido como un transportador de alta afinidad/baja
capacidad mientras SVCT1 es de baja afinidad/alta capacidad.
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5.2.2. Regulacion de los transportadores SVCTs

Diversos ensayos in vitro han determinado que la sintesis de SVCT2 es
incrementada como respuesta a distintos agentes, como el factor de crecimiento
epidermal en una linea celular de trofoblastos humanos (Biondi y cols., 2007) y en
la activacion de plaquetas humanas con ésteres de forbol o trombina (Savini y
cols., 2007). De manera similar, se ha demostrado que la expresion del SVCT2 es
regulada durante la diferenciaciéon de células nerviosas, 0seas, cartilaginosas y
dérmicas (Eldridge y cols., 1987; Franceschi y cols., 1994; Freyria y cols., 1999;
Le Nihouannen y cols., 2010; Lee y cols., 2003; Savini y cols., 2002; Sung y
cols., 2008; Yan y cols., 2001). Por otra parte, se ha determinado que la
expresion y funcionalidad de los SVCTs es regulada por modificaciones post-
traduccionales del tipo N-glicosilacion y fosforilacién debido a la presencia de sitios
de regulacion en la secuencia aminoacidica (Faaland y cols., 1998; Liang y cols.,
2001; Subramanian y cols., 2008; Tsukaguchi y cols., 1999). Otra posible forma
de regulacion de los SVCTs es la presencia de variantes de splicing de ambos
transportadores (Lutsenko y cols., 2004; Wang y cols., 1999). Para el caso
particular de SVCT1, se ha descrito una variante que presenta una insercion de 4
aminoacidos (VGLH), ubicados entre E155 y V156, la que no seria funcional
respecto al transporte (Wang y cols., 1999). En cambio en hSVCT2, la variante
corresponde a una proteina truncada de sus dominios transmembrana 5, 6 y parte
del 4 con respecto a la proteina original, y que actuaria como dominante negativo
del transporte de vitamina C (Lutsenko y cols., 2004).

Las diferencias en cuanto a las propiedades cinéticas y los mecanismos de
regulacion de los SVCTs sugieren que ambas isoformas podrian tener un rol
funcional en el organismo. Es por este motivo que se ha estudiado su distribucion

y patron de expresion en los diferentes tejidos.

5.3.  SVCTs en el musculo esquelético

La caracterizacion inicial del patron de expresion de SVCTs mediante
ensayos de Northern blot no mostré resultados positivos en muasculo esquelético
(Tsukaguchi y cols., 1999). Evidencias posteriores mostraron una débil expresiéon
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del transcrito de SVCT2 en musculo esquelético de raton (Kuo y cols., 2004).
Ademads, ratones heterocigotos SVCT2"" mostraron una disminucién de AA en
musculo esquelético, lo que sugiere que SVCT2 es funcional en este tejido (Kuo y
cols., 2004). Posteriormente, el ARNm de SVCT2 fue detectado en dos lineas
celulares musculares, C2C12 de ratén y L6C5 de rata (Savini y cols., 2005). En
ambas lineas celulares se demostré que los niveles de expresion del ARNm para
SVCT2 y el transporte de AA disminuyen durante la diferenciacion muscular in
vitro (Savini y cols., 2005). Por otra parte, se ha establecido que la expresion de
SVCT2 a nivel de ARNm y proteina son reguladas positivamente por el tratamiento
con H,O, en miotubos C2C12 sugiriendo que la expresion del transportador se
comporta como una respuesta adaptativa inducida por el balance redox (Savini y
cols., 2007). Estudios recientes algunos de los cuales forman parte de esta tesis,
han permitido clonar SVCT2 desde pollo como una proteina de 685 aa y una alta
identidad con el SVCT2 de ratén y humano. Por otra parte, dichos estudios han
determinado que la expresion de SVCT2 se restringe a fibras lentas oxidativas de
pollo, mamiferos y humano. Estos antecedentes nos sugieren que la expresion del
transportador determinaria la biodisponibilidad de vitamina C en las fibras
musculares y permitiria la expresion de genes especificos para la determinaciéon

del fenotipo lento.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La actividad fisica normal y particularmente el ejercicio intenso, edad y
ciertas patologias, generan especies oxidativas con potencial efecto nocivo para
las células del organismo (Duragkova, 2010; Halliwell, 1994; McGinley y cols.,
2009; Powers y Jackson, 2008). Con el propésito de contrarrestar su accion, el
tejido muscular utiliza diversos sistemas antioxidantes (Duarte y Lunec, 2005;
McGinley y cols., 2009; Powers y Jackson, 2008), entre ellos la vitamina C
(Evans, 2000; Jackson y Palomero, 2007; McGinley y cols., 2009; Powers y
Jackson, 2008). Estudios de pulso y caza han permitido determinar que la
captacion de la vitamina C por parte del tejido muscular es de alrededor de un
50% del total de vitamina C del organismo, sugiriendo que el misculo esquelético
expresa transportadores funcionales para internalizar vitamina C (Toutain y cols.,
1997). De forma interesante, se ha establecido que la expresion de SVCT2 en
células musculares, es regulada positivamente por variaciones en el estado redox
como consecuencia de agentes oxidantes (Savini y cols., 2007). Otro aspecto
interesante de la vitamina C es que altos niveles son observados durante la
formacion de las fibras musculares durante la miogénesis (Wilson, 1990). Sumado
a los reportes que sugieren que la incorporacion de vitamina C mediada por
SVCT?2 participa de la diferenciacion celular (Eldridge y cols., 1987; Franceschi y
cols., 1994; Freyria y cols., 1999; Savini y cols., 2002; Yan y cols., 2001). Estas
evidencias apuntan a que vitamina C participaria en el proceso de miogénesis.
Recientemente, se ha determinado que SVCT2 se expresa durante la miogénesis
del pollo preferencialmente en fibras musculares lentas (Low y cols., 2009) y que
su patrén de distribucion se mantiene en otros vertebrados incluido el ser humano.

Desde la etapa embrionaria el musculo esquelético esta constituido por
fibras musculares que pueden ser clasificadas en lentas y rapidas segun criterios
histoquimicos, histolégicos y de expresion génica (Barnard y cols.,, 1982;
Berchtold y cols., 2000; Brooke y Kaiser, 1969; Pette y Staron, 2000; Schiaffino y
Reggiani, 1996). Diversas aproximaciones experimentales in vivo e in vitro han

demostrado que el fenotipo de las fibras musculares puede sufrir modificaciones
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observandose una transicién desde un fenotipo lento hacia uno rapido y desde
uno rapido al lento, fendmeno conocido como plasticidad muscular (Close, 1965;
Pette y Staron, 2001; Pette y Vrbova, 1985). Este proceso de adaptacién esta
mediado por moléculas intracelulares asociadas a la actividad eléctrica y por vias
de transduccion de sefiales que resultan en cambios en los niveles de expresion
génica (Bassel-Duby y Olson, 2006; Casas y cols., 2010; Crew y cols., 2010;
Jordan y cols., 2005). Nuestro laboratorio ha sugerido que la expresion de SVCT2
permite definir fenotipicamente a las fibras musculares, comportandose de esta
manera como un marcador temprano del fenotipo lento (Low y cols., 2009; Low y
cols., 2011). Por este motivo, nosotros proponemos como hipétesis de trabajo que
“La expresion y localizacion subcelular del transportador de vitamina C SVCT2 se
correlaciona con los cambios fenotipicos del desarrollo post-natal del musculo

esquelético”.
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. HIPOTESIS

“La expresion y localizacion subcelular del transportador de vitamina C SVCT2 se
correlaciona con los cambios fenotipicos del desarrollo post-natal del musculo
esquelético”

OBJETIVO GENERAL
Determinar que la expresion y localizacion subcelular de SVCT2 se
correlaciona con los cambios fenotipicos de las fibras musculares durante la etapa
post-natal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la expresion de SVCT2 en musculos esqueléticos de pollo
durante la etapa post-natal.

2. Definir la localizacion subcelular de SVCT2 en musculo esquelético de pollo
adulto.

3. Analizar los niveles de expresion y localizacion de SVCT2 en condiciones
de induccién y/o mantencion del fenotipo lento.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales
1.1. Animales de experimentacién

Pollos adultos (Gallus gallus): gallinas raza Leghorn de 7, 15y 30 dias post-

natal y adultas (8 semanas de edad)

Embriones de pollo: huevos de pollo raza Leghorn fertilizados fueron

mantenidos a 37,5° C en una incubadora con ventilacion forzada y con volteo
manual. Los embriones fueron clasificados segun el criterio de Hamburger y
Hamilton (HH) (Hamburger y Hamilton, 1992)

Humano: muestras de masculo humano normal se obtuvieron
guirdrgicamente desde un paciente adulto con lesion en la médula espinal en el
Hospital Guillermo Grant Benavente (Concepcion, Chile).

Ratones: Ratones neonatos C57 (PO o P1) fueron utilizados para la
obtencién de cultivos primarios de miotubos.

Ratones Balb/c machos de 5 a 7 semanas de edad fueron utilizados para el

aislamiento de fibras del musculo Flexor digitalis brevis (FDB)

1.2. Cultivo celular

Miotubos de pollo: mioblastos derivados de embriones de pollo que se

diferencian en miotubos multinucleados.

Miotubos de ratdn: mioblastos derivados de embriones de ratdon o ratones

recién nacidos (PO o P1) que se diferencian en miotubos multinucleados
Fibras aisladas de ratén adulto: fiboras musculares esqueléticas obtenidas

desde ratones Balb/c adultos

1.3. Soluciones de cultivo celular

Extracto de embridn de pollo: extracto de embriones de pollo de 12 dias de

incubacion (estado 37, HH37) (Hamburger y Hamilton, 1992) fue utilizado como
fuente de factores de crecimiento para la proliferacion de mioblastos y
diferenciacién de de los miotubos de pollo.
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Medio DMEM (Hyclone): contiene 4,5 gr/L de D-glucosa; 4 mM L-Glutamina

y 3,7 gr/L de NaHCO3. Medio utilizado para preparar los medios de cultivo celular.

Medio de crecimiento para mioblastos de pollo: DMEM suplementado con

20% suero bovino fetal (SBF) (Hyclone); 2% extracto de embrién de pollo; 100
png/mL penicilina (Hyclone); 100 U/mL esteptomicina (Hyclone).
Medio de diferenciacion para miotubos de pollo: DMEM suplementado con

10% suero equino (Hyclone); 2,5% SBF; 2% extracto de embridon de pollo; 100
png/mL penicilina; 100 U/mL esteptomicina.
Medio de crecimiento para mioblastos de ratén: DMEM-F12 en proporcion

1:1 v/v suplementado con 10% suero equino; 2,5% SBF; 100 pg/mL penicilina y
100 U/mL esteptomicina.

Medio de diferenciacién para miotubos de raton: DMEM-F12 en proporcion

1:1 v/v; 100 pg/mL penicilina 'y 100 U/mL esteptomicina.
Medio de mantencion para fibras aisladas de ratén (DMEM-HS 10%):

DMEM suplementado con 10% suero equino adulto (Hyclone).
Tripsina-EDTA (0,025%) (Hyclone): utilizada para desahderir los mioblastos

de raton desde las placas de cultivo.

1.4. Soluciones de fraccionamiento subcelular de membranas

musculares

Tampén A: 25 mM Tris HCI pH 7,4; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM
EGTAyYy 1 mM PMSF.

Tampén B: 25 mM Tris HCI pH 7,4; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM
EGTAy 1 mM PMSF.

Tampén C: 25 mM Tris HCI pH 7,4; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM
EGTA; 1 mM PMSFy 0,5% TX-100.

Tampén D: 25 mM Tris HCI pH 7,4; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM
EGTA; 1 mM PMSFy 0,5% TX-100.
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1.5. Enzimas
DNasa | (Fermentas), Affinity Script reverse transcriptase (Stratagene) y
KAPA Taq DNA polimerase (KAPA Biosystems)

1.6. Reactivos y soluciones ultrapuras

TRIzol (Invitrogen), Inhibidor de RNasas (New England Biolabs), dNTPs
(Omega, BioTek), EDTA 25 mM (Stratagene); estandares de DNA de 100 bp (New
England Biolabs), oligonucleétido OligodT (New England Biolabs), BSA 10 mg/mL
(New England Biolabs), mezcla de inhibidores de proteasas (104 mM AEBSF; 80
mM Aprotinina; 2 mM Leupeptina; 4 mM Bestatina; 1,5 mM Pepstatina A; 1,4 mM
E-64; Sigma), estandares de proteinas (New England Biolabs), reactivo de
cuantificacion de proteinas (reactivo de Bradford, BiorRad), Colagenasa tipo Il
(Worthingthon), matriz de adhesion celular para fibras aisladas (Biosciences),
colageno tipo | para adhesion celular de miotubos de raton (Sigma), BTS (N-
Benzil-p-tolueno sulfonamida)(Sigma), AraC (Sigma), medio de cultivo HAMS

(Gibco) y gelatina (Sigma).

1.7. Oligonucléotidos

Los oligonucledtidos utilizados se indican en las tablas N° 1y 2.

Tabla 1: Partidores de ADN utilizados para los ensayos de RT-PCR. Lista de

partidores utilizados para determinar la expresion de SVCT2 y B-actina de pollo.

i i i o Producto
Nombre Partidor 5" (5'-3") Partidor 3" (5°-3") Tm (ob)
p
SVCT2
i TGCCAGATTGTCTTGTGCTC | GCCTTCCAGTGACTTGCTTC | 58 589
pollo
B-actina
i ACGTCGCACTGGATTTCGAG | TGTCAGCAATGCCAGGGTAC | 60 282
pollo
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Tabla 2: Partidores de ADN utilizados para los ensayos de qPCR. Lista de
partidores utilizados para determinar la expresiéon de SVCT2, Troponina | lenta

(Tnls) y B-actina de raton.

Nombre Partidor 5" (5’-3") Partidor 3" (57-3")
SVCT2
' TGCCAGGAAGGGTGTACTTC CCGGTACCAAATATGCCATC
raton
Tnls
' GAGGTTGTGGGCTTGCTGTATGA | GGAGCGCATATTAGGGATGT
raton
B-actina

6 TCTACAATGAGCTGCGTGTG TACATGGCTGGGGTGTTGAA
raton

1.8. Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados se indican en las tablas N° 3y 4.
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Tabla 3: Anticuerpos primarios. Se utilizé la dilucién indicada para las distintas

técnicas. IHQ: Inmunohistoquimica y WB: Western blot.

Antigeno Tipo Especie Origen Propésito | Dilucion
i 1/100
SVCT2 (G-19) Policlonal Cabra Santa Cruz IHQ/WB
1/200
Miosina lenta (S58) Monoclonal Raton | Hybridoma Bank IHQ 1/100
Miosina rapida Humana Monoclonal Raton | Hybridoma Bank IHQ 1/50
(A 4.74)
SERCA réapido (5D2) Monoclonal Raton | Hybridoma Bank IHQ 1/50
SERCA lento (CaS/C1) Monoclonal Raton | Hibridoma Bank | IHQ /WB 1/10
. - Hybridoma
Proteina C Rapida Monoclonal Ratén Y WB 1/100
(MF1) Bank
Proteina C lenta i Hybridoma
(ALD66) Monoclonal Raton Bank IHQ /WB 1/100
Miomesina Monoclonal Raton Hybridoma Bank | IHQ /WB 1/100
(mMaC myomesin B4)
Titina (9D10) Monoclonal Raton Hybridoma Bank IHQ 1/100
Na'/K* ATPasa (a5) Monoclonal Raton | Hybridoma Bank WB 1/100
RyR (34C) Monoclonal Raton | Hybridoma Bank IHQ 1/10
Desmina (D3) Monoclonal Raton Hybridoma Bank IHQ 1/50
Laminina (3H11) Monoclonal Raton Hybridoma Bank IHQ 1/200
B-actina (I-19) Policlonal Cabra Santa Cruz WB 1/2000
Péptido inhibitorio Péptido
o Rata Santa Cruz WB 1/10
SVCT2 (G-19) P Inhibitorio
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Tabla 4: Anticuerpos secundarios. Se utilizaron anticuerpos conjugados con
HRP (peroxidasa de rabano) y fluor6foros en las dilucion indicadas para las
distintas técnicas: IHQ: Inmunohistoquimicay WB: Western blot.

Antigeno Origen Senfial Propésito | Dilucion
IgG cabra | JacksonlmmunoResearch HRP WB 1/500
IgG ratén | JacksonimmunoResearch HRP WB 1/500
) Alexa Fluor 488 IHQ 1/300
IgG cabra Invitrogen
Alexa Fluor 488
i ) 1/300
IgG raton Invitrogen Alexa Fluor 546 IHQ
1/300
Alexa Fluor 633

1.9. Kit comerciales

Western Lightning Chemilummininescence Reagent Plus (PerkinElmer):

reactivos que revelan por quimioluminiscencia de la actividad peroxidasa de
rdbano conjugada a anticuerpos secundarios en ensayos de Western blot.

Brillant 11l Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent): mezcla de
reactivos especialmente formulada para la deteccion de DNA doble hebra unido a
SYBR Green | (Tag DNA polimerasa mutante termoactiva, dNTPs, MgCl, y SYBR

Green I).

1.10. Reactivos y soluciones en general

Agarosa (Lonza), APS (Persulfato de amonio al 10%, Sigma), bromuro de
etidio (10 mg/mL, Sigma), etanol (Merck), cloroformo (Merck), HCI (10 M, Merck),
isopentano (Merck), nitrdgeno liquido, medio inclusién OCT (Tissue-Tek), PBS 1X
(136 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 8,1 mM Na;HPO,; 1,5 mM KH;POy4; pH 7,4),
Solucion de disecciéon (20 mM glucosa; 44 mM sacarosa; 10 mM HEPES; 0.27 mM
NaCl; 0.01 mM KCI; 0.3 mM Na2HPO4; 0.4 mM KH,POy4; pH 7,4), solucién de
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acrilamida 30% (29% p/v acrilamida; 1% p/v bisacrilamida, Sigma), solucién de
“stripping” (62,5 M Tris-HCI pH 6,8; 100 mM B-mercaptoetanol; 2% p/v SDS), TAE
1X (40 mM Tris-acetato; 100 mM EDTA; pH 8,0), tampdn de electroforesis de
proteinas (25 mM Tris-base; 250 mM Glicina; 0,1% p/v; pH 8,3), tampdn de carga
de proteinas 1X (50 mM Tris-HCI; pH 6,8; 5% p/v B-mercaptoetanol; 2% p/v SDS;
10% v/v Glicerol; 0,1% p/v azul de bromofenol), tampdn de transferencia de
proteinas (48 mM Tris; 39 mM Glicina; 0,037% p/v SDS; 20% v/v metanol); Rojo
ponceau S (0,1% p/v rojo ponceau S, 5% v/v acido acético; Sigma), Azul de
Coomassie (1% p/v azul de coomasie; 30% v/v metanol; 50% v/v agua destilada;
20% v/v acido acético; Sigma), tampon Tris-fosfato BSA 1% (20,7 mM Tris; 72,3
mM NacCl; 1% p/v BSA), TBS-Tween 20 (72,3 mM NacCl; 20,7 mM Tris; 0,1% v/v
Tween 20), TEMED (Sigma) y Vectabond (Vector laboratories).

1.11. Materiales en general

Peliculas fotogréficas (Kodak), papel filtro Whatman, cubreobjetos
discoidales de vidrio de 12 mm de diametro, cubreobjetos rectangulares de vidrio
de 50 mm, portaobjetos de vidrio, placas de cultivo (100, 60 y 35 mm), pipetas

estériles, pipetas Pasteur, filtros de poro 0,2 um y membrana Nytex (Nytex)

2. Métodos

2.1. Animales de experimentacion

Los musculos Latissimus dorsi anterior (LDA.), Latissimus dorsi posterior
(LDPR), Medial abductor (MA.) y Pectoralis major (PMg) de gallinas raza Leghorn
adultas (8 semanas de edad) y de 7, 15, 30 dias post-natal fueron extraidos
posterior a la practica de la eutanasia por dislocacion cervical (NAS, 2010).
Adicionalmente, huevos de pollo raza Leghorn fertilizados fueron mantenidos a
37,5° C en una incubadora con ventilacion forzada y con volteo manual. Los
embriones fueron clasificados segun el criterio de Hamburger y Hamilton (HH)
(Hamburger y Hamilton, 1992) y se extrajeron muestras de cerebro y de los

musculos antes descritos.
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Las muestras de masculo humano se obtuvieron quirdrgicamente desde un
paciente adulto con lesion en la médula espinal en el Hospital Guillermo Grant
Benavente (Concepcion, Chile).

Ratones neonatos C57 (PO o P1) y machos Balb/c de 5 a 7 semanas de
edad fueron utilizados para la obtencién de cultivos primarios de miotubos vy el
aislamiento de fibras derivadas del musculo rapido Flexor digitalis brevis (FDBR)

respectivamente.

2.2. Cultivos celulares

2.2.1. Mantencion de los cultivos celulares

Los cultivos celulares utilizados durante el desarrollo de esta tesis fueron
mantenidas en una incubadora Thermo Hepa class 100 a 37° C de temperatura y
5% de CO,. Los cambios de medio y siembra celular se realizaron en una camara
de flujo laminar (Nuaire). La morfologia celular y confluencia se monitored
perioddicamente usando un microscopio invertido (Olympus CK40). Para
determinar la concentracion celular, se agregd una alicuota de células en
suspension en una camara de Neubauer, la cual posee 5 cuadrantes que soportan
un volumen de 0,1 pL cada uno. Utilizando un aumento de 10X en microscopio de
contraste de fases se cont6 el numero de células en cada cuadrante y se obtuvo
un promedio de éstas. Se calculé el nimero de células/mL de suspension

multiplicando el valor anterior por un factor de 10.000.

2.2.2. Cultivos primarios de mioblastos de pollo

Se realizaron cultivos primarios de mioblastos de pollo a partir de los
musculos PMgr Yy MA_ de embriones de pollo HH38 (DiMario y Stockdale, 1997;
O'Neill y Stockdale, 1972). Los musculos se disecaron y se mantuvieron en
solucion de diseccion hasta la ruptura mecanica del tejido, luego de lo cual se
incubé con DMEM tripsina/EDTA 0,25% por 15 min a 37°C con agitacion suave. El
tejido se suspendié en medio de crecimiento y se disgregd mecanicamente con
pipeta. Las células se filtraron a través de un filtro triple de nylon y se centrifugaron
a 1.500xg por 5 min en una centrifuga Hettich, Rotofix 32A. Se realiz6 el conteo
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celular y se sembré de acuerdo al tipo de placa a utilizar, las cuales fueron
previamente cubiertas con gelatina (Sigma) 0,5% p/v por 30 min a 37° C (Tabla 5).
Al dia siguiente de la siembra, dia 1 de cultivo, se realiz6 cambio de medio de
crecimiento y al dia 2 de cultivo se cambié por medio de diferenciacién (DMEM;
10% suero equino; 2,5% SBF; 2% extracto de embrién de pollo; 100 pg/mL

penicilina; 100 U/mL esteptomicina)

Tabla 5: Estandarizacion de los cultivos de mioblastos de pollo. Numero de
células sembradas en los distintos tipos de placas de -cultivo para ser

diferenciadas dos dias después.

Tipo de placa Numero de células
24-pocillos 120.000

35mm 450.000

60mm 1.000.000

2.2.3. Extracto de embrion de pollo

Embriones de pollo HH37 fueron sacrificados por decapitacion (NAS, 2010).
Las cabezas, extremidades anteriores y posteriores fueron eliminadas y los
cuerpos restantes se disgregaron mecanicamente y se pesaron. Se agregd un
volumen equivalente al peso de medio HAMS (Gibco). Para la homogeneizacion
de la muestra se utilizé una jeringa, a través de la cual se hizo pasar varias veces
el contenido hasta lograr la completa disgregacién del tejido y una solucion
homogénea. Se centrifugd a 760xg por 10 min a 4°C. El sobrenadante se
centrifugd nuevamente a 12.000xg por 3 min, el extracto fue alicuotado y

guardado a -20°C. Todo el proceso se realizé en hielo.

2.2.4. Cultivos primarios de miotubos de ratdn
A ratones C57BL/6 neonatos (pO-pl) se les aplicé eutanasia por
decapitacién (NAS, 2010). Seguidamente las extremidades posteriores fueron
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separadas y las masas musculares disecadas y digeridas enzimaticamente con
colagenasa tipo Il a 37°C por 15 min en agitacion a 170 rpm. La suspension fue
filtrada a través de membrana Nytex y centrifugada a 1200 rpm por 10 min. El
sobrenadante obtenido fue preplaqueado por 30 min para obtener un
enriquecimiento de mioblastos. Las células fueron recuperadas y sembradas en
placas de 60 mm en medio de crecimiento de mioblastos de raton. Para eliminar
los fibroblastos remanentes 10 uM de arabinosilcitosina (AraC) fue agregado
durante el comienzo de la etapa de alineamiento de los mioblastos.
Posteriormente para inducir diferenciacion, las células fueron cultivadas en medio
de diferenciacién de miotubos en placas Petri de 35 mm con colageno tipo 1 como
sustrato de adhesion. Los experimentos fueron desarrollados al dia 4 de

diferenciacion.

2.2.5. Aislamiento de fibras musculares esqueléticas de ratén adulto

Ratones BALB/c fueron eutanasiados por dislocacién cervical (NAS, 2010).
El masculo rapido Flexor digitalis brevis, de ambas extremidades fue disecado y
mantenido en PBS 1X estéril. Para la separacion de fibras musculares, los
musculos fueron digeridos en colagensa tipo Il por 90 min a 37°C en agitacion a
170 rpm. Posteriormente los musculos fueron incubados a 37°C en medio DMEM-
HS 10% vy las fibras fueron separadas por medio de la accion mecanica por
pasajes en pipetas Pasteur de vidrio. Finalmente las fibras fueron sembradas
proporcionalmente en placas Petri de 35 mm tratadas con Matrigel™

2.3. Estimulacién eléctrica

2.3.1. Estimulacién eléctrica en miotubos de ratén

La estimulacion eléctrica de los miotubos de ratén fue realizada con
electrodos de platino conectados a través de una unidad de aislacién a un
electroestimulador (Grass stimulator S48). A los miotubos se le aplicaron 400
pulsos cuadrados de 300 ms de duracién con una frecuencia de 10 y 50 Hz por 40
y 8 segundos respectivamente. Los miotubos estimulados fueron mantenidos por

2, 4y 8 hrs post-estimulacién en medio de diferenciacién hasta su procesamiento.



34

2.3.2. Estimulacion eléctrica de fibras aisladas

Las fibras aisladas fueron mantenidas por 12 hrs a 37°C temperatura, 5%
de CO;, y 95% de humedad. Previo a la estimulacion eléctrica, las fibras fueron
incubadas con 25 pM de BTS (N-benzil-p-tolueno sulfonamida) por 5 min para
inhibir la contraccion muscular. La estimulacion eléctrica de las fibras fue realizada
con electrodos de platino conectados a través de una unidad de aislaciéon a un
electroestimulador. A las fibras se le aplicaron 270 pulsos cuadrados de 300 ms de
duracion con una frecuencia de 20 Hz por 14 seg. Las fibras estimuladas fueron
mantenidas por 2, 4, y 8 hrs post-estimulaciéon en medio DMEM-HS 10% hasta su

procesamiento.

24. RT-PCR

2.4.1. Extraccion de ARN total

Se extrajo el ARN total desde cultivos celulares, fibras aisladas y musculos
de pollo utilizando TRIzol (Invitrogen), reactivo que optimiza el método
desarrollado por Chomczynski y Sacchi, basado en la extraccién por tiocianato de
guanidinio-fenol-cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 1987). Los cultivos celulares
sembrados en placas de 35 mm de diametro fueron homogeneizados en 0,3 ml de
TRIzol utilizando micropipeta y los musculos (50-100 mg) fueron homogeneizados
con 1 mL de TRIzol aplicando 5 a 10 pulsos de ultrasonido por 10 segundos de
duracién con un sonicador ajustado a 70% de amplitud (SONICS, Vibra Cell). El
homogenizado se centrifugé a 12.000xg por 10 min a 4°C. El sobrenadante
obtenido, fue incubado por 5 min a temperatura ambiente y seguidamente se
agreg6 200 pL de cloroformo por cada 1 mL de homogenizado, se agité por
inversiéon y luego de 10 min a 4°C la mezcla fue centrifugada a 13.000xg por 15
min a 4°C, obteniéndose una fase organica (inferior) que contiene las proteinas,
una interfase que contiene el ADN y una fase acuosa (superior) que contiene el
ARN. La fase acuosa fue cuidadosamente aspirada y se le agregé un volumen
equivalente de isopropanol. Se incubd por 12-16 hrs a -20°C para precipitar el
ARN. Después de una centrifugacion a 13.000xg por 15 min a 4°C, el sedimento
fue lavado con etanol al 75% y resuspendido en 20 pL de agua libre de RNasas. El
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ARN total fue cuantificado por espectrofotometria (SmartSpec 300, Bio-Rad)
midiendo la absorbancia (Abs) a una longitud de onda de 260 nm. La pureza del
ARN se evalué midiendo la Abs a una longitud de onda de 280 nm y se calculé la
relacion Abs,so/Abs g, la que fluctud entre 1,6 y 2,0.

2.4.2. Reaccion de transcripcion reversa

Para eliminar posible ADN contaminante, 1 ug de ARN total fue sometido a
digestion con DNasa | por 3 hrs a 37°C en tampon 10 mM TrisHCI pH 7,5; 2,5 mM
MgCl;; 0,1 mM CaCl,. La reaccion fue detenida con EDTA 25 mM y denaturacién
enzimatica a 65°C por 15 min. Para la sintesis de ADNc se realizd transcripcion
reversa a partir del ARN total digerido con DNasa I. Se incub6 con 5 uM Oligo dT
(NEB); 0,5 mM dNTPs; 20 U de inhibidor de RNasas y 160 U de transcriptasa
reversa en un tampon de transcripcion reversa (0,5 M Tris-HCI pH 8,3; 0,75 M KCI;
0,03 M MgCl,). La mezcla de transcripcion reversa fue incubada por 1 hr a 42°C.
Paralelamente, se realizaron mezclas en ausencia de transcriptasa reversa para

controlar la presencia de ADN genémico contaminante.

2.4.3. PCR utilizando KAPA Taqg polimerasa

Para analizar la expresiéon de SVCT2 por RT-PCR, se amplific6 una
secuencia del ADN de interés utilizando la enzima ADN polimerasa termoestable
KAPA Taq DNA polimerasa. Se mezclé una alicuota de ADNc con buffer A de
KAPA Taq polimerasa 10X (MgCl; 1X 1,5 mM); 0,2 mM dNTPs; 0,400 uM de
partidor sentido; 0,400 uM de partidor antisentido y 0,35 U de KAPA Tag DNA
polimerasa. La mezcla de PCR fue incubada por 2 min a 95°C para lograr una
denaturacion inicial. Luego, las muestras fueron sometidas a 35 ciclos sucesivos
de 95°C por 30 seg, 58-60°C por 30 seg para hibridacion de los partidores para
SVCT2 y B-actina de pollo, respectivamente y 72°C por 30 seg para la elongacion
del ADN. Finalmente, se incluyd un paso terminal de elongacion a 72°C por 2 min.
Los partidores fueron disefiados basados en la secuencia predicha de SVCT2 de
pollo (589 bp) y de B-actina de pollo (282 bp) (Tabla 1). Como control se amplificd
con partidores especificos un fragmento del ARN de B-actina de pollo.
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Los productos de PCR obtenidos fueron separados por electroforesis en
geles de agarosa al 1,2% con bromuro de etidio 2,5 pg/mL en buffer TAE 1X y

visualizados exponiendo el gel a luz UV en un transiluminador.

2.5. PCRtiempo real (QPCR)

Los ensayos de gPCR fueron desarrollados utilizando un termociclador
Stratagen Mx3000p Agilent®. Para la mezcla de reaccion se utilizaron 2 pL ADNc,
10 pL de 2x SYBR Green QPCR master mix, 1 yL de primer sense 10 uM, 1 yL de
primer antisense 10 uM completando con agua para un volumen final de 20 yL. La
deteccion de los genes de interés fue realizada utilizando los partidores sefialados
en la tabla 2. Como control de la reacciéon fue amplificada B-actina de raton. La
mezcla de gPCR fue incubada por 3 min a 95° C y 50 ciclos sucesivos de 95°C por
10 seg para la denaturacion, 60°C por 20 seg para para hibridacion de los
partidores. Finalmente, las muestras fueron incubadas a 95°C por 1 min, 55°C por

30 seg y 95°C por 30 seg.

2.5.1. Cuantificacion por PCR en tiempo real

La cuantificacion se realiz6 comparando el nimero de ciclos requeridos
para amplificar cada gen sobre el ciclo umbral (Ct) en relacion al nimero de ciclos
requeridos para amplificar un gen de referencia sobre su umbral. Como gen de
referencia se comparo la expresion de B-actina. Los resultados fueron expresados
aplicando el método AACts en los cuales la cantidad de ARN fue expresado como

veces sobre el control.

2.6. Extractos de proteinas musculares
2.6.1. Extractos de proteinas totales
Se extrajeron proteinas totales desde musculo de pollo, cerebro de pollo y
de cultivos celulares. Las muestras se homogenizaron con 5 pulsos de 10 seg a
70% de potencia en el sonicador Vibra cell (Sonics) en el caso de los tejidos y con
una jeringa de 1 mL en el caso de las células, en una solucién de sacarosa 0,3 M
qgue contenia una mezcla de inhibidores de proteasas. EI homogenizado fue
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centrifugado a 6.000xg por 10 min a 4°C. El sobrenadante obtenido corresponde al
extracto de proteinas totales.

2.6.2. Obtencién de extractos enriquecidos en proteinas citosodlicas y
de membrana

Con el objetivo de evaluar la expresion de SVCT2 en diferentes fracciones
celulares, se extrajo proteinas de forma secuencial, para enriquecer fracciones en
proteinas solubles y asociadas a membrana de cultivos primarios. Después de
lavar las células adheridas a placas de 60 mm de diametro 3 veces con PBS, se
agreg6 400 pL de PBS (extracto PBS) con inhibidores de proteasas.
Posteriormente, las células se rasparon y se homogeniz6 con jeringa de 1 mL. El
homogeneizado fue centrifugado a 12.000xg por 10 minutos a 4°C obteniéndose
en el sobrenadante una fraccidn enriquecida en proteinas citosolicas. El sedimento
obtenido en el paso anterior fue resuspendido en buffer 50 mM Tris HCI pH 7,4;
0,5% v/v Triton X-100 y 0,15 M NaCl (extracto TX) usando jeringa de 1 mL y
centrifugando a 12.000xg por 10 minutos a 4°C obteniéndose en el sobrenadante
una fraccion enriquecida en proteinas de membrana celular. Finalmente el
sedimento obtenido en el paso anterior fue resuspendido en buffer 50 mM Tris HCI
pH 7,4; 0,5% v/v Tritdbn X-100 y 0,5 M KCI (extracto TX-KCI) usando jeringa de 1

mL.

2.7. Cuantificacién de proteinas

Para determinar la concentracion en cada extracto las proteinas fueron
cuantificadas por el método de Bradford (Bradford, 1976). Para la construccion de
una curva de calibracién, se prepararon 6 soluciones de distintas concentraciones
de BSA (0, 2, 4, 6, 8 y 10 pg/mL) con reactivo de Bradford diluido 5 veces. Las
muestras de proteinas fueron diluidas en un volumen final de 1 mL que contenia
200 pL de reactivo de Bradford. Se midi6 la absorbancia, a una longitud de onda
de 595 nm en espectrofotometro. La concentracién de las muestras se determind

interpolando en la curva de calibracién.



38

2.8. Western blot

2.8.1. Electroforesis de proteinas

Para separar las proteinas de cada muestra, entre 10-30 pg (células y
fracciones de musculo esquelético) y 80 ug (tejido) de proteinas totales fueron
diluidas en buffer de carga 1X y denaturadas a 95°C por 5 minutos. Las muestras
se sembraron en geles de acrilamida/bisacrilamida 30%, compuesto por un gel
separador de proteinas en la parte inferior (acrilamida/bisacrilamida al 10% p/v) y
un gel concentrador (acrilamida/bisacrilamida al 5%) en la parte superior. La
electroforesis se llevo a cabo en una camara con buffer de electroforesis aplicando

un voltaje constante de 150 V.

2.8.2. Transferencia a membrana PVDF Immobilon

Las proteinas separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida fueron
transferidas a una membrana de PVDF. Para la transferencia, el gel se dispuso
sobre la membrana de PVDF vy estos dos entre laminas de papel filtro, los cuales
fueron fijados con una abrazadera y se introdujeron dentro de una camara con
buffer de transferencia. Para permitir el traspaso de las proteinas desde el gel a la
membrana, se aplicé una corriente eléctrica constante de 350 mA por 90 minutos.
Posteriormente el grado de transferencia se evalué tifiendo la membrana con Rojo

Ponceau S, colorante que se une rapida y reversiblemente a las proteinas.

2.8.3. Bloqueo, incubacién con anticuerpos y revelado

La membrana de PVDF fue blogueada con tampén TBS Tween 20 (72,3
mM NacCl; 20,7 mM Tris pH 7,4; 0,1% v/v Tween 20) y 5% leche descremada por 1
hora con agitacion y posteriormente fue incubada con anticuerpo primario (Tabla
3) diluido en buffer de bloqueo por 16 horas a 4°C. Después de 8 lavados por 5
minutos cada uno con tampén TBS Tween 20 y 5 lavados con TBS Tween 20 y
leche descremada 5% (para SVCT2) y 5 lavados con buffer TBS Tween 20 (para
los demas anticuerpos), la membrana fue incubada con el anticuerpo secundario
(Tabla 4) diluido en buffer de bloqueo por 2 horas a temperatura ambiente. La
actividad de la enzima peroxidasa de rabano (HRP) conjugada al anticuerpo



39

secundario fue revelada por quimioluminiscencia utlizando el kit comercial
Western Lightning Chemilumininescence Reagent Plus. El sustrato de la enzima,
H,0,, se mezclé en igual proporcion con el reactivo luminol y esta mezcla fue
esparcida en la membrana de nitrocelulosa para gatillar la reaccion
guimioluminiscente. La pelicula autorradiogréafica fue expuesta por 3-10 minutos a
la reaccién enzimética superponiéndola a la membrana. La sefial en la pelicula
autorradiografica fue revelada en solucion de revelado y posteriormente fue fijada
en solucidn fijadora. En algunos casos la membrana fue lavada e incubada a 60
°C con solucidn de stripping para ser reincubada con otro anticuerpo.

2.8.4. Cuantificacion de la intensidad de bandas

Para cuantificar los niveles de expresion del ARN, se normalizaron en
relacién a la expresion de su control en los ensayos de RT-PCR. Las imagenes
fueron obtenidas por digitalizacion y convertidas a escala de grises. Con el
programa Image J (NIH), se seleccionaron las zonas que contenian las bandas y
se cuantificd el area bajo la curva de los maximos de intensidad. Los valores
fueron expresados como la relacion de la intensidad de las bandas de SVCT2/j-

actina.

2.9. Inmunohistoquimica

Para estudiar la localizacién de SVCT2 en fibras musculares se realizaron
ensayos de inmunohistoquimica en criosecciones de tejido muscular de pollo
adulto y humano. El tejido disecado fue congelado en medio OCT sumergiéndolo
en isopentano enfriado por nitrégeno liquido, método que preserva las
propiedades histoquimicas del masculo (Wu y cols., 1985 ). El taco obtenido fue
seccionado utilizando un criéstato (Microm HM520) generando cortes de 20 um de
espesor. Los cortes fueron adheridos a portaobjetos previamente tratados con
Vectabond y posteriormente filados en metanol 100% a -20°C por 10 min. Las
criosecciones fueron lavados con PBS-tween 0,05% y bloqueadas con BSA 1%
por 2 hrs a temperatura ambiente. Posteriormente fueron incubadas con un

anticuerpo primario anti SVCT2 y de distintos marcadores de musculo esquelético
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diluido en tampon Tris-fosfato BSA 1% por 12-16 hrs a 4°C (Tabla 3) y revelado
con un anticuerpo secundario anti IgG de cabra conjugado al fluoréforo Alexa
Fluor 488 o anti IgG de ratén conjugado al fluoréforo Alexa Fluor 546 diluido en
tampon Tris fosfato BSA 1% por 2 hrs a temperatura ambiente (Tabla 4).
Paralelamente, para analizar posibles sefiales inespecificas del anticuerpo
secundario, en cortes seriados de musculos de pollo el anticuerpo primario fue
omitido y s6lo se incubd con solucion de bloqueo. Las muestras se montaron con
medio acuoso para fluorescencia, para su posterior visualizacibn en un

microscopio confocal (microscopio Nikon, modelo Eclipse TE2000-U)

2.10. Inmunocitoquimica

Se evaluo la expresion de SVCT2 in vitro en cultivo primario de miotubos de
pollo, a través de inmunocitoquimica. Las ceélulas fueron sembradas sobre
cubreobjetos discoidales tratadas con HCIl y gelatina 0,5% p/v para aumentar la
adhesion celular en placas de 35 mm. Las células fueron fijadas en metanol 100%
por 5 minutos a 4°C y permeabilizadas con PBS Tritbn x-100 0,1% v/v. La
inmunodetecciéon de SVCT2 y marcadores musculares fue realizada con la
incubacion de un anticuerpo primario (Tabla 4) por 12-16 hrs a 4°C y reveladas
con un anticuerpo secundario anti IgG de cabra conjugado al fluoréforo Alexa
Fluor 488 o anti IgG de ratén conjugado al fluoréforo Alexa Fluor 546 diluido en
tampon Tris-fosfato BSA 1% por 2 hrs a temperatura ambiente (Tabla 4).
Adicionalmente, fue utilizado ToPro-3 para la tincion de los nucleos celulares.
Después de lavar con PBS, los cubreobjetos fueron montados en portaobjetos de
vidrio con medio de montaje para fluorescencia y secados a temperatura

ambiente.

2.11. Histoquimica
La determinacién de la actividad mATPasa (Brooke y Kaiser, 1969;
Dubowitz y Brooke, 1973) y NADH-TR (NADH-tetrazolium reductasa) (Dubowitz y
Brooke, 1973) fue realizada en los musculos de pollo en los estadios post-natal y

adulto utilizando criosecciones transversales de 20 um de espesor que no fueron
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crioprotegidas o fijadas para minimizar posibles artefactos en las reacciones
histoquimicas.

2.11.1. ATPasa miofibrilar (nATPasa)

Las criosecciones fueron preincubadas en tampon acetato de sodio (0,1 M
acetato de sodio; 10 mM EDTA; pH 4.6) por 10 min y lavadas con agua. Luego
fueron incubadas en solucién de ATP (0,05% p/v ATP; 0,1 M Gilicina; 0,75 M
CacCl;; pH 9.6) por 10 min a 37°C y lavadas en agua. Posteriormente inmersas en
solucion CaCl, al 2% p/v por 5 min y lavadas en agua. Finalmente inmersas en
solucion de sulfito de amonio y agua destilada en una dilucion 1:20 v/v, lavadas en

agua destilada y montadas en medio de montaje acuoso.

2.11.2. NADH-TR

Las criosecciones fueron incubadas con solucién NADH reducido (Tris 1X H
7,4; NADH reducido; NBET, nitro blue tetrazolium) por 45 min y posteriormente
lavadas en solucién de acetona (30, 60, 90, 60 y 30% v/v) por 5 min cada uno.
Finalmente fueron lavadas en agua destilada y montadas con medio de montaje

acuoso.

2.12. Determinacion del area de seccion transversal (CSA) de las fibras
musculares

El analisis histomorfométrico, fue realizado en criosecciones transversales

de los musculos LDA. y LDPr en los cuales fueron determinadas previamente la

actividad NADH-TR. Se analizaron como minimo 100 fibras de tipo | y Il de

regiones seleccionadas al azar y sin alteraciones artefactuales. Las mediciones

fueron calculadas usando el programa Image J y expresadas como pm? + SEM.

2.13. Tratamiento de cubreobjetos con HCI
Para aumentar la adhesién de los mioblastos de pollo a los cubreobjetos de
vidrio, donde fueron sembrados para experimentos de inmunocitoquimica, los

cubreobjetos fueron sumergidos en HCI 10 M por 16 hrs a temperatura ambiente.
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Posteriormente, fueron lavados 10 veces con agua destilada y se

mantuvieron en etanol 96% v/v hasta su uso.

2.14. Adquisicion de imagenes
Las imagenes (1024 x 1024 bits) fueron obtenidas en un microscopio
confocal Eclipse TE200-U-C1 (Nikon), equipado con laseres de argén (488 nm) y
de helio-nedn (543 y 633 nm). El analisis de fluorescencia fue realizado con el
programa EZC-1 (Nikon).

2.15. Fraccionamiento de musculo esquelético de pollo adulto
2.15.1. Fraccionamiento fuerza idnica-detergente

Gallinas adultas fueron eutanasiadas por dislocacion cervical y los musculos
LDAL y MA_ (30 grs) fueron extraidos y mantenidos en tampén A (25 mM Tris HCI
pH 7,4; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTAy 1 mM PMSF) a 4°C hasta su
procesamiento. Los musculos fueron pesados y homogenizados en tampén A (10
volumenes/masa musculo). El homogenizado (extracto total, ET) fue centrifugado
a 1.000xg por 15 minutos (rotor Sorvall SS-34). El sobrenadante (S) obtenido, fue
filtrado en gasa estéril y centrifugado a 27.000xg por 30 minutos, recuperandose
un pellet de microsomas pesados (MP) y el sobrendante (S1). Seguidamente, el
MP fue resuspendido en tampon B (25 mM Tris HCI pH 7,4; 500 mM NaCl; 1 mM
EDTA; 1 mM EGTA y 1 mM PMSF) y centrifugado a 27.000xg por 30 minutos,
obteniéndose un sobrenadante (S2) y el pellet (P3). Finalmente el P3, fue
resuspendido en tampon C (25 mM Tris HCI pH 7,4; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1
mM EGTA; 1 mM PMSF y 0,5% TX-100) y centrifugado a 17.000xg por 30
minutos, obteniendose el sobrenadante (S3) y un pellet final (P4) (Figura 2)
(Brenman y cols., 1995).

2.15.2. Fraccionamiento detergente-fuerza idnica
Gallinas adultas fueron eutaniasiadas por dislocacion cervical y los musculos
LDAL y MA_ (30 grs) fueron extraidos y mantenidos en tampén A (25 mM Tris HCI
pH 7,4; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTAyYy 1 mM PMSF) a 4°C hasta su
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procesamiento. Los musculos fueron pesados y homogenizados en tampén A (10
voliumenes/masa musculo). El homogenizado (extracto total, ET) fue centrifugado
a 1.000xg por 15 minutos. El sobrenadante (S) obtenido, fue filtrado en gasa
estéril y centrifugado a 27.000xg por 30 minutos, recuperandose un pellet de
microsomas pesados (MP) y un sobrendante (S1). Seguidamente, el MP fue
resuspendido en tampon D (25 mM Tris HCI pH 7,4; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1
mM EGTA; 1 mM PMSF y 0,5% TX-100) y centrifugado a 27.000xg por 30
minutos, obteniéndose un sobrenadante (S2) y el pellet (P3). Finalmente el P3,
fue resuspendido en tampoén C (25 mM Tris HCI pH 7,4; 500 mM NaCl; 1 mM
EDTA; 1 mM EGTA; 1 mM PMSF y 0,5% TX-100) y centrifugado a 17.000xg por

30 minutos, obteniendose el sobrenadante (S3) y un pellet final (P4) (Figura 2).

FRACCIONAMIENTO FUERZAIONICA - DETERGENTE

17000xg por 30 min

—
RESUSPENSION DE

P3 ENTAMPON C ‘\

Sobrenadante 3
(s3)

RESUSPENSION DE MP

HOMOGENIZACION () ENTAMPON B
in i

RESUSPENSION DE MP

ENTAMPON D

MUSCULO POLLO

17000xg por 30 min

—
RESUSPENSION DE
P3 ENTAMPON C
Sobrenadante 3

Pellet3 (P3)

FRACCIONAMIENTO DETERGENTE — FUERZAIONICA

Figura 2: Representacion esquemética del fraccionamiento de musculo

esquelético adulto.

Extracto total (ET), sobrenadante (S), sobrenadante sarcoplasma (S1),
microsomas pesados (MP), sobrenadante 2 (S2), pellet 3 (P3), sobrenadante 3
(S3) y pellet 4 (P4).
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2.16. Estadistica
Los datos cuantitativos se presentan expresados como la media £+ SEM.

SEM corresponde al error estandar de la media y se calcula como:

SEM = sb donde, SD: desviacion estandar y n: nimero de observaciones.

Jn

Para evaluar la significancia estadistica se utilizo el test estadistico t de
Student no apareado con correccién de Welch, es decir no se asume igualdad de
varianza entre los grupos analizados. Este test fue elegido porque los datos
poseen una variable nominal con sélo dos valores: control o experimental y una
sola variable medible (expresién de SVCT2). La hipétesis nula indica que la
variable medible es igual para las dos categorias de datos. Este analisis se realiz6
utilizando el programa GraphPad Prisma v5.0. Un valor p>0,05 fue considerado
estadisticamente no significativo (ns), y a los valores p<0,05; p<0,001 y p<0,0001
se les asigné significancias estadisticas crecientes (*; ** y *** respectivamente).

Para p<0,05 se rechaza la hipotesis nula.
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V. RESULTADOS

En las fibras musculares como consecuencia de la actividad fisica normal se
generan especies oxidativas, que en condiciones de ejercicio intenso pueden
producir dafios a nivel tisular. Sin embargo, se ha demostrado que bajos niveles
de especies oxidantes estan involucrados en la regulacién de la actividad contractil
y en la expresion génica en las fibras musculares. En respuesta a estas moléculas
oxidantes, las fibras han desarrollado diversos mecanismos que contrarrestan su
potencial efecto nocivo. Como parte de estos mecanismos, la vitamina C actuaria
como un potente antioxidante regulando la generacién excesiva de agentes
oxidantes o disminuyendo su actividad.

Se ha reportado que la disponibilidad de vitamina C en distintos tipos celulares
esta directamente relacionada a la expresion de los co-transportadores de sodio-
ascorbato, SVCTs. En este contexto, estudios realizados en nuestro laboratorio y
como parte de esta tesis han permitido determinar la expresiéon de SVCT2 en el
tejido muscular y que este se restringe especificamente a las fibras musculares
lentas oxidativas en pollo durante la miogénesis temprana y en mamiferos e
incluso de humano durante la etapa adulta.

Las fibras pueden modificar su fenotipo alterando su patron de expresion
génica como respuesta a factores extrinsecos desde uno rapido a lento y
viceversa. De forma interesante, se ha determinado que en el transcurso del
desarrollo post-natal las fibras musculares adquieren sus principales
caracteristicas metabdlicas como parte del proceso adaptativo frente a la actividad
fisica. En este contexto, nosotros proponemos que la regulacién de los niveles de
vitamina C por SVCT2 permitiria inducir y/o mantener el fenotipo lento en las fibras
musculares.

Con el propésito de analizar los niveles de SVCT2 en las fibras musculares,
nosotros realizamos la “determinacion de la expresién de SVCT2 en musculos
esqueléticos de pollo durante la etapa post-natal”. Para ello nuestra primera
aproximacion experimental fue la determinacion de la expresion del transportador

a nivel de transcrito y proteina en los masculos de pollos adultos.
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1. Expresion de SVCT2 en musculo esquelético de pollo adulto

Con el propésito de analizar la expresiéon de SVCT2 en muasculos esqueléticos
de pollo adulto y compararlo con lo observado durante la miogénesis embrionaria,
se realizaron ensayos de RT-PCR a partir de ARN total de los muasculos lento
Latissimus dorsi anterior (LDA.) y rapido Latissimus dorsi posterior (LDPg). Como
control positivo para SVCT2 se utilizd6 ARN total de cerebro de embrién de pollo
(HH45) el cual ha sido documentado previamente por presentar altos niveles de
expresion del transportador (Low y cols., 2009). Como control negativo, se
realizaron reacciones en ausencia de transcriptasa reversa, donde no se observa
amplificacion de producto y como control interno se amplificd p-actina de pollo
(282 bp). Sélo en las muestras de cerebro y LDA, analizados, se detecto la
expresion de un transcrito de 589 bp correspondiente a SVCT2 de pollo (Figura
3A)

Para analizar la expresién de la proteina SVCT2 en la etapa adulta, se
realizaron ensayos de Western blot, utilizando un anticuerpo policlonal que
reconoce una secuencia especifica en la region N-terminal de SVCT2 de rata. Los
extractos totales de proteinas de los musculos LDA, y LDPg fueron separados en
un gel de acrilamida/bisacrilamida 10% p/v y transferidos a una membrana PVDF y
posteriormente incubados con el anticuerpo anti SVCT2. Como control positivo, se
utilizaron extractos de proteinas totales provenientes de cerebro de embrion de
pollo (HH45). De manera similar a los ensayos de RT-PCR, se detect6 una banda
inmunorreactiva para SVCT2 de 65 KDa en el musculo LDA, al igual que en la
muestra de cerebro. Adicionalmente a la banda antes descrita, se detectd
inmunorreactividad para SVCT2 en bandas de 180, 95 y 53 KDa (Figura 3B). Con
el propdsito de igualar la carga entre los carriles y que los resultados obtenidos no
sean producto de variaciones en la cantidad de proteina total, se realizo la tincion
con Azul de Coomassie de un gel de acrilamida/bisacrilamida 10% p/v utilizando
las muestras de cerebro, LDA, y LDPgr. Los resultados obtenidos sefialan que
efectivamente las muestras fueron cargadas con una concentracion comparable.
Sin embargo, la tincion de las bandas en el gel denota un perfil de migracion
electroforético diferencial entre los 2 tipos de musculos de pollo y cerebro (Figura
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2C). En el musculo rapido LDPg, a diferencia de lo observado en el masculo lento
LDA se identificaron 5 bandas con mayor intensidad de masas moleculares
aproximadas de 72, 43y 34 KDa (Figura 3C).

Los resultados por RT-PCR y Western blot concuerdan con los obtenidos
durante los estadios tardios en la miogénesis embrionaria de pollo, los cuales
sugieren la expresiéon de SVCT2 en fibras lentas, asi como la existencia de
distintas formas del transportador durante esta etapa del desarrollo y en el
transcurso de la etapa post-natal hasta la adultez.

1.1. Distribuciéon de SVCT2 en el musculo esquelético de pollo adulto.

Con el fin de describir la distribucion de SVCT2 de pollo en las fibras
musculares de pollo adulto, se realizaron ensayos de inmunohistoquimica en los
musculos LDA| y LDPg. Debido a las caracteristicas anatomicas e histologicas del
tejido muscular, se procedio en primer lugar a estandarizar las condiciones para su
procesamiento (Anexo 1). Para este motivo, se utilizd el congelamiento de los
musculos por nitrégeno liquido en matriz OCT y se estandarizo la obtencion de
criosecciones de 20 pm de espesor que permitiesen mantener la integridad
histologica. De esta manera se minimizaron las posibles alteraciones en la forma
de las fibras y de los fasciculos musculares y su relacién con el tejido conectivo
circundante que pudiese inducir a errores en la interpretacion de los resultados.

Las criosecciones transversales de los musculos LDA, y LDPgr adultos
fueron incubadas con el anticuerpo anti SVCT2 y paralelamente se incubaron con
anticuerpos anti miosina lenta y anti Ca?** ATPasa rapida (SERCA1), con el fin de
discriminar la presencia de fibras lentas y rapidas respectivamente (Figura 4). Los
resultados indican un patron de inmunorreactividad intracelular para SVCT2 en la
totalidad de las fibras del musculo LDA,. De igual forma, las fibras positivas para
SVCT2 presentan inmunorreactividad para miosina lenta, lo que demuestra la
expresion preferencial de SVCT2 en fibras tipo | lentas oxidativas en este musculo.
A diferencia de lo observado para SVCT2 y miosina lenta, no existe colocalizacion
en la inmunorreactividad entre SVCT2 y Ca®* ATPasa rapida, demostrando la
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Figura. 3. Expresion de SVCT2 en musculo esquelético de pollo adulto.

A. Expresion del ARNm de SVCT2 en musculo esquelético de pollo adulto. Se
extrajo RNA total de los masculos esqueléticos Latissimus dorsi anterior (LDA|) y
Latissimus dorsi posterior (LDPRr) de pollos adultos, los cuales fueron transcritos a
cDNA con transcriptasa reversa (RT+). Como control, la misma reaccién fue
realizada en ausencia de la enzima (RT-). Como control positivo se utilizé RNA
total de cerebro de pollo embrionario (E18). Como control de carga de amplifico B-
actina. B. Analisis de expresioén de SVCT2 por Western blot en extractos proteicos
totales (80 ug) de tejido muscular de LDA y LDPgr. C. Como control de carga, se
muestra la migracion electroforética de las proteinas en las muestras de cerebro,
LDA., LDPg teiiidas con Azul de Coomassie. Las flechas indican las masas
relativas correspondientes al patrén de migracion electroforética. (n=3).
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Figura 4. SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas oxidativas de pollo
adulto.

Andlisis inmunohistoquimico de la localizacion de SVCT2 en criosecciones de
musculos LDA. y LDPg. Las criosecciones fueron incubadas con un anticuerpo
primario anti SVCT2 y revelado con un anticuerpo anti IgG de cabra acoplado a
Alexa Fluor 488 (verde) (panel izquierdo). Adicionalmente, las criosecciones
fueron incubadas con un anticuerpo primario anti miosina lenta y revelado con un
anticuerpo anti IgG acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo) (panel LDA y LDP central
superior). Imagenes de colocalizaciéon de SVCT2 y miosina lenta (panel LDA y
LDP derecho superior). Paralelamente, las criosecciones fueron incubadas con
anticuerpo primario anti Ca** ATPasa rapida (SERCA 1) y revelado con un
anticuerpo anti-lgG acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo) (panel LDA y LDP central
inferior). Imagenes de colocalizacién de SVCT2 y Ca?** ATPasa rapida (panel LDA
y LDP derecho inferior). Barra 50 pm.
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exclusién de este transportador en este tipo de musculo, en que son mayoritarias
sus fibras rapidas. Sin embargo, las escasas fibras lentas presentes en LDPg
muestran reaccion positiva para SVCT2 (Figura 4).

Nuestros resultados nos permiten concluir que la expresién de SVCT2 en el
tejido adulto presenta el mismo patron que durante el periodo embrionario. Sin
embargo, debido a que el fenotipo muscular es definido tempranamente por la
adquisicién de sus principales caracteristicas metabdlicas durante la etapa post-
natal temprana, nosotros analizamos la expresion de SVCT2 durante este periodo
del desarrollo.

1.2. Caracterizacién de las fibras musculares esqueléticas de pollo
durante la etapa post-natal

1.2.1. Caracterizacién morfolégica y metabodlica de fibras musculares de
pollo

Con el propésito de evaluar la expresion de SVCT2 en el musculo
esquelético en la etapa post-natal y como esta podria estar influenciada por el
contexto fisioloégico de los muasculos en esta etapa, se procedié a realizar una
caracterizacion morfolégica de las fibras musculares de pollo en los musculos
LDA. y LDPg, considerando el area de seccion transversal de las fibras y la
determinacién de la actividad metabdlica de la NADH-TR (NADH tiorreductasa)
(Figura 5y 6) y la actividad ATPasa miofibrilar (mMATPasa) (Figura 7)

Los resultados obtenidos en los ensayos de NADH-TR indican que la
composicion histologica de los musculos es distinta entre los masculos analizados
desde la etapa post-natal temprana (7 dias) hasta la adultez, debido a la presencia
mayoritaria de fibras lentas oxidativas NADH-TR positivas (tincién azul oscuro) en
el musculo LDA. en comparacion con LDPgr (Figura 5A). La cuantificacion de la
poblacién de fibras NADH-TR positivas en LDA_, indican que la abundancia
porcentual de estas fibras se mantiene sin variaciones (p>0,05) en un 70%
aproximadamente (Figura 5B). Contrariamente a lo observado en LDA[, la
poblacion de fiboras NADH-TR positivas en LDPr disminuye significativamente a
partir de los 7 dias post-natal hasta la adultez desde un 38% a 3,5%
respectivamente (Figura 5C).
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Figura 5. Determinacion de la actividad NADH-TR en los musculos
esqueléticos de pollo durante el desarrollo post-natal.

A. Composicion histologica de los musculos LDA, y LDPr alos 7, 15, 30 dias y
adulto. La reaccion NADH-TR en las criosecciones permite identificar las fibras
lentas oxidativas tipo | (tincion azul oscuro) vy fibras rapidas glicoliticas tipo |l
(tincion azul claro). Barra 50 um. B. Poblacion de fibras musculares esqueléticas
lentas, expresada como porcentaje (%) en el musculo LDA, a los 7, 15, 30 dias y
adulta. C. Poblacion de fibras musculares esqueléticas lentas NADH-TR+,
expresado en porcentaje (%) en el musculo LDPg a los 7, 15, 30 dias y adulto.
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El andlisis morfolégico de las fibras musculares presentes en los musculos
LDA. y LDPg revelaron un aumento progresivo del area transversal en las fibras
musculares entre los 7 dias post-natal y el estado adulto (p<0,05) (Figura 5A y
5B). En todos los estadios post-natales analizados el &rea de las fibras musculares
NADH-TR positivas y negativas no presentaron diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) (Figura 6A y 6B), excepto durante el estadio adulto en el
musculo LDPg (Figura 6B)

Por otra parte, el andlisis morfol6gico comparativo del area de las fiboras NADH-
TR positivas en los musculos LDA| y LDPg sefialan diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) en todos los estadios evaluados (Figura 5C). De forma
similar a lo observado anteriormente, el area de las fibras NADH-TR negativas en
los musculos LDA, y LDPg presentaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05), exceptuando al dia 7 post-natal (Figura 6D)

Finalmente la existencia de los diferentes fenotipos fibrilares en los masculos
de pollo adulto fue demostrada por la determinacion de la actividad mATPasa
(Figura 7). Las criosecciones transversales de LDA, mostraron una intensa tincion
para mATPasa en la totalidad de sus fibras, demostrando que este musculo esta
compuesto solamente de fibras lentas. Por otra parte, el analisis del LDPr mostré
que este musculo esta constituido preferencialmente por fibras rapidas debido a la
ausencia de tincion en la mayoria de sus fibras.

Considerando nuestros resultados, nosotros concluimos que durante el
desarrollo post-natal en las fibras musculares se producen modificaciones
morfoldgicas y metabdlicas progresivas que determinan las caracteristicas finales

del musculo adulto.
1.2.2. Caracterizacién molecular de las fibras musculares de pollo.

De forma complementaria al andlisis morfolégico y metabdlico de las fibras
musculares, se procedi6é a caracterizar a los musculos desde el punto de vista de
los marcadores moleculares especificos que definen el fenotipo de las fibras

musculares. Primeramente, se realizé un perfil electroforético a partir de extractos



Area de fibras en LDA ( pl

E3

*k*k
—
*kk
A Tal
0"'— T T T T
+ - + - + - + -
7d 15d

30d ADULTO

Fibras reactivas a NADH-TR

n 4000-
ot 3500+ Kk
= —
i 3000
2 . 25004
Z%E 2000
% \5- *k*k
= 1500
= *kk I i
b 1000+ —
*%
= 5004 F—
I oiEmLC || I I
< £ a4 <« o <« o < a
o o (=) [a] o (=) [a] (=)
— — — — - - - =
o = o = [ = [ c
[} 3] [} 3] [} [} [ [}
7d 15d 30d ADULTO

Dias post-natal

Area de fibras NADH-TR ( - )

—~

3.

Area de fibras en LDP (um

(pm?)

53

4000+
*kk
35004 —
30004 *kk
25004
20004
*kk
1500+
1000+
*kk
500+ I i
0=
+ + +
7d 15d 30d ADULTO
Fibras reactivas a NADH-TR
4000 Skk
35004
3000
2500
20004
1500 [adadall]
1000 X
5004 — . . =
o-=ELL T 1 T T T
S 8 53 &8 35 & 8 &
) — — — — — — —
= = o o c e o c
5 3 [ 3 ) @ 5 3
7d 15d 30d ADULTO

Dias post-natal

Figura 6. Caracterizacion morfoldégica y metabdlica de las fibras musculares
esqueléticas de pollo durante la etapa post-natal.

A. Area transversal de fibras musculares en LDA_, segun reactividad a NADH-TR.
B. Area transversal en fibras musculares en LDPg, segun reactividad a NADH-TR.
NADH-TR + (azul oscuro) y NADH-TR - (celeste). C. Area transversal de fibras
musculares NADH-TR positivas (+) en los muasculos LDA. y LDPg. D. Area
transversal de fibras musculares NADH-TR negativas (-) en los musculos LDA y
LDPg. p < 0,005. Los resultados son expresados en area promedio (um?) + SEM.
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Figura 7. La determinacién de la actividad mATPasa permite identificar los
fenotipos lentos y rapidos en musculos esqueléticos de pollo adulto.

Actividad ATPasa miofibrilar con pre-incubacion a pH 4,6 de fibras musculares
esqueléticas de pollo adulto en musculos LDA, y LDPg. Barra 50 pm (panel
izquierdo). Barra 25 pum (panel derecho).
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totales de proteinas de los musculos LDA, y LDPg de animales de 7, 15, 30 dias y
adulto las cuales fueron separadas en un gel de acrilamida-bisacrilamida al 10%
p/v y tefidas con Azul de Coomassie (Figura 7A). Los resultados obtenidos indican
gue existen notables diferencias en cuanto a los patrones de migracion
electroforética de sus proteinas, observandose una definicibn de las bandas
especificas para cada muasculo entre los 7 dias post-natal y el estado adulto
(Figura 7A). Los perfiles de los musculos LDA presentan, a partir de los 7 dias,
una banda de aproximadamente 45 KDa que se mantiene inalterable hasta la
adultez. De forma similar, en los musculos LDPg, se observa una marcada
expresion de proteinas con masa moleculares de 130, 80, 55, 45y entre 30 y 34
KDa, que se mantienen en forma conservada durante el periodo postnatal (Figura
8A), lo que reafirma lo observado durante el estadio adulto (Figura 2C).

Estos resultados nos permiten concluir que en el transcurso de la etapa
post-natal temprana (7 a 30 dias post-natal) los musculos desarrollan
progresivamente un patrén de expresion de sus proteinas constituyentes en
extractos totales similar a lo observado en el masculo adulto.

La determinacion de marcadores moleculares especificos del fenotipo
muscular durante la etapa post-natal fue realizada por medio de ensayos de
Western blot, utilizando anticuerpos monoclonales especificos contra las isoformas
lenta y répida de la proteina C. Las proteinas de extractos totales de los musculos
LDA, y LDPg de 7, 15, 30 dias post-natal y adulto fueron separadas en un gel de
acrilamida/bisacrilamida 10% p/v y transferidas a membrana PVDF e incubadas
posteriormente con los anticuerpos antes sefialados. Los resultados obtenidos
indican que los musculos LDA. y LDPgr expresan niveles de proteina C lenta
(banda inmunorreactiva de 140 KDa) en forma similar a los 7 dias post-natal. Sin
embargo, entre los 15 dias post-natal y la etapa adulta la expresion de la isoforma
lenta se presenta en forma preferencial en el musculo LDA, (Figura 8B). Por otra
parte, la expresion de la isoforma rdpida de proteina C es detectable en forma
preferencial en el musculo rapido LDPR (Figura 8C).

Nuestros analisis de los perfiles electroforéticos y la expresion de las

distintas isoformas de la proteina C nos permite concluir que durante el desarrollo
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post-natal los musculos lentos y rapidos expresan un patron diferencial de
proteinas que son especificas para el fenotipo.

1.3. Expresion de SVCT2 en musculos esqueléticos de pollo.
1.3.1. Comportamiento temporal de la expresiéon de SVCT2 en musculos
lentos y rapidos de pollo post-natal.

Debido a que nuestros resultados indican que los musculos LDA. y LDPg
adquieren caracteristicas morfolégicas, metabdlicas y moleculares que permiten
definir su fenotipo durante el periodo post-natal, nuestro siguiente paso fue
correlacionar la expresion de SVCT2 con la naturaleza fenotipica de los musculos.
Con este fin se realizaron ensayos semi-cuantitativos de RT-PCR utilizando ARN
total de cerebro de embrién de pollo (HH45) y de los musculos LDA y LDP de los
estadios embrionario (HH45) asi como post-natal 7, 15, 30 dias y adulto. Se
utilizaron parejas de partidores internos para amplificar un fragmento especifico de
589 bp en la regién codificante del ARNm para SVCT2 de pollo. Como control
interno, se amplifico -actina de pollo (282 bp). Los resultados obtenidos indican la
expresion preferencial de SVCT2 en los musculos LDA, en la etapa embrionaria
tardia (HH45), 7, 15, 30 dias post-natal y adulto respecto a los musculos LDPg
(Figura 9A). En la Figura 9B se grafica la relacién de intensidades relativas de los
productos de PCR de SVCT2 y normalizados por los productos obtenidos por la
amplificacion de B-actina de pollo. Los resultados muestran que la expresion de
SVCT2 en LDA. embrionario fue de alrededor de 8 veces mas alta que en LDPg
(Figura 9B). Durante la etapa post-natal temprana bajos niveles de expresion de
SVCT2 fueron detectados en LDPr a diferencia de lo observado en LDA, (Figura
9B). Sin embargo, nuestros resultados muestran que los niveles de expresion de
SVCT2 en el musculo LDA, disminuyen progresivamente durante la etapa post-
natal, observandose una reduccion de aproximadamente un 50% de los niveles de
expresion de SVCT2 a los 30 dias y en el estado adulto comparado con lo
observado en la etapa embrionaria tardia (Figura 9B). Aln cuando nuestros

resultados referentes a la expresion temporal de SVCT2 sefalaron que existe un



57

kDa

170 —>| &

130 —=>|
95 —>

55 —>

34 —>

17 —>

B 7d 15d 30d ADULTO C 7d 15d 30d ADULTO
YR I8 & & SRS & &&
wa IS99 999 kDa NASININENEENNY
140—)“— - - .
140 —> "l"—. -t
-
Proteina C lenta Proteina C rapida

Figura 8. Los musculos esqueléticos definen su fenotipo durante la etapa
post-natal.

A. Andlisis de migracién electroforética de extractos totales de proteinas (80 ug)
de muasculos LDA. y LDPg en los estadios post-natal 7, 15, 30 dias y adulto. Gel
tefiido con Azul de Coomassie. B. Analisis de expresion de proteina C lenta por
Western blot en extractos proteicos totales (80 pg) de LDA. y LDPgr en los
estadios post-natal 7, 15, 30 dias y adulto. C. Andlisis de expresion de proteina C
rapida por Western blot en extractos proteicos totales (80 ug) de LDA. y LDPgr en
los estadios post-natal 7, 15, 30 dias y adulto. Las flechas indican las masas
relativas correspondientes al patron de migracion electroforética. (n=3).
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Figura 9. Los niveles de ARNm de SVCT2 decaen durante el desarrollo post-
natal.

A. Se extrajo RNA total de los musculos esqueléticos LDA| y LDPg de pollos a los
16 dias de incubacién, 7, 15, 30 dias post-natal y adulto, los cuales fueron
transcritos a cDNA con transcriptasa reversa (RT+). Como control positivo se
utilizd RNA total de cerebro de pollo embrionario (E18) obteniéndose un producto
esperado de 589 bp para SVCT2 y 289 bp para B-actina (panel superior). B.
Cuantificaciéon relativa de las bandas de SVCT2 normalizado con B-actina. Las
flechas a la derecha del panel superior indican el tamafio molecular de las bandas
observadas. Los * representan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
entre los grupos analizado por Test de Student (n=3).
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comportamiento descendente en la expresion del transportador durante la vida
post-natal, la expresion de SVCT2 a nivel del muasculo lento LDA,. fue mas
abundante en todas las etapas evaluadas en comparacion con el masculo rapido
LDPr. Estos resultados sugieren que el requerimiento intracelular de vitamina C
en los musculos lentos es superior durante la embriogénesis tardia y en el periodo
post-natal temprano, debido posiblemente a un rol por parte de SVCT2 en la
mediacién del ingreso de acido ascoérbico durante la miogénesis y en la etapa
adulta en la regulacion del equilibrio redox.

1.3.2. Distribucién de SVCT2 en el musculo esquelético de pollo

Considerando que durante el periodo post-natal el musculo esquelético puede
modificar su condicion fenotipica en forma alternante y que los resultados
obtenidos muestran que la expresion de SVCT2 a nivel de transcrito disminuyen
progresivamente, se realizaron ensayos de inmunohistoquimica para analizar
posibles modificaciones en la distribucion de SVCT2 entre musculos lentos y
rapidos. En la etapa embrionaria tardia (HH45) se utilizaron el masculo LDA, vy el
rapido Rhomboideus superficialis (Rsg) siendo este ultimo, considerado debido a
su cercania anatomica con respecto a LDA,. Por otra parte, en el estado post-
natal (7 dias y adulto) se utilizaron los musculos LDA, y LDPr. Como controles se
utilizaron anticuerpos monoclonales anti miosina lenta y la isoforma rapida de la
bomba Ca?* ATPasa del reticulo sarcoplasmico (Figura 10, 11 y 12).
Adicionalmente a los estadios indicados anteriormente se evalud la expresion de
SVCT2 a los 30 dias post-natal (Anexos 2 y 3).

En el caso de la etapa embrionaria tardia los resultados indican que todas las
fioras de LDA_. son positivas para miosina lenta y negativas para la isoforma
rapida de la bomba Ca?" ATPasa del reticulo sarcoplasmico, mientras que la
mayoria de las fibras en Rs son positivas para la isoforma rapida de la bomba
Ca®" ATPasa del reticulo sarcoplasmico (Figura 10). Tal como se ha observado
anteriormente en LDA adulto el anticuerpo anti SVCT2 marca todas las fibras
musculares tipo | asi como algunas escasas fibras lentas en LDPg (Figura 4). A

mayor aumento, en las regiones A y B de la figura 10, se observa en detalle en
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las fibras musculares de LDA. y Rsg la inmunorreactividad excluyente de SVCT2
en fibras lentas con respecto a las rapidas.

A los 7 dias de desarrollo post-natal, la distribucién de SVCT2 es similar a lo
observado en el estadio embrionario tardio (HH45). En este musculo la sefial
inmunorreactiva para SVCT2 presenta una colocalizacion perfecta con miosina
lenta. Por otra parte, respecto a lo observado en LDA| a los 7 dias post-natal, el
musculo LDPgr presenta una menor proporcion de fibras SVCT2-miosina lenta
positivas (Figura 11).

En la etapa adulta el patron de distribucion de SVCT2 se observa restringido a
las fibras lentas. En este sentido las fibras lentas presentes en los masculos LDA.
y LDPgr son positivas para SVCT2. Sin embargo, el misculo LDA, presenta un
predominio de fibras lentas que se correlaciona directamente con la naturaleza
fenotipica del masculo (Figura 12 y Anexo 3).

Con el propésito de evaluar si la distribucion de SVCT2 se mantiene restringida
a fibras lentas independientemente de la localizacién anatomica de los musculos,
se realizaron ensayos de inmunolocalizacion para SVCT2 en el musculo lento
Medial adductor (MA.) y réapido Pectoralis major (PMgr) disecados de la regién
interna de la pierna y region pectoral, respectivamente. Los resultados obtenidos
en MA_ y PMgr concuerdan con lo observado en LDA, y LDPg en relacién a la
distribucién preferencial de SVCT2 en fibras lentas. Por otra parte, los musculos
LDPr y PMgr presentan fibras SVCT2 positivas en menor cantidad y distribuidas
aisladamente (Figura 13). Estos resultados permiten concluir que la definicién de
los musculos lentos en la etapa adulta se correlaciona directamente con la
expresion de SVCT2 por parte de las fibras lentas. Por otro lado, ellos sugieren la
posibilidad de que la definicion del fenotipo lento esté relacionada con la expresién
de SVCT2 y por los niveles de vitamina C que sean internalizadas en estas fibras
musculares.

Debido a que los ensayos inmunohistoquimicos llevados a cabo en muasculos
de aves demuestran una distribucion preferencial de SVCT2 en fibras lentas en
pollos, nosotros evaluamos la distribucion del transportador en una especie que
evolutivamente ha perdido la capacidad de sintetizar vitamina C y por ende la ob-
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Superposicion

Superposicion

Figura 10. SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas oxidativas de pollo
durante la etapa embrionaria tardia.

Andlisis inmunohistoquimico de la localizacion de SVCT2 en criosecciones de
musculos LDA| y LDPg de pollos (HH42). Las criosecciones fueron incubadas con
un anticuerpo primario anti SVCT2 y revelado con un anticuerpo anti IgG de cabra
acoplado a Alexa Fluor 488 (verde) en musculo LDA| y Rsg. Adicionalmente, las
criosecciones fueron incubadas con anticuerpo anti Miosina lenta y revelado con
anticuerpo anti IgG acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo). Imagenes de colocalizacion
SVCT2 y miosina lenta (panel superior derecho). Criosecciones de musculos LDA.
y Rsg de pollos, fueron incubadas con un anticuerpo primario anti Ca** ATPasa
rapida y revelado con anticuerpo anti IgG acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo).
Imagenes de colocalizacibon SVCT2 y SERCAL1 (panel intermedio derecho).
Imagenes A y B secciones magnificadas de superposicion respectivas. Barra 50
pm.
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Superposicion

Superposicién

Figura 11. SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas oxidativas de pollo
durante la etapa post-natal temprana.

Andlisis inmunohistoquimico de la localizacion de SVCT2 en criosecciones
transversales de la musculatura dorsal de pollo a los 7 dias de edad. Las
criosecciones fueron incubadas con un primer anticuerpo primario anti SVCT2 y
revelado con un anticuerpo anti IgG de cabra acoplado a Alexa-Fluor 488 (verde).
Adicionalmente, las criosecciones fueron incubadas con un anticuerpo primario
anti miosina lenta y revelado con anticuerpo anti IgG acoplado a Alexa Fluor 546
(rojo). Barra 1 mm (panel superior). Barra 50 um (panel intermedio e inferior).
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tiene exclusivamente desde la dieta. Para esto realizamos ensayos de
inmunolocalizacion de SVCT2 en criosecciones de musculo esquelético humano
obtenido desde la regién lumbar. Como indicador de la naturaleza fenotipica de las
fibras se utilizaron anticuerpos anti SVCT2 y monoclonales anti miosina lenta y
rapida. Nuestros resultados demuestran la localizacion preferencial de SVCT2 en
fibras lentas de manera similar a lo observado en aves, siendo las fibras SVCT2
positivas para miosina lenta. Por el contrario las fibras positivas a miosina rapida
no co-localizan con SVCT2 (Figura 14). Un aspecto interesante de nuestros
resultados es la localizacién conservada de SVCT2 entre especies, o que sugiere
gue independientemente de la capacidad de sintetizar vitamina C, la expresion de
SVCT2 corresponde a un mecanismo desarrollado por el organismo para regular

los niveles de vitamina C en las fibras musculares.

1.4. Distribucion intracelular de SVCT2 en fibras musculares lentas
oxidativas
Debido a que nuestros ensayos inmunohistoquimicos demostraron que la

expresion de SVCT2 es preferencial en fibras lentas en los distintos musculos
analizados durante la etapa embrionaria tardia y post-natal, nos propusimos
determinar la localizacion intracelular de SVCT2. En primera instancia, y con el
propésito de delimitar las fibras musculares, criosecciones transversales del
musculo LDA fueron co-incubadas con los anticuerpos anti SVCT2 y anti laminina,
una proteina de la lamina basal (Figura 15, panel superior y A). La observacién
detallada de las criosecciones longitudinales mostraron que SVCT2 presenta un
patréon de distribucién estriado transversal dispuesto en toda la extension de la
fibra (Figura 15, panel intermedio y B). Segun nuestros analisis y con el grado de
deteccion con el cual contamos no se pudo determinar la expresion de SVCT2 a
nivel de la membrana plasmética (Figura 15, panel intermedio y B).
Adicionalmente, una evaluacion en los muasculos LDA. y MA_. y los
musculos LDPr y PMg de pollo adulto confirmd la distribucion intracelular bajo el
mismo patron (Figura 16). Considerando los resultados obtenidos por medio de los
ensayos de inmunohistoquimica, asi como los antecedentes estructurales del

transportador y a la organizacién estructural de las fibras, nosotros concluimos que
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Superposicion

Figura 12. SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas oxidativas de pollo
durante la etapa adulta.

Andlisis inmunohistoquimico de la localizacion de SVCT2 en criosecciones
transversales de la musculatura dorsal de pollo adulto. Las criosecciones fueron
incubadas con un anticuerpo primario anti SVCT2 y revelado con un anticuerpo
anti IgG de cabra acoplado a Alexa Fluor 488 (verde). Adicionalmente, las
criosecciones fueron incubadas con anticuerpo primario anti miosina lenta y
revelado con anticuerpo anti IgG acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo) y ToPro3
(azul). Barra 1mm (panel superior). Barra 200 um (panel intermedio e inferior).
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Figura 13. SVCT2 se distribuye a nivel de las fibras musculares lentas
oxidativas en distintos musculos esqueléticos de pollo adulto.

Andlisis inmunohistoquimico de la localizacion de SVCT2 en criosecciones de
musculos lentos LDA, y MA_ y rapidos LDPr y PMgr de pollos de adultos. Las
criosecciones fueron incubadas con un anticuerpo primario anti SVCT2 y revelado
con un anticuerpo anti IgG de cabra acoplado a Alexa Fluor 488 (verde) (panel
izquierdo). Adicionalmente, las criosecciones fueron incubadas con anticuerpo anti
Miosina lenta y revelado con anticuerpo anti IgG acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo)
(panel central). Cortes seriados de las mismas criosecciones anteriores, fueron
incubadas con un primer anti Ca®* ATPasa rapida revelado con anticuerpo anti IgG
acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo) (panel derecho). Barra 100 um.
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Figura 14. La expresion de SVCT2 estéd restringida a fibras lentas oxidativas
en el musculo esquelético humano.

Andlisis inmunohistoquimico de la localizacion de SVCT2 en criosecciones de
musculos dorso-lumbar de humano. Las criosecciones fueron incubadas con un
anticuerpo primario anti SVCT2, revelado con un anticuerpo anti IgG de cabra
acoplado a Alexa Fluor 488 (verde) (panel izquierdo). Adicionalmente, las
criosecciones fueron incubadas con anticuerpo primario anti miosina lenta o rapida
y revelado con anticuerpo anti IgG acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo) (panel
central). Imagenes de co-localizaciéon entre SVCT2 y miosina (panel derecho).
Barra 100 pm.
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SVCT2 deberia localizarse en algin subdominio interno de membrana. Estas
observaciones y antecedentes previos dan paso a los siguientes cuestionamientos
con respecto a SVCT2 ¢Cual es la localizacion subcelular del transportador
SVCT2 en las fibras lentas oxidativas? ¢ Cual o cuales son las implicancias de su
localizacién subcelular en la fisiologia muscular? Para responder a estas
interrogantes, nosotros proponemos “estudiar la localizacién subcelular de SVCT2
en musculo esquelético de pollo adulto”.

2. Patron de distribucion intracelular del co-transportador sodio
ascorbato SVCT2 en fibras musculares lentas oxidativas

2.1. Localizacion subcelular de SVCT2 en fibras musculares lentas
oxidativas

Los resultados obtenidos en nuestro primer objetivo han permitido
determinar la expresion de SVCT2 en musculos lentos y una distribucion
preferencial en fibras musculares lentas oxidativas en un patron estriado
transversal.

Los antecedentes estructurales descritos para este transportador
consideran la existencia de 12 dominios transmembrana y loops dispuestos hacia
ambas caras de la membrana plasmatica, otorgdndole al SVCT2 una
conformacién propicia para establecerse en dominios de membrana tal como se
ha indicado en células nerviosas. Las fibras musculares presentan una
organizacion muy estructurada de sus dominios internos de membrana, por lo que
la ubicacion del SVCT2 en estas regiones podria explicar su rol en la
disponibilidad de vitamina C en las fibras y como esta podria regular la definicion
del fenotipo muscular.

Como se observa en la figuras 17 y 18, SVCT2 se distribuye
intracelularmente en un patron estriado transversal. Aun cuando el patrén de
distribucion presentd un aspecto regular, no se observé co-localizacién de SVCT2
con proteinas estructurales del sarcomero como titina (marcador de linea I) (Figura
16, panel superior), miosina lenta (marcador de banda A) (Figura 17, panel

intermedio) y desmina (marcador de linea Z) (Figura 17, panel inferior). Sin embar-
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Figura 15. SVCT2 se distribuye intracelularmente bajo un patron estriado
transversal en fibras musculares lentas oxidativas de pollo adulto.

Andlisis inmunohistoquimico de la localizacion de SVCT2 en criosecciones de
musculos LDA_ pollos de adultos. Las criosecciones, fueron incubadas con un
anticuerpo primario anti SVCT2, revelado con un anticuerpo anti IgG de cabra
acoplado a Alexa Fluor 488 (verde). Adicionalmente, las criosecciones fueron
incubadas con anticuerpo primario anti laminina y revelado con anticuerpo anti IgG
acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo) Superposicién de imagenes SVCT2 y laminina
(rojo-verde) (panel superior e intermedio). Barra 50 um. Las imagenes A y B
corresponden a regiones magnificadas de cortes transversales y longitudinales
respectivamente. Barra 15 pum.
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Figura 16. El patron estriado transversal de SVCT2 se distribuye de forma
similar en distintos musculos esqueléticos de pollo.

Andlisis inmunohistoquimico de la localizacion de SVCT2 en criosecciones de
musculos lentos LDA, y MA_ y rapidos LDPr y PMgr de pollos de adultos. Las
criosecciones fueron incubadas con un anticuerpo primario anti SVCT2 y revelado
con un anticuerpo anti IgG de cabra acoplado a Alexa Fluor 488 (verde). Panel
inferior corresponde a la region delimitada en LDA,. Barra 100 pm.
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go, titina y desmina definieron regiones en el interior de la fibra en donde no se
detect6 sefial pero en las que si fue detectado SVCT2. Por otra parte, en la region
central de la sefial inmunorreactiva para miosina lenta fue localizado SVCT2
(Figura 17, panel intermedio). Un fendmeno similar de exclusion de co-localizacién
fue observado entre SVCT2 y proteina C lenta (Figura 18, panel superior). Un
hallazgo interesante fue un alto grado de relacion topografica entre SVCT2 y
Miomesina (proteina estructural del sarcémero localizada a nivel de la linea M)
(Figura 18, panel intermedio) y una parcial co-localizacion de SVCT2 y el receptor
de rianodina (marcador de cisternas terminales del reticulo sarcoplasmico) (Figura
18, panel inferior).

Considerando la organizacién del sarcomero y las membranas internas
asociadas, nuestros resultados nos permiten sugerir que SVCT2 se localiza a nivel
de regiones internas de membrana presumiblemente a nivel del reticulo
sarcopldsmico en cercania topografica con la linea M.
Con la finalidad de evaluar el grado de co-localizacion entre SVCT2 y proteina C
lenta, el receptor de rianodina y miomesina, regiones definidas entre 9 a 11 um de
longitud, obtenidas a partir de criosecciones longitudinales de fibras lentas fueron
sometidas a un andlisis de intensidades de fluorescencia. La fluorescencia de la
region fue separada en los canales de fluorescencia respectivos y sus espectros
fueron graficados superponiendo las sefales (Figura 18). Los resultados obtenidos
muestran que la intensidad y la distancia aproximada de las sefiales entre SVCT2
y miomesina son similares, indicando que estas sefiales presentan un alto grado
de co-localizacion debido al solapamiento de los picos de fluorescencia (Figura
19). En el caso del grado de co-localizacion entre SVCT2 y proteina C lenta o
entre SVCT2 y el receptor de rianodina, si bien los resultados muestran una
parcial sobreposicién de las sefales, los picos de fluorescencia de SVCT2 estan
dispuestos centralmente en relacion a la sefales para proteina C lenta y el
receptor de rianodina (Figura 19).

Considerando, que SVCT2 se expresa en humanos de forma similar a lo

observado en aves, nosotros procedimos a evaluar su localizacién intracelular a
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Triada «— RSL — RSU

Figura 17. Comparacion de la localizacion de SVCT2 respecto a titina,
miomesinay desmina en fibras musculares lentas.

Andlisis inmunohistoquimico de la localizacion de SVCT2 en criosecciones
longitudinales de musculos lento LDA. de adultos. Las criosecciones fueron
incubadas con un anticuerpo primario anti SVCT2 y revelado con un anticuerpo
anti 1IgG de cabra acoplado a Alexa Fluor 488 (verde). Paralelamente fueron
incubadas con anticuerpos primarios anti titina, anti miosina lenta y anti desmina y
posteriormente revelados con un anticuerpo anti IgG acoplado a Alexa Fluor 546
(rojo). Imagenes de co-localizacion. Barra 5 um. Panel derecho. Representacion
esquematica de la localizacion subcelular del SVCT2 en las fibras musculares
lentas oxidativas de pollo. Reticulo sarcoplasmico longitudinal (RSL), Reticulo
sarcopldsmico de unién (RSU), Triada (tubulo T, azul;, Cisternas terminales,
celeste).
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Triada <«—— RSL — RSU

Figura 18. Comparacion de la localizacion de SVCT2 respecto a proteina C
lenta, miomesina y RyR en fibras musculares lentas.

Andlisis inmunohistoquimico de la localizacion de SVCT2 en criosecciones
longitudinales de musculos lento LDA. de adultos. Las criosecciones fueron
incubadas con un anticuerpo primario anti SVCT2 y revelado con un anticuerpo
anti 1IgG de cabra acoplado a Alexa Fluor 488 (verde). Paralelamente fueron
incubadas con anticuerpos primarios anti proteina C lenta, anti miomesina y anti
RyR y posteriormente revelados con un anticuerpo anti IgG acoplado a Alexa
Fluor 546 (rojo). Imagenes de co-localizacién. Barra 5 um. Panel derecho.
Representacion esquematica de la localizacion subcelular del SVCT2 en las fibras
musculares lentas oxidativas de pollo. Reticulo sarcoplasmico longitudinal (RSL),
Reticulo sarcoplasmico de unién (RSU), Triada (tubulo T, azul; Cisternas
terminales, celeste).



73

través de ensayos de inmunohistoquimica. Criosecciones longitudinales de
musculos lumbares humanos, fueron co-incubadas con el anticuerpo anti SVCT2
junto con los anticuerpos monoclonales anti receptor de rianodina y anti
miomesina (Figura 20A). Los resultados observados indican que SVCT2 co-
localiza con miomesina de forma similar a lo observado en aves y co-localiza
parcialmente con el receptor de rianodina (Figura 20A). Con la finalidad de definir
el grado relacién topografica entre SVCT2 y miomesina se analizaron sus
intensidades de fluorescencia. Como se observa en la figura 20B, la sefales de
SVCT2 y miomesina se presentaron al mismo nivel respecto al sarcémero debido
al alto grado de superposicion de sus picos de fluorescencia. Por lo tanto, nosotros
concluimos que la distribucién intracelular de SVCT2 en fibras musculares es
conservada entre especies.

Si bien SVCT2 presenté un alto grado de relacion topogréfica con un
marcador estructural del sarcomero como miomesina, la relacion con el recepetor
de rianodina y sus antecedentes conformacionales nos hacen sugerir que este
transportador se localiza en un subdominio de membrana interno en las fibras
musculares, que corresponde al reticulo sarcoplasmico. Diversos estudios han
demostrado que centrifugaciones sucesivas de homogenizados de musculos
esqueléticos en conjunto con el tratamiento de tampones a diferentes
concentraciones ionicas y la utilizacion de detergentes permiten recuperar
dominios de membranas internas enriquecidas en proteinas como el receptor de
rianodina, la bomba Ca®* ATPasa del reticulo sarcoplasmico y el receptor de
dihidropiridina. Con el propésito de definir la localizacion de SVCT2 en regiones
internas de membrana en las fibras musculares, los masculos LDA. y MA_ fueron
disecados y homogenizados obteniéndose un extracto total (ET). Posteriormente
este extracto fue centrifugado a baja velocidad para separar los mionucleos de un
sobrenadante (S). El sobrenadante obtenido se centrifugd a alta velocidad
obteniendo un sobrenadante (S1) enriquecido en proteinas citosolicas
(sarcoplasmicas) y un pellet de microsomas pesados (MP), las que corresponden
a estructuras selladas de membrana formadas artificialmente por el

fraccionamiento, en las cuales es posible determinar la expresion de proteinas de
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Figura 19. El andlisis de microscopia confocal demuestra que SVCT2 se
localiza en dominios de membrana intracelular.

Criosecciones longitudinales de musculos lento LDA, de adultos fueron co-
incubadas con anticuerpos primarios anti SVCT2 y anti Proteina C lenta (panel
superior), anti SVCT2 y anti RyR (panel central) y anti SVCT2 y anti miomesina
(panel inferior) y revelados con un anticuerpo anti IgG de cabra acoplado a Alexa
Fluor 488 (verde) y un anticuerpo anti IgG acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo).
Graficos comparativos de picos de intensidades de fluorescencia para SVCT2,
proteina C lenta, RyR y miomesina por canal (unidades ADC, arbitrary density
channel) en cada imagen de colocalizacién por seccién analizada.
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Figura 20. SVCT2 se localiza dominios internos de membrana en las fibras
musculares lentas de humanos.

A. Criosecciones longitudinales de musculos dorso-lumbar de humano, fueron co-
incubadas con un anticuerpo primario anti SVCT2 y anti RyR (panel superior) y
anti SVCT2 y anti Miomesina (panel inferior) revelado con un anticuerpo anti IgG
de cabra acoplado a Alexa-Fluor 488 (verde) y anti IgG acoplado a Alexa Fluor
546 (rojo). B. Andlisis de fluorescencia por sefial para SVCT2 y miomesina (panel
izquierdo). Gréfico comparativo de picos de intensidades de fluorescencia por
SVCT2 y Miomesina (unidades ADC, arbitrary density channel) (panel derecho).
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membrana. Considerando las propiedades fisico-quimicas que determinan la
asociacion de las proteinas a las membranas bioldgicas, la fraccién de
microsomas pesados fue sometida a dos protocolos de subfraccionamiento. En el
primero se aplicaron concentraciones crecientes de NaCl, lo que permite la
disociacion de las interacciones existentes entre las distintas proteinas de
membrana y del sarcoplasma con proteinas estructurales del sarcomero, seguido
de la utilizacion del detergente no iénico Triton X-100 utilizado para solubilizar las
proteinas asociadas a las membranas obtenidas desde estos microsomas
(fraccionamiento fuerza ibnica-detergente). En el segundo protocolo los MP fueron
tratados inicialmente con Tritdn X-100 para solubilizar las proteinas asociadas a
las membranas y luego fueron aplicadas concentraciones crecientes de NaCl que
permiten la disociacion de las interacciones entre las distintas proteinas
(fraccionamiento detergente-fuerza ionica). Asi, el MP fue resuspendido en un
tampon con alta concentracion de NaCl (500 mM) y nuevamente centrifugado a
alta velocidad, obteniéndose un sobrenadante (S2) y un pellet (P3). Finalmente, el
P3 fue resuspendido en un tampon con 500 mM NaCl y 0,5% Tritdbn x-100,
obteniendo el sobrenadante (S3) y el pellet (P4) de proteinas insolubles como
parte del fraccionamiento fuerza iénica-detergente. Paralelamente, los MP fueron
resuspendidos con un tampdén 100 mM NaCl y 0,5% Triton X-100, obteniendo S2 y
P3, para finalmente resuspender al P3 con un tampén con 500 mM NacCl y 0,5%
Triton X-100, como parte del fraccionamiento detergente-fuerza i6nica. Como
control de carga 30 ug de los extractos de proteinas totales de LDA, y fracciones
ET, S y MP fueron separadas en gel de acrilamida-bisacrilamida 9% p/v y
posteriormente tefiidas con Azul de Coomassie. En los extractos LDA,, ETy S se
observé un patrén similar de migracién electroforética de sus proteinas, salvo una
banda reconocible de una masa molecular superior a 170 KDa observada en ET
(Figura 21A). A diferencia de lo observado en los extractos anteriores, en MP se
observé un notorio enriquecimiento de sus proteinas con masas moleculares entre
los 43 a 55 KDa, 95 KDa y superior a 170 KDa (Figura 21A). Para la identificacion
de SVCT2 en estas fracciones, fueron realizados ensayos de Western blot. Las
fracciones fueron separadas en geles de acrilamida-bisacrilamida 9% p/v para lue-
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Figura 21. SVCT2 segrega en microsomas pesados obtenidos de fibras
musculares esqueléticas de pollo adulto.

A. Patron de migracién electroforética de proteinas de extracto total de LDA, y
LDAL. mas MA_ (ET) y las fracciones de sobrenadante inicial (S) y microsomas
pesados (MP) en gel tefiido con Azul de Coomassie. Las flechas indican las
masas relativas correspondientes al patrébn de migracion electroforética. B.
Andlisis de expresion de SVCT2 por Western blot en proteinas de extracto total de
LDA. y LDA. mas MA_ (ET) y las fracciones de sobrenadante inicial (S) vy
microsomas pesados (MP) (30 ug). Las flechas a la izquierda indican la masa
molecular de las proteinas detectadas. C. Comparaciéon del enriquecimiento de
SVCT2 en extractos totales de LDA_ y la fraccion MP. p< 0,05 (n=3).
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go ser transferidas a membrana PVDF y finalmente incubadas con el anticuerpo
anti SVCT2 (Figura 20B). En los extractos de proteina total de LDA se detectaron
3 bandas inmunorreactivas de 65, 95 y 180 KDa de forma similar a lo observado
anteriormente (Figura 3). Por otra parte, en ET proveniente de una mezcla de los
musculos LDA_. y MA_ se detectaron bandas de 65 y 180 KDa. En MP se
detectaron 2 bandas inmunorreactivas para SVCT2 de 65 y 95 KDa. A diferencia
de lo observado en los extractos y fracciones anteriormente descritas, no se
detecté inmunorreactividad para SVCT2 en la fraccion S (Figura 21B). De forma
interesante, al realizar un analisis comparativo de las intensidades de
inmunorreactividad para la banda de 95 KDa, se observé que a medida que el
extracto inicial es fraccionado se produce un enriquecimiento del transportador en
alrededor de 15 veces en la fraccion de los microsomas pesados con respecto a
los extractos de proteina total de LDA, (Figura 21C). Nuestros resultados sugieren
gue como resultado del fraccionamiento subcelular se produce una separacion y
enriquecimiento de las membranas internas de las fibras musculares en donde se
encuentra localizado mayoritariamente el SVCT2.

Para determinar la composicion de las fracciones de membranas obtenidas
y la localizacibn de SVCT2, se realizaron ensayos de Western blot en las
fracciones derivadas de la aplicacion de fuerza ionica y posteriormente detergente
con anticuerpos monoclonales contra una proteina estructural, asi como para las
asociadas a membrana. Como control de carga 30 ug de proteinas totales del
musculo LDA, y de las fracciones ET, S, MP, S1, S2, P3, S3 y P4, solubilizadas
en el tampo6n A (100 mM NacCl), tampéon B (500 mM NacCl) y tampén C (500 mM
NacCl y triton X-100 0,5%) fueron cargadas y separadas en un gel de acrilamida-
bisacrilamida al 9% p/v el que fue tefiido con Azul de Coomassie (Figura 22A).
Nuestros resultados muestran que en la fraccion S2, al igual que MP existe un
enriguecimiento de una banda de masa molecular de 95 KDa. Adicionalmente en
las muestras S2 y sus derivadas P3, S3 y P4 fue observada una pérdida de
bandas de masas moleculares entre 55 y 72 KDa (Figura 22A).

El analisis de expresion de expresion de SVCT2 y de las otras proteinas
musculares fue realizado por ensayos de Western blot. Extractos de proteinas to-
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tales del musculo LDA. como de las fracciones subcelulares fueron cargadas y
separadas en un gel de acrilamida-bisacrilamida 9% p/v para luego ser
transferidas a membrana de PVDF e incubadas con los anticuerpos anti
miomesina, subunidad a1 del receptor de dihidropiridina (DHPRa1), isoforma lenta
de la bomba Ca?" ATPasa del reticulo sarcoplasmico (SERCA 2), SVCT2, bomba
Na’K" ATPasa y B-actina. Como se observa en la figura 22B, el SVCT2 se localiza
en las fracciones MP y S2 como una banda inmunorreactiva de 95 KDa. Por otra
parte, las proteinas de membrana como el receptor de dihidropiridina, isoforma
lenta de la bomba Ca** ATPasa del reticulo sarcoplasmico y bomba Na'K*
ATPasa, se localizan mayoritariamente en las fracciones MP, S2, P3 y S3 con
bandas inmunorreactivas Unicas de 170, 110 y 92 KDa, respectivamente. Estos
resultados permiten determinar que SVCT2 segrega en conjunto a estas proteinas
de membrana. Particularmente, el enriquecimiento de SVCT2 se correlaciona
directamente con el de la isoforma lenta de la bomba Ca* ATPasa del reticulo
sarcoplasmico, la que se localiza subcelularmente a nivel del reticulo
sarcoplasmico. Por otra parte, miomesina y p-actina se localizan mayoritariamente
en la fraccién P4 como lo indican sus bandas inmunorreactivas de 185 y 43 KDa,
respectivamente, lo que sugiere que estas proteinas estructurales se comportan
como proteinas insolubles recuperadas en la fraccién P4.

Para permitir la solubilizacion de SVCT2 y proteinas asociadas a membrana
el MP fue sometido al tratamiento inicial con Tritbn x-100, seguido de un
incremento de la fuerza i6nica mediante del aumento en la concentracion de NacCl
de 100 a 500 mM. Como control del fraccionamiento, 30 pg de proteinas totales
fueron cargadas y separadas en un gel de acrilamida-bisacrilamida al 9% p/v.
Posteriormente el gel fue tefiido con Azul de Coomassie (Figura 23A, panel
superior). Segun se observa en la figura 23 (panel superior) producto del
fraccionamiento se produce en enriquecimiento de proteinas con masas
moleculares de 95 KDa y una pérdida parcial de proteinas con masas moleculares
entre 34 a 43 KDa en MP con respecto al extracto total de LDA,, ET y S. Asi
mismo, en las fracciones P3, S3 y P4 se observo enriquecimiento de proteinas con
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Figura 22. Enriguecimiento de SVCT2 y proteinas musculares en fracciones
de membranas tratadas con fuerza idnicay detergente.

A. Patron de migracién electroforética de fracciones de membrana de musculo
esquelético de pollo obtenidas por tratamiento con fuerza iénica y detergente
teflidas con Azul de Coomassie. B. Analisis de expresion de proteinas por
Western blot utilizando anticuerpos primarios anti miomesina, DHPRa1, SERCAZ2,
SVCT2, Na'K* ATPasa y B-actina y revelados con anticuerpos IgG conjugados
con peroxidasa de rdbano (HRP). Proteinas de extracto total de LDA y fracciones;
extracto total (ET), sobrenadante inicial (S) y microsomas pesados (MP),
sobrenadante 1 (S1), sobrenadante 2 (S2), pellet 3 (P3), sobrenadante 3 (S3) y
pellet 4 (P4). Las flechas indican las masas relativas correspondientes al patrén de
migracion electroforética. (n=3).
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una masa molecular de 95 KDa. Como se observa en ambos protocolos de
fraccionamiento, la aplicacién de detergente y concentraciones crecientes de sales
permite generar un enriquecimiento de distintas proteinas de masas moleculares
especificas en cada una de las fracciones.

La localizacion de SVCT2 y las restantes proteinas utilizando el segundo
protocolo de fraccionamiento fue resuelta por ensayos de Western blot. Para ello,
extractos de proteinas totales y de las fracciones fueron cargadas y separadas en
un gel de acrilamida-bisacrilamida al 9% p/v para luego ser transferidas a
membrana PVDF e incubadas con anticuerpos anti SVCT2, miomesina, subunidad
a1 del receptor de dihidropiridina, isoforma lenta de la bomba Ca** ATPasa del
reticulo sarcoplasmico, bomba Na*’K* ATPasa y B-actina (Figura 23B). SVCT2 (95
KDa) fue localizado mayoritariamente en las fracciones MP, P3 y S3. Las
proteinas de membrana como la subunidad a1 del receptor de dihidropiridina (170
KDa), isoforma lenta de la bomba Ca®** ATPasa del reticulo sarcoplasmico (110
KDa) y bomba Na’K* ATPasa (92 KDa), fueron localizadas principalmente en las
fracciones MP y S2. Por otra parte, a diferencia de lo observado en el
fraccionamiento anterior, SVCT2 fue localizado en la fraccion P3. Sin embargo,
nuestros resultados muestran que SVCT2 no segrega de igual manera que
isoforma lenta de la bomba Ca?* ATPasa del reticulo sarcoplasmico en las
fracciones S2, P3y S3 (Figura 23B).

Con respecto a las proteinas estructurales como miomesina (185 KDa) y B-
actina (43 KDa) estas fueron localizadas mayoritariamente en la fraccion insoluble
P4 (Figura 23B).

En base a nuestros resultados, nosotros podemos concluir que el
tratamiento con una elevada concentracién de NaCl permite solubilizar al SVCT2
contenido en las fracciones de membrana.

Para corroborar la especificidad del anticuerpo primario anti SVCT2 por la
banda de 95 KDa, se realizaron ensayos de Western blot con extractos de
proteinas totales de LDA, asi como de las fracciones MP y S2, las que fueron
separadas en un gel de acrilamida-bisacrilamida al 9% p/v y posteriormente
transferidas a una membrana PVDF. La neutralizacion del anticuerpo anti SVCT2
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Figura 23. Enriguecimiento de SVCT2 y proteinas musculares en fracciones
de membranas tratadas con detergente y fuerza iénica.

A. Patron de migracién electroforética de fracciones de membrana de musculo
esquelético de pollo obtenidas por tratamiento con detergente y fuerza idnica
teflidas con Azul de Coomassie. B. Analisis de expresion de proteinas por
Western blot utilizando anticuerpos primarios anti miomesina, DHPRa1, SERCAZ2,
SVCT2, Na'K* ATPasa y B-actina y revelados con anticuerpos IgG conjugados
con peroxidasa de rdbano (HRP). Proteinas de extracto total de LDA y fracciones;
extracto total (ET), sobrenadante inicial (S) y microsomas pesados (MP),
sobrenadante 1 (S1), sobrenadante 2 (S2), pellet 3 (P3), sobrenadante 3 (S3) y
pellet 4 (P4). Las flechas indican las masas relativas correspondientes al patrén de
migracion electroforética. (n=3).
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Figura 24. La deteccién de SVCT2 es blogueada especificamente por su
péptido inhibitorio.

A. Expresion de SVCT2 en extracto total de LDA, y fracciones; extracto total (ET),
sobrenadante inicial (S) y microsomas pesados (MP), sobrenadante 1 (S1),
sobrenadante 2 (S2), pellet 3 (P3), sobrenadante 3 (S3) y pellet 4 (P4) (Panel
superior). Comparacion en la expresion de SVCT2 en extractos LDA, MP y S2
obtenidas a partir de protocolo fuerza idnica-detergente, en ausencia y presencia
de péptido inhibidor (panel inferior). B. Expresion de SVCT2 en LDA(, ET, S, MP,
S1, S2, P3, S3 y P4 (panel superior). Comparacion en la expresion de SVCT2 en
extractos LDA_, MP y S2 obtenidas a partir de protocolo detergente-fuerza ionica,
en ausencia y presencia de péptido inhibidor (panel inferior). Las flechas indican
las masas relativas correspondientes al patron de migracion electroforética.
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fue realizada por una pre-incubacion con un péptido inhibidor (PI) especifico para
SVCT2 (Figura 24A y B). Como control se realizaron ensayos de Western blot en
la totalidad de las fracciones con el anticuerpo anti SVCT2 en ausencia de PI. Los
resultados observados en la figura 23, indican que en ambos ensayos el péptido
inhibidor bloqued al anticuerpo anti SVCT2 apoyando la idea que la banda
inmunorreactiva de 95 KDa corresponde efectivamente a SVCT2.

2.2. Localizacién subcelular de SVCT2 en miotubos de pollo

Considerando que la expresion de SVCT2 se restringe preferencialmente a
fibras musculares lentas oxidativas in vivo y que la expresion a nivel de transcrito y
proteina ha sido determinada recientemente por Low y col. (2010) in vitro en
miotubos de pollos, nosotros propusimos evaluar la expresion y localizaciéon
subcelular de SVCT2 durante la miogénesis in vitro. Para esto fueron realizados
ensayos de inmunohistoquimica y Western blot a partir de cultivo de miotubos,
obtenidos desde mioblastos embrionarios de pollo (HH 37) los cuales fueron
mantenidos en medio de crecimiento y posteriormente incubados en medio de
diferenciaciéon por 4 dias. Para los ensayos de inmunohistoquimica, los miotubos
de pollo fueron fijados en metanol frio por 10 minutos e incubados con los
anticuerpos anti SVCT2, titina, proteina C rapida y miomesina. Como se observa
en la figura 25, SVCT2 presenta un patron de distribucion estriado transversal y
co-localiza con miomesina. Por el contrario SVCT2 no co-localiza con titina y
proteina C rapida, presentando un comportamiento similar a lo observado in vivo.

Con la finalidad de evaluar la localizacién de distintas proteinas musculares,
incluida SVCT2, durante la etapa de estructuracién de las fibras musculares,
fueron realizados ensayos de Western blot a partir de mioblastos de pollos
aislados y diferenciados a miotubos. Al dia 4 de incubacion en medio de
diferenciaciéon los miotubos fueron lisados y extraidas sus proteinas citosélicas y
de membrana. Los extractos de proteinas citosélicas y de membrana fueron
cargados y separados en geles de acrilamida-bisacrilamida al 10% p/v.
Posteriormente fueron transferidas a membrana de PVDF e incubadas con los
anticuerpos anti miomesina, bomba Na'K* ATPasa, proteina C rapida y SVCT2.
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in vitro in vivo

Superposicion

Figura 25. SVCT2 se expresa en cultivos primarios de miotubos de pollo y
se distribuye intracelularmente en forma similar a lo observado in vivo.

A. Cultivos primarios de pollo al dia 4 de diferenciacién fueron co-incubadas con
anticuerpos primarios anti SVCT2 y anti titina (panel superior), anti SVCT2 y anti
proteina C r4pida (panel central) y anti SVCT2 y miomesina (panel inferior) y
relevelados con anticuerpos anti IgG conjugado con Alexa Fluor 488 (verde) y
Alexa Fluor 546 (rojo). Regiones delimitadas con lineas punteadas corresponden a
las zonas magnificadas segun corresponda. Barra 20 um. B. Criosecciones
longitudinales de musculo LDA, incubadas con anticuerpo primario anti SVCT2 y
anti titina (panel superior), anti SVCT2 y anti proteina C rapida (panel central) y
anti SVCT2 y miomesina (panel inferior). Magnificacion de regiones de fibras
musculares lentas co-incubadas con los anticuerpos primarios anti SVCT2, anti
proteina C lenta, anti miomesina y anti titina y relevelados con anticuerpos anti IgG
conjugado con Alexa Fluor 488 (verde) y Alexa Fluor 546 (rojo). Barra 10 um.
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Miomesina fue detectada en la fracciéon TX-KCI como una banda inmunorreactiva
de una masa molecular aproximada de 185 KDa (Figura 26A). La bomba Na'K*
ATPasa fue detectada en los extractos TX y TX-KCIl como un banda de 92 KDa
(Figura 26B). La isoforma rapida de la proteina C fue identificada enel extracto
PBS como una banda inmunorreactiva de 140 KDa (Figura 26C). SVCT2 fue
localizado en el extracto TX mayoritariamente como una banda de 95 KDa y en
menor proporcion como una banda inmunorreactiva de 65 KDa (Figura 26D).
Bandas inmunorreactivas inespecificas para miomesina, bomba Na’K* ATPasa y
proteina C rapida de aproximadamente 55 KDa fueron observadas en los ensayos
de Western blot.

En su conjunto, las aproximaciones experimentales conducentes a
determinar la localizacion subcelular de SVCT2 sugieren que el transportador se
ubica a nivel del reticulo sarcoplasmico durante la miogénesis embrionaria y en la
etapa adulta.

Se ha propuesto por numerosos estudios que la expresion génica que
define el fenotipo lento de las fibras musculares depende de la activacion de vias
de transduccion sefiales especificas mediadas por calcio. Una forma controlada
gue permite la activacion de genes especificos del fenotipo lento en condiciones in
vitro, ha sido llevado a cabo con patrones de estimulacién eléctrica de baja
frecuencia (patron lento). En este contexto, nosotros proponemos que la aplicacion
de pulsos eléctricos de baja frecuencia en fibras répidas incrementaré la expresion
de SVCT2 resultando en la induccién de plasticidad muscular desde el fenotipo
rapido al lento. Permitiendo de esta manera “evaluar los niveles de expresion de

SVCT2 in vitro en condiciones de induccién y/o mantencion del fenotipo lento”

3. Regulacion de la expresion de SVCT2 en fibras aisladas y miotubos
de raton.

Se ha demostrado que las fibras musculares lentas al ser depolarizadas se
contraen lentamente como resultado de una menor actividad mATPasa. Por otro
lado, se ha reportado la existencia de distintas ondas de liberacion de calcio desde
el reticulo sarcoplasmico, siendo las de propagacion lenta las necesarias para la

activacion de vias de sefalizacion conducentes a regular la expresion génica que
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Figura 26. SVCT2 se expresa en miotubos de pollo y co-distribuye con Na'K*
ATPasa a nivel de la fraccidn enriquecida en proteinas de membrana.

Andlisis de expresion por Western blot de extractos enriquecidos en proteinas
citosdlicas y de membrana obtenidas a partir de miotubos de pollo al dia 4 de
diferenciacion. A. Expresion de miomesina (10 pg). B. Expresién de Na'K*
ATPasa subcelulares (10 pg). C. Expresién de proteina C rapida (10 pg). D.
Expresion de SVCT2 (30 pug). Las flechas indican las masas relativas
correspondientes al patron de migracion electroforética. (n=3).
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definen el fenotipo en las fibras musculares. En este contexto, nosotros
proponemos que la aplicacion de estimulacién eléctrica en pulsos de baja

frecuencia induciré la expresion de SVCT2 en fibras rapidas.

3.1. La depolarizacion de membrana inducida por
electroestimulacion aumenta la expresion de SVCT2 en fibras
aisladas y miotubos de raton

Para evaluar el comportamiento de SVCT2 en células musculares, a nivel
de ARNmM en respuesta a una depolarizacibn de membrana independiente de
potasio, se realizaron ensayos de estimulacion eléctrica en fibras aisladas y
miotubos de ratdn. Fibras musculares de ratones adultos BALB/c fueron aisladas
del musculo rapido Flexor digitalis brevis (FDB) y mantenidas en cultivo.
Posteriormente las fibras fueron estimuladas con un patron lento de 20 Hz de
frecuencia y extraido el RNA a distintos tiempos para realizar ensayos de qPCR
utilizando partidores especificos para SVCT2 de ratén (Tabla 5). Como se
muestra en la figura 27A, los niveles de transcrito de SVCT2 aumentan
progresivamente en las fibras estimuladas. La cuantificacion de los niveles de los
productos de SVCT2 obtenidos, respecto a los niveles de [-actina, muestran un
aumento desde un 56% a las 2 hrs hasta un 80% a las 4 hrs post-estimulacion
(n=3). Como control fue amplificado SVCT2 y normalizado en relacion a B-actina
en fibras aisladas que no fueron sometidas a estimulacion eléctrica.

Con el propésito de establecer una correlacion entre los niveles de ARNm
de SVCT2 y un gen que responde a un patrén de estimulacion lenta fueron
realizados ensayos de gPCR para Troponina | lenta (Tnls). Como control fue
amplificado Tnls en fibras aisladas que no fueron sometidas a estimulacion
eléctrica. Como se observa en la figura 27B, la estimulacién con pulsos a 20 Hz de
frecuencia incrementa progresivamente los niveles de transcrito para este gen,
observandose un aumento del 39% a las 4 hrs 'y de un 51% a las 8 hrs respecto al
control. No se observaron modificaciones en los niveles de transcrito a las 2 hrs

post-estimulaciéon (n=3).
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Figura 27. La expresion de SVCT2 es incrementada por la depolarizacion de
membrana inducida por electroestimulacién en fibras aisladas de ratén.

A. Analisis de expresion del ARNm para SVCT2 por gPCR en fibras aisladas del
musculo FDB de ratén adulto. Se extrajo RNA total de las fibras a las 2, 4, 8 hrs
post-estimulacion eléctrica (20 Hz de frecuencia), los cuales fueron transcritos a
ADNCc con transcriptasa reversa. Como control se amplificd actina de (B-actina de
raton. B. Analisis de expresion de Troponina | lenta (Tnls) a las 2, 4 y 8 post-
estimulacion. Como control se amplificd B-actina de ratébn. Como control interno
experimental se utiliz6 RNA total obtenido de fibras FDB sin estimular. El andlisis
de expresién representa los valores de SVCT2 y Tnls normalizados con respecto a
B-actina. (n=3).
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Para correlacionar el efecto de la depolarizacibn de membrana en un
sistema muscular inmaduro y de esta manera evaluar el potencial rol de la
inervacién sobre la expresiéon de SVCT2 durante la miogénesis, se procedid a
evaluar por ensayos de qPCR la expresién del transportador en miotubos de ratén
(Figura 28). EIl ARN de miotubos estimulados con patrones de 10 y 50 Hz fue
extraido a las 2, 4 y 8 hrs post-estimulacién. Los niveles de ARNm para SVCT2
aumentaron progresivamente en ambas condiciones a partir de las 2 hrs post-
estimulacion en 25% y 8% respectivamente. A las 4 hrs post-estimulacion bajo un
patron de estimulacién de 10 Hz los niveles de transcrito aumentaron a un 44%
(Figura 28B). Por otro lado, la aplicacién de 50 Hz elevo los niveles de transcrito a
un 60% (Figura 28C). Los niveles de expresion para SVCT2 a las 8 hrs post-
estimulacion fueron de 37% y 76% bajo patrones de estimulacion de 10 y 50 Hz
respectivamente. Como control fue amplificado SVCT2 a partir de ARN de
miotubos de raton no estimulados eléctricamente. Los niveles de expresion fueron
determinados en relacion a los niveles de [-actina (n=3). En su conjunto, los
resultados obtenidos en fibras musculares adultas y miotubos de ratén sugieren
que la estimulacion eléctrica induce un aumento en la expresion de SVCT2.

3.2. La depolarizacion de membrana inducida por
electroestimulacién altera la distribucién de SVCT2 en fibras
aisladas de raton.

En el tejido muscular se ha observado que GLUT4 transloca en respuesta a
insulina desde una localizacion intracelular en estructuras vesiculares a los tabulos
transversos (Rodnick y cols., 1992). Con la finalidad de analizar la localizacién de
SVCT2 en respuesta a un patrén de estimulacion de baja frecuencia similar a la
actividad de motoneuronas que inervan fibras lentas, fibras aisladas de raton
adulto  fueron electroestimuladas a 20 Hz (Figura 29). La expresion del
transportador fue determinada por ensayos de inmunohistoquimica con el
anticuerpo anti SVCT2 y determinada su localizacion en la fibra muscular con
respecto a la relacion con miomesina utilizando el anticuerpo monoclonal anti

miomesina. Como se observa en la figura 29C, entre las 2 y 4 hrs postestimulacién
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Figura 28. La expresion de SVCT2 es incrementada por la depolarizacion de
membrana inducida por electroestimulacion en miotubos de raton.

A. Cultivo de miotubos de raton al 4° dia de diferenciacién. B. Anélisis de
expresion de ARNm para SVCT2 por gPCR en miotubos de raton. Se extrajo RNA
total de las miotubos a las 2, 4, 8 hrs post-estimulacién eléctrica (10 Hz de
frecuencia), los cuales fueron transcritos a ADNc con transcriptasa reversa. Como
control se amplificé actina de B-actina de raton. B. Analisis de expresion de ARNm
para SVCT2 por gPCR en miotubos de raton. Se extrajo RNA total de las miotubos
a las 2, 4, 8 hrs post-estimulacion eléctrica (50 Hz de frecuencia), los cuales
fueron transcritos a ADNc con transcriptasa reversa. Como control se amplificod B-
actina de ratén. Como control interno experimental se utilizé6 RNA total obtenido de
miotubos de ratdn sin estimular. El andlisis de expresion representa los valores de
SVCT2 normalizados con respecto a B-actina. (n=3).
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s/est 2 hrs 4 hrs 8 hrs

Figura 29. SVCT2 altera su distribuciéon intracelular en fibras musculares
edqueléticas en respuesta a la depolarizacion de membrana inducida por
electroestimulacion.

A. Cultivo de fibras aisladas del musculo FDB de ratén adulto. Barra 1 mm. B.
Seccion magnificada de una fibras musculare FDB. Barra 25 um. C. Fibras
aisladas del musculo FDB de ratén adulto fueron estimuladas eléctricamente con
270 pulsos a 20 Hz de frecuencia y fijadas a las 2, 4, 8 hrs post estimulacién. Las
fibras fueron co-incubadas con los anticuerpos primarios anti SVCT2 y anti
miomesina y revelados con anticuerpos anti IgG conjugados con Alexa Fluor 488
(verde) y Alexa Fluor 546 (rojo). Barra 5 um.
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la expresion de SVCT2 aumentd en comparacion a lo observado para la condiciéon
control. Ademas, se observaron acumulaciones focales de inmunorreactividad
para SVCT2. A diferencia de lo observado anteriormente, a las 8 hrs post-
estimulacion la expresion de SVCT2 se observd disminuida y el patrén de
distribucion de las acumulaciones focales inmunorreactivas para SVCT2 se
observaron mas dispersas. Nuestros resultados muestran una concordancia entre
los niveles de expresion del transportador observados en los ensayos de qPCR
con un aumento de los niveles de expresion de la proteina a nivel de las fibras
estimuladas. Por otro lado, se observé un cambio de su localizacion intracelular en
respuesta a la depolarizacién sugiriendo la posibilidad de una reorganizaciéon
intracelular del transportador con el propoésito de suplir la demanda de vitamina C
en las fibras musculares en condiciones que incrementan la sintesis de especies
oxidativas (Figura 29C).

Considerando todos los resultados expuestos en este trabajo, podemos
concluir que SVCT2 se expresa preferentemente en fibras musculares lentas
oxidativas durante el desarrollo embrionario hasta la adultez. Ademas, nuestras
aproximaciones experimentales permitieron determinar la localizacion subcelular
del transportador a nivel del reticulo sarcoplasmico en regiones cercanas a la linea
M del sarcémero en condiciones in vivo e in vitro. Finalmente, hemos establecido
que la depolarizacion por estimulacidn eléctrica regula positivamente la expresion
del transportador en fibras adultas y miotubos de raton. Adicionalmente, nosotros
observamos, que bajo estas condiciones SVCT2 puede redistribuirse en un patrén
vesicular permitiéndole potencialmente localizarse a nivel del sarcolema e
internalizando AA regulando del estado redox de las células musculares. Por otra
parte, el AA podria ingresar al reticulo sarcopldsmico modificando el estado redox
y la funcionalidad de canales de calcio como el receptor de rianodina, produciendo
la activacion de vias de sefalizacion dependientes de calcio que concluyen

finalmente en la expresion de genes especificos del fenotipo lento (Figura 30).
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Figura 30.. Modelo propuesto para el ingreso de AA mediado por SVCT2y la
induccion y/o mantencion del fenotipo lento en fibras musculares
esqueléticas.

A. SVCT2 se localiza subcelularmente, a nivel del reticulo sarcoplasmico en
relacidon topografica a miomesina (1). La actividad de la motoneurona (2), induce
una redistribucién de SVCT2 en un patrén vesicular (3) y una potencial distribucién
hacia el sarcolema (4), permitiendo la internalizacion de AA (5). El ingreso de AA
actuaria como un regulador eficiente de la oxidacion intracelular (6). B. SVCT2
internaliza AA al reticulo sarcoplasmico (1). ElI AA, modificaria el estado redox de
canales como RyR (2), permitiendo la salida de Ca* al sarcoplasma (3) y la
activacion de vias de sefializacién dependientes de Ca*?, induciendo la expresién
de genes especificos del fenotipo lento (4).
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VI. ANEXOS

Anexo 1

Anexo 1. Estandarizacion de cortes de musculo esquelético para
inmunohistoquimica..

Espesor Sustrato de adhesion Resultado
(um)
10 Vectabond® Histologia no conservada
15 Vectabond® Histologia regular
20 Vectabond® Histologia conservada en forma éptima
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Anexo 2

Superposicion

Superposicion

Anexo 2. SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas oxidativas durante el
estadio post-natal temprano (30 dias).

Andlisis inmunohistoquimico de la localizacion de SVCT2 en criosecciones
transversales de la musculatura dorsal de pollo post-natal (30 dias). Las
criosecciones fueron incubadas con un anticuerpo primario anti SVCT2 y revelado
con un anticuerpo anti IgG de cabra acoplado a Alexa Fluor 488 (verde).
Adicionalmente, las criosecciones fueron incubadas con anticuerpo primario anti
miosina lenta y revelado con anticuerpo anti IgG acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo)
y ToPro3 (azul). Barra 1mm (panel superior). Barra 200 pum (panel intermedio e
inferior).
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Anexo 3

ADULTO
SVCT2

Anexo 3. Expresion de SVCT2 durante el desarrollo post-natal de musculos
de pollo.

Andlisis inmunohistoquimico de la localizacion de SVCT2 en criosecciones
transversales de la musculatura dorsal de pollo a partir de los 7 dias de edad
hasta la adultez. Las criosecciones fueron incubadas con un primer anticuerpo

primario anti SVCT2 y revelado con un anticuerpo anti IgG de cabra acoplado a
Alexa-Fluor 488 (verde). Barra 1 mm.



98

VIIl. DISCUSION

Inicialmente los estudios reportados en la literatura sobre el andlisis de la
expresion de los transportadores de sodio y vitamina C, no mostraron resultados
positivos para la expresién de SVCTs en el tejido muscular esquelético. Es asi
como estudios realizados por Liang y cols. (2001) y Rajan y cols. (1999) en
humanos y Tsukaguchi y cols (1999) en ratas no detectaron la expresion de
SVCT2 en este tejido. Posteriormente, Kuo y cols. (2004) detectaron bajos niveles
de transcrito para SVCT2 en el musculo esquelético de ratones. Asi mismo en
lineas celulares musculares L6C5 y C2C12 se determiné la expresion y
funcionalidad s6lo de SVCT2 (Savini y cols., 2005; Savini y cols., 2007). Aln
cuando estos Ultimos estudios reconocian la existencia de este transportador,
recientemente Low y cols. (2009) determinaron que el SVCT2 se expresa
preferencialmente en fibras musculares esqueléticas del tipo | lento oxidativas en
vertebrados. Sin embargo, hasta el inicio de esta tesis, no se habia descrito el
patrén de expresion para SVCT2 durante la etapa post-natal y como SVCT2

modularia la induccion y/o la definicion del fenotipo muscular.

1. SVCT2 se expresa en musculos lentos de pollo adulto

Con el propésito de evaluar la expresion del transportador en el musculo
esquelético durante la etapa post-natal y la adultez, se procedié a realizar los
ensayos de RT-PCR, Western blot e inmunohistoquimicos en muasculos lentos y
rapidos de pollo. Nuestro modelo experimental basado en la utilizacion de
musculos de pollo, corresponde a un modelo que es ampliamente aceptado
debido a que éstos han sido identificados y clasificados previamente siguiendo
parametros morfoldgicos, bioquimicos, funcionales y moleculares (Barnard y cols.,
1982; Barnard y cols., 1971; Page, 1969; Spangenburg y Booth, 2003; te Pas y
cols., 2004). Adicionalmente, se cuenta con una amplia variedad de anticuerpos
monoclonales diseflados contra proteinas musculares estructurales y de
membrana especificos de esta especie, lo que facilita su estudio y posterior

interpretacion.
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Los resultados obtenidos por los ensayos de RT-PCR y Western blot
determinaron que la expresion de SVCT2 durante la etapa adulta se restringe a
musculos lentos. El fenotipo observado en este musculo es reflejo de la
mayoritaria presencia de fibras musculares lentas que generan ATP a través del
metabolismo oxidativo (Ashmore y Doerr, 1971; Barnard y cols., 1971; Pette y
Staron, 1990). La expresion diferencial de SVCT2 en este musculo sugiere la
presencia de un mecanismo especialmente adaptado que permitiria regular los
niveles de vitamina C intracelular y de esta manera disminuir el potencial efecto
nocivo de los agentes oxidantes sobre la integridad de las fibras. Por otra parte, la
elevada actividad de otros mecanismos antioxidantes como SOD, GPX y catalasa
refuerzan el concepto de que musculos lentos posean sistemas mas activos para
el control de especies oxidativas (Powers y cols., 1994; Powers y Jackson, 2008)

En el masculo esquelético como resultado del ejercicio o de la estimulacion
eléctrica se incrementan los niveles de especies oxidativas (Espinosa y cols.,
2006; Reid y Durham, 2002). A la fecha, existe importante evidencia sobre el
efecto negativo de estas moléculas oxidantes en las fibras musculares afectando
tanto a la estructura de los miofilamentos (Burke y cols., 1976; Callahan y cols.,
2001), la sensibilidad de los miofilamentos al calcio (Andrade y cols., 1998;
Andrade y cols., 2001; Moopanar y Allen, 2005; Powers y Jackson, 2008), la
actividad cinética de los miofilamentos por oxidacion de sus constituyentes como
las cadenas pesadas de miosina (MHC) y troponina C (Andrade y cols., 2001,
Coirault y cols., 2007) y, adicionalmente, potenciando el efecto de la insensibilidad
al calcio por parte de los musculos fatigados (Moopanar y Allen, 2005), ademas de
su efecto sobre mitocondrias, estructuras de membrana y ADN (Davies y cols.,
1982; Fan y cols., 2010; Powers y Jackson, 2008).

Si bien las especies oxidativas presentan un potencial efecto nocivo a nivel
muscular cuando estos se encuentran en altas concentraciones, se ha demostrado
gue el H,O, modifica la funcion de diversas proteinas incluyendo quinasas y
fosfatasas (Espinosa y cols., 2006) asi como de factores de transcripcion como
NF-kB y AP-1 en células C2C12 (Catani y cols., 2004; Zhou y cols., 2001). Por
otra parte, diferentes estudios han determinado que la actividad de canales de
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calcio como el receptor de rianodina (canal responsable de la liberacion de calcio
desde el reticulo sarcoplasmico al citoplasma), puede ser incrementada como
respuesta a especies oxidativas endégenas como O;~ (Eu y cols., 2000), H,O;
(Favero y cols., 1995; Suzuki y cols., 1998) y GSH (Sun y cols., 2001; Zable y
cols., 1997). Esto se debe a que de las cuatro subunidades homélogas que
conforman el receptor, 50 de sus residuos de cisteina estan en el estado reducido
y entre 10 a 12 son altamente susceptibles a oxidacién (Hidalgo, 2005; Hidalgo y
cols., 2002; Hidalgo y cols., 2004; Suny cols., 2001).

Considerando los antecedentes anteriormente descritos nosotros sugerimos
que los altos niveles de SVCT2 observados en el muasculo lento permiten
aumentar la biodisponibilidad de vitamina C en las fibras musculares lentas tipo | y
de esta manera contrarrestar la accion de especies reactivas generadas como
parte de su metabolismo oxidativo durante la actividad fisica normal y en
condiciones de ejercicio prolongado (Figura 30).

Concordante con los niveles de expresion de SVCT2 detectados por RT-
PCR en el masculo LDA. adulto, el andlisis de expresion de la proteina mostro
una banda inmunorreactiva del tamafio esperado de 65 KDa, basado en el andlisis
de la secuencia primaria del transportador de pollo y lo observado durante la
miogénesis (Low y cols., 2009). Esta masa molecular es similar a lo detectado en
otras especies como rata y raton, donde SVCT2 migra entre 65 y 75 KDa (Jin y
cols., 2005; Mun y cols., 2006; Wu y cols., 2003a; Wu y cols., 2003b). La
determinacién de bandas inmunorreactivas para SVCT2 adicionales a la de 65
KDa de masas moleculares de 180, 95 y 53 KDa fue similar a lo observado por
Low y cols., (2009) durante la miogénesis tardia de pollos.

Se han reportado variaciones en la masa molecular para el SVCT2 producto
de N-glicosilacion en neuronas de raton y en células N2a que sobreexpresan
SVCT2 de raton (Garcia M de y cols., 2005; Liang y cols., 2002; Salazar, 2010;
Subramanian y cols., 2008; Tsukaguchi y cols., 1999) y fosforilacion por proteina
kinasa C (Daruwala y cols., 1999; Rajan y cols., 1999; Tsukaguchi y cols., 1999;
Wang y cols., 1999; Wang y cols., 2000). Sin embargo, las modificaciones post-
traduccionales del tipo N-glicosilacion o fosforilacion descritas para SVCT2 no
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permiten explicar en su totalidad las variaciones en la masa molecular del
transportador observadas en este estudio. Es asi como ensayos con N-glicosidasa
F disminuyen la masa molecular de SVCT2 desde 75 a 66 KDa en neuronas
hipotaldmicas de raton (Garcia M de Mde y cols., 2005) de forma similar en las
células N2a desde 120 a 75 KDa (Salazar, 2010) y de 95 a 85 KDa en células
HepG2 que sobreexpresan SVCT2 humano (Subramanian y cols., 2008). Las
modificaciones observadas en la masa molecular para el SVCT2 podrian ser
consecuencia de modificaciones post-traduccionales que no consideran a la N-
glicosilacion o fosforilacion para este transportador en el tejido muscular de pollo.

Otras probables consideraciones respecto a las modificaciones en la masa
molecular observadas para SVCT2 en el tejido muscular, corresponden a la
formacion de homooligbmeros resistentes a condiciones denaturantes de la
electroforesis en gel de acrilamida/bisacrilamida, de forma similar a lo observado
para el transportador de glutamato GLAST en cerebro de rata (Furuta y cols.,
1997) y la isoforma muscular de creatina quinasa (Bantle y cols., 1996) y/o
heterooligdmeros entre la isoforma completa de SVCT2 y la isoforma corta con
funcion dominante negativa (Lutsenko y cols., 2004).

Aun cuando es necesario realizar estudios mas acabados para determinar
la naturaleza de la bandas inmunorreactivas para SVCT2, estos resultados nos
sugieren que en el tejido muscular de pollo se producen variaciones en la masa
molecular de SVCT2 que podrian estar relacionadas con modificaciones post-
traduccionales de SVCT2 o el establecimiento de interacciones con otras
isoformas del transportador que regularia negativamente su funcion durante el
desarrollo post-natal.

En relacién al patron de inmunorreactividad de SVCT2 en el tejido muscular
de pollo adulto, este presentd una distribucion intracelular, tal como ha sido
descrito en neuronas y en células germinales (Angulo y cols., 2008; Caprile y
cols., 2009). De forma interesante, su expresion se restringié preferencialmente a
fibras tipo | reforzando el concepto de que los misculos con mayor abundancia de
este tipo de fibras expresan SVCT?2.
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Los resultados obtenidos en esta seccion de nuestro estudio nos permiten
concluir que la expresion del transportador durante la adultez se circunscribe a
musculos esqueléticos lentos de pollos y particularmente en fibras lentas
oxidativas tipo | bajo un patrén intracelular de forma similar a lo observado por Low
y cols. (2009) durante la miogénesis temprana de pollo, sugiriendo que tanto su
expresion como su localizacién se mantiene en este tipo de fibras durante la etapa

post-natal.

2. SVCT2 se expresa en el musculo esquelético durante el desarrollo
post-natal temprano en pollos

Las observaciones descritas por Low y cols. (2009) asi como los resultados
obtenidos en nuestro estudio han determinado que la expresién de SVCT2 se
restringe a fibras musculares lentas durante el desarrollo embrionario y la adultez
en muasculos de pollo. Sin embargo, se desconoce cOmo se comporta la expresion
del SVCT2 durante el periodo en donde se establecen las principales
caracteristicas metabdlicas que definen el fenotipo muscular.

La determinacion de la actividad NADH-TR como indicador de la capacidad
oxidativa, demostré6 una progresiva disminucion en el numero de las fibras
oxidativas presentes en el musculo LDPRr. Estos resultados se relacionan con una
paulatina adaptacion metabdlica de las fibras musculares hacia la via glicolitica
como fuente de ATP desde la etapa embrionaria tardia a la adultez. En este
sentido, y en correlacién con nuestros estudios, se ha demostrado que la cantidad
de fibras lentas en el masculo rapido LDPg de pollo declina conforme avanza el
desarrollo post-natal (Ishimoto y cols., 1988; Khaskiye y cols., 1987; Toutant,
1982).

En forma paralela a las modificaciones de la actividad NADH-TR, también
se observaron modificaciones morfolégicas que incrementaron la masa muscular
durante la etapa post-natal. Cabe sefalar que durante el desarrollo de un musculo
completamente diferenciado, el incremento de la masa total es producto tanto del
crecimiento longitudinal y transversal como por la pérdida progresiva de tejido
conectivo dentro del musculo (Shear y Goldspink, 1971). Se ha determinado que
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durante la etapa post-natal el area de seccion transversal (CSA) se incrementa en
los musculos LDA| y LDPr de pollos como resultado de un aumento de los
componentes contractiles (miofibrillas) y no contractiles (sarcoplasmicos) (Shear,
1978; te Pas y cols., 2004). En fibras jévenes de ambos tipos durante el periodo
post-natal, las proteinas contractiles recién sintetizadas son ensambladas e
incorporadas dentro de los miofilamentos pre-existentes. Ejemplo de esta
condicion son las miofibrillas pertenecientes a las fibras del musculo LDPg las
cuales incorporan nuevos filamentos contractiles permitiéndoles de esta manera a
las fibras duplicar su tamafio y por ende aumentar progresivamente la masa
muscular a medida que se avanza en el desarrollo (Shear, 1978)

Durante el desarrollo post-natal las fibras musculares modifican la expresion
de proteinas, capacidad oxidativa y perfusion sanguinea mientras se adaptan a
sus nuevas funciones, dependiendo del tipo de musculo, especie y raza (te Pas y
cols., 2004). Puesto que la diferenciacion de las fibras musculares es un proceso
continuo durante el periodo post-natal dependiente de la expresion de proteinas
especificas que definen el fenotipo muscular, el analisis de los perfiles de
expresion de las proteinas musculares en extractos totales y de las isoformas
lenta y rapida de la proteina C realizados en este estudio permite corroborar este
fendmeno. Se ha determinado que durante este periodo, la cantidad de proteinas
musculares es el reflejo del balance entre los procesos de sintesis y degradacion
intracelular (Doherty y cols., 2004; te Pas y cols., 2004). En este sentido, se ha
determinado incrementos significativos en la expresion de proteinas en musculos
rapidos de aves como glicogeno fosforilasa, albumina, B-enolasa, aldolasa,
GAPDH, lactato deshidrogenasa y fosfoglicerato mutasa (Doherty y cols., 2004;
Doherty y cols., 2005)

El crecimiento y el desarrollo del musculo esquelético se relaciona con
cambios secuenciales en la expresion de isoformas de proteinas contractiles y
regulatorias. Las modificaciones a nivel de proteinas contractiles durante el
desarrollo post-natal estan directamente relacionadas con mantener la
organizacion molecular del sarcémero. La diversidad de los niveles de estas

proteinas puede solo estar basada en el reemplazo de una isoforma por otra con
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caracteristicas estructurales y funcionales similares. Ejemplos de estos cambios
secuenciales en los perfiles de expresién durante distintas etapas del desarrollo
del muasculo del pollo incluyen a troponina T (Reid y cols., 1989), cadenas livianas
de miosina (MLC), tropomiosina (Miller y cols., 1985) y las cadenas pesadas de
miosina siguiendo para esta Ultima una progresion desde la isoforma embrionaria
a neonatal (fetal) para finalizar en la expresion de la isoforma adulta (Bandman y
Bennett, 1988; DiMario y Stockdale, 1997). La progresiva disminucion en la
expresion de la isoforma lenta de la Proteina C, concuerda plenamente con lo
reportado en musculos rapidos (Obinata y cols., 1984) e igualmente los bajos
niveles de expresion de la isoforma lenta a partir de la segunda semana de
desarrollo. Sin embargo, la expresion de bajos niveles de las isoformas lentas y
rapidas de proteina C en los musculos LDPgr y LDA_ respectivamente puede ser
satisfactoriamente explicado considerando las observaciones en las cuales se
determind que ambas isoformas de la proteina C pueden ser co-expresadas
dentro del mismo musculo e incluso dentro del mismo sarcomero (Ackermann y
Kontrogianni-Konstantopoulos, 2010; Reinach y cols., 1983). En consecuencia el
analisis de expresion de las isoformas rapidas y lentas de proteina C nos permitio
definir que durante el desarrollo post-natal se suceden modificaciones en la
expresion de proteinas estructurales, lo que da cuenta del proceso adaptativo de
las fibras musculares que definen su fenotipo durante este periodo del desarrollo.
Con respecto a la disminucion progresiva de los niveles de expresion para
SVCT2 en el periodo post-natal, nuestros resultados sugieren que los
requerimientos intracelulares de vitamina C son mayores en musculos lentos que
en rapidos, posiblemente como respuesta a la necesidad para regular los niveles
de moléculas oxidantes producidas por estos musculos funcionalmente activos. En
este sentido, se ha determinado que la expresion del transportador es modificada
por efecto de agentes oxidantes directa o indirectamente a través de la incubacion
con H,0, y depolarizacién con altas concentraciones de potasio en células C2C12
y en cultivos primarios de pollo (Low y cols.,, 2011; Savini y cols., 2007). Un
hallazgo que le otorga un mayor grado de relevancia funcional a nuestros estudios

es que durante la etapa embrionaria (miogénesis secundaria) los niveles de
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SVCT2 son elevados (Low y cols 2009), permitiendo de esta manera relacionar
directamente a la vitamina C en la induccion temprana de la miogénesis (Low y
cols., 2010), en cambio a nivel post-natal regularian el estado redox de las fibras

permitiendo la mantencion del fenotipo lento.

3. SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas oxidativas de pollo

El patron de inmunorreactividad para SVCT2 en tejido muscular de pollo
presentd una distribucién intracelular, tal como se ha determinado en otros tipos
celulares como neuronas y células germinales de otras especies (Angulo y cols.,
2008; Caprile y cols., 2009). Al respecto, en los diferentes estadios evaluados en
este trabajo, SVCT2 presentd un patrén de co-localizacion con fibras que
expresan miosina lenta y no con las que expresaron la isoforma rapida de la
bomba Ca** ATPasa del reticulo sarcoplasmico, lo que demuestra la distribucién
preferencial del transportador en las fibras lentas tipo | de forma similar a lo
observado durante el desarrollo embrionario (Low y cols., 2009). La utilizacion de
estos anticuerpos monoclonales especificos contra miosina lenta han permitido
identificar el contenido de fibras presentes en los musculos de pollo durante la
etapa embrionaria (Crow y Stockdale, 1986; Kaprielian y Fambrough, 1987) y
adulta (Miller y cols., 1985). En este sentido, se ha determinado que la expresion
de diferentes tipos de miosinas en las masas musculares que forman las
extremidades presentan un patron de distribucion espacial caracteristico, que guia
el futuro desarrollo del masculo y anticipan la futura composicion de las fibras
dentro del masculo (Crow y Stockdale, 1986). Es por esta razén que la distribucion
de las fibras musculares miosina lenta positiva observadas en este estudio sugiere
que la definicion del fenotipo lento del masculo LDA, esta en directa relacion con
las modificaciones a nivel metabdlico y molecular observadas durante el desarrollo
post-natal. La evaluacién de otros masculos lentos y rapidos ubicados en regiones
anatomicamente diversas permiten generalizar este concepto como un evento que
ocurre en forma ubicua en el organismo.

Por otra parte, la determinacion de inmunorreactividad para SVCT2 observada

en fibras lentas en humanos, demuestra que no tan solo esta distribucion
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preferencial se restringe al tejido muscular de pollo sino que es un fenédmeno

conservado entre especies.

4. SVCT2 se localiza en dominios internos de membrana en fibras

musculares lentas oxidativas de pollo y humano

En las fibras musculares de aves los dominios internos de membrana
presentan una organizacion estructural compleja. Sin embargo, estan
regularmente distribuidos en toda su extensidn lo que permite identificar
componentes estructurales en regiones especificas (Hikida, 1987). En virtud de
estos antecedentes y con el propdsito de determinar la localizacion subcelular de
SVCT2, nosotros realizamos ensayos de inmunohistoquimica utilizando
anticuerpos contra el transportador y proteinas estructurales y de membrana en
las fibras musculares lentas oxidativas de pollo. Los resultados determinaron que
SVCT?2 se distribuye intracelularmente bajo un patrén estriado transversal en toda
la longitud de la fibra muscular.

Considerando tanto las caracteristicas estructurales descritas para SVCT2 en
relacion a la existencia de 12 dominios transmembrana (Faaland y cols., 1998;
Liang y cols., 2001) asi como la ausencia de inmunorreactividad para SVCT2 a
nivel del sarcolema y la inmunorreactividad para el receptor de rianodina
observada en secciones longitudinales de los musculos LDA., nos permiten
sugerir que SVCT2 se localiza  presumiblemente a nivel del reticulo
sarcoplasmico.

Con la finalidad de realizar un estudio mas detallado de la distribucion de
SVCT?2 a nivel de las fibras musculares, se realizé un andlisis de las intensidades
de fluorescencia en secciones definidas de las fibras en las cuales se realizaron
ensayos de inmunolocalizacién. Este procedimiento nos permitid determinar que
SVCT2 se localiza a nivel de las regiones centrales del reticulo sarcoplasmico,
debido a su relacion con el receptor de rianodina localizado mayoritariamente en
las cisternas terminales cercanas a la linea Z del sarcomero (Airey y cols., 1990) y
al centro del sarcémero, por la relacion topografica con miomesina una proteina de

la linea M.
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La miomesina corresponde a una proteina estructural de 185 KDa que se une
fuertemente a los componentes de la linea M del sarcomero permitiendo el
ensamblaje y mantencién de las miofibrillas a través de la estabilizacién de
miosina y titina dentro del sarcémero a nivel de la banda A (Eppenberger y cols.,
1981; Lange y cols., 2005). La cercania topografica entre SVCT2 y miomesina
podria ser consecuencia del entramado generado entre miomesina y otras
proteinas sarcoméricas como miosina y titina permitiendo 2 posibles fenbmenos:
1) estabilizacion de SVCT2 dentro de la region del reticulo sarcoplasmico
longitudinal y 2) la contencion de SVCT2 en estructuras vesiculares constituidas
por membrana en el espacio definido entre el reticulo sarcoplasmico longitudinal y
los miofilamentos.

Por otra parte, el andlisis inmunohistoquimico revel6 que no existe una relacion
topogréfica de SVCT2 y titina a nivel sarcomeérico. Titina corresponde a la proteina
estructural del sarcomero de mayor extension (> 1 um de longitud) ubicada entre
las lineas Z y M (Skeie, 2000). En miofibrillas relajadas, titina se localiza a nivel de
la union entre las bandas A e |, resultando en un doblete de inmunorreactividad
por sarcomero (Wang y Greaser, 1985). Sin embargo, la distancia entre los
dobletes en sarcémeros sucesivos puede variar segun al grado de contraccion
miofibrillar (Wang y Greaser, 1985). Nuestras observaciones corroboran estos
antecedentes identificando a titina a nivel de la banda | y permitiendo definir la
localizaciéon de SVCT2 en la zona de inmunorreactividad negativa para titina
ubicada en el centro del sarcomero.

El patron inmunorreactivo para uno de los filamentos intermedios presentes en
el masculo como desmina, permitié determinar morfolégicamente la extensién del
sarcomero de pollo y definir la segregacién de SVCT2 en la region central del
sarcomero. En las fibras musculares, desmina se organiza como una red
filamentosa cuya funcion es unir lateralmente las miofibrillas individuales a sus
lineas Z e interconectar los sarcomeros al sarcolema (Li y cols., 1997; Shah y
cols., 2004). De esta manera desmina se considera como un marcador

inequivoco de la linea Z del sarcomero.
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Finalmente, para complementar la determinacién de la localizacion de SVCT2
en el interior de las fibras musculares en la region central del sarcobmero y su
relacion con proteinas sarcoméricas (Figura 17), se utilizaron los anticuerpos
contra la isoforma lenta de la proteina C y miosina lenta. La proteina C, se localiza
en la regién central del sarcomero en cada hemi seccion de la banda A (Reinach y
cols., 1983). Esta proteina permite unir secciones de meromiosina pesada y
meromiosina liviana de miofilamentos de miosina adyacentes y los subfragmentos-
2 (subfragmento derivado de la protedlisis de meromiosina pesada) y actina
(Reinach y cols., 1983). De esta manera forma un andamiaje y por ende una
estabilizacidon estructural a los miofilamentos de miosina presentes en la banda A.
El patron de inmunorreactividad para la isoforma lenta de la proteina C observado
en nuestro estudio revel6 un patron de doblete a nivel de la banda A. El uso de
miosina lenta como marcador sarcomérico estructural permitié en conjunto con la
proteina C la delimitacion de la banda A del sarcomero, dejando circunscrita la
localizacién de SVCT2 a nivel de la zona central de esta, es decir a la region de la
linea M, definida por el espacio entre los dobletes de la proteina C lenta y la regién
central de miosina.

En su conjunto, la utilizacién de anticuerpos monoclonales contra proteinas
estructurales del sarcoméro como titina, proteina C lenta, miomesina, desmina y
miosina y de proteinas de membrana como el receptor de rianodina, nos permiten
sugerir la localizacion subcelular de SVCT2 en la zona central del sarcomero de
fibras musculares lentas oxidativas tipo | a nivel del reticulo sarcoplasmico en
cercania con la linea M del sarcomero, como resultado de la relacion topografica
con el receptor de rianodina y miomesina respectivamente. De forma interesante,
este patron de organizacion intracelular también fue observado en fibras lentas de
humano sugiriendo un alto grado de homologia entre estas especies en su
localizacion.

Con la finalidad de resolver la localizacion de SVCT2 en las fibras
musculares, se realizaron ensayos de fraccionamiento subcelular que permitieron
separar fracciones enriquecidas en distintos dominios internos de membrana. Es

importante sefalar que el fraccionamiento subcelular ha permitido determinar la
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localizacién de proteinas de membrana y estructurales del masculo esquelético
como GLUT-1 (Agote y cols., 2001), GLUT-4 (Agote y cols., 2001; Mufioz y cols.,
1995a; Mufoz y cols., 1995b), GLUT-5 (Agote y cols., 2001), receptor de
rianodina (Airey y cols., 1990; Hoffman y cols., 1987; Percival y cols., 1994),
bomba Ca®" ATPasa del reticulo sarcoplasmico (Hoffman y cols., 1987; Mufioz y
cols., 1995b), DHPR (Mufoz y cols., 1995a; Mufioz y cols., 1995b), distrofina
(Brenman y cols., 1995; Ervasti y cols., 1991; Hoffman y cols., 1987; Mufioz y
cols., 1995b), subunidad B1-integrina (Mufioz y cols., 1995a; Mufioz y cols.,
1995b), bomba Na'K* ATPasa (Agote y cols., 2001), receptor de insulina (Mufioz
y cols., 1995b), SCAMPs (secretory carrier membrane protein) 37 y 39 (Mufioz y
cols., 1995b), proteina especifica de tdbulos transversos (it28) (Mufioz y cols.,
1995a; Mufioz y cols., 1995b), 6xido nitrico sintasa (Brenman y cols., 1995; Chao
y cols., 1996), titina, miosina, nebulina y calsecuestrina (Hoffman y cols., 1987),
sintrofina y sarcoglican (Chao y cols., 1996) y espectrina (Brenman y cols., 1995)
en musculos de conejo, ratén, rata y pollo. Por lo cual esta es considerada una
técnica debidamente validada para identificar la localizacion de las distintas
proteinas musculares.

Con el procesamiento inicial de los musculos con bajas concentraciones de
NaCl (100 mM) fue posible colectar una fraccibn de microsomas pesados
(estructuras vesiculares de membrana formadas artificialmente). En cuanto a la
expresion de SVCT2 en esta fraccion de membranas obtenidas, nuestros
resultados demostraron un enriquecimiento de una banda inmunorreactiva de una
masa molecular aproximada de 95 KDa con respecto a lo observado en el extracto
de proteinas totales de LDA.. Si bien la masa molecular descrita para el
transportador corresponderia a 63 KDa, variaciones en su masa han sido
reportadas. En este sentido, la determinacién del SVCT2 por ensayos de Western
blot como una banda inmunorreactiva de 95 KDa en células HepG2 que
sobreexpresan SVCT2 humano (Subramanian y cols., 2008) avalan nuestros
resultados. La utilizacién de un péptido inhibitorio derivado de la secuencia interna
de SVCT2 de rata en los ensayos de Western blot, nos permiti6 comprobar que
este anticuerpo reconoce a la banda de 95 KDa como SVCT2 lo que concuerda



110

adicionalmente con las masas moleculares descritas para SVCT2 en otros tipos
celulares.

La localizacibn de SVCT2 fue determinada junto con otras proteinas
asociadas a membrana como la bomba Ca?* ATPasa del reticulo sarcoplasmico,
el receptor de dihidropiridina y la bomba Na'kK® ATPasa en la fraccién de
microsomas pesados. Estos resultados concuerdan directamente, con lo reportado
para la bomba Ca?* ATPasa del reticulo sarcoplasmico y receptor de rianodina a
nivel de la fraccion de microsomas desde musculos de raton y pollo,
respectivamente (Airey y cols., 1990; Hoffman y cols., 1987; Mufioz y cols.,
1995b). Considerando estos antecedentes, nosotros concluimos que proteinas
presentes tanto en el reticulo sarcoplasmico como a nivel de los tabulos
transversos y otras vesiculas se encuentren en esta fraccion, como es el caso del
receptor de dihidropiridina y el receptor de insulina (Agote y cols., 2001; Mufioz y
cols., 1995a).

Por otra parte, bajos niveles de la bomba Ca®* ATPasa del reticulo
sarcoplasmico, el receptor de dihidropiridina y la bomba Na'’K* ATPasa en el
homogenizado inicial refuerza el concepto del enriquecimiento como resultado del
fraccionamiento subcelular.

En el musculo esquelético la localizacién de la bomba Na'K* ATPasa ha
sido determinada por ensayos inmunohistoquimicos en el sarcolema a nivel de la
linea Z y M de los sarcomeros a los cuales se encuentra unidas a través de la
interaccién con [-espectrina, a-foldrina y ankirina 3 (Williams y cols., 2001).
Ensayos de fraccionamiento de membrana en musculos esqueléticos de
mamiferos han permitido avalar estos resultados localizando preferencialmente a
esta bomba a nivel del sarcolema y en menor proporcion en los tubulos
transversos (Agote y cols., 2001; Hundal y cols., 1994).

En el caso del receptor de dihidropiridina, diferentes estudios lo han
localizado a nivel de fracciones enriquecidas en sarcolema y tabulos transversos
(Muiioz y cols., 1995a; Mufioz y cols., 1995b). Bajo nuestras condiciones
experimentales, la determinacién del receptor de dihidropiridina en la fraccién de

microsomas pesados concuerda directamente con estas observaciones. De forma
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similar al receptor de dihidropiridina, la determinacién de la bomba Ca* ATPasa
del reticulo sarcoplasmico fue localizada a nivel de los microsomas (Hoffman y
cols., 1987; Mufioz y cols., 1995b).

La forma en que las proteinas asociadas a membrana como el receptor de
dihidropiridina, la bomba Ca?* ATPasa del reticulo sarcoplasmico y la bomba
Na’K" ATPasa y particularmente SVCT2 se comportan en el fraccionamiento
segregando en las fracciones microsomas pesados y el sobrenadante S2 de
ambos protocolos, podria ser explicado debido a su conformacion estructural, lo
gue impide la accién de detergentes no-idnicos como Tritdbn X-100, disminuyendo
su solubilizacion (Bronner y Kleinzeller, 1979). Por otra parte, la accion de alta
fuerza iénica (500 mM de NaCl) utilizados en nuestro estudio, permitiria solubilizar
las proteinas contenidas en las estructuras de membrana formadas durante el
fraccionamiento, tal como ha sido descrito para la 6xido nitrico sintasa (Brenman y
cols., 1995).

Finalmente, la localizacion de proteinas asociadas al citoesqueléto como
miomesina y actina en los extractos totales, en el sobrenadante S y a nivel de los
microsomas pesados, sugieren una solubilizacion parcial como resultado de una
liberacion incompleta desde otras proteinas musculares a los cuales se mantienen
unidas, tal como se ha reportado entre miomesina y miosina (Reinach y cols.,
1983).

Los resultados obtenidos del fraccionamiento en conjunto con los ensayos
inmunohistoquimicos sugieren la localizacibn de SVCT2 en regiones de
membrana correspondientes al reticulo sarcoplasmico de fibras lentas oxidativas.
Es importante sefalar que el reticulo sarcoplasmico corresponde al principal
reservorio intracelular de calcio en el masculo esquelético y que su liberaciéon
desde este organelo, ademas de ser importante para el proceso de contraccion
muscular, permite estimular la expresion de genes especificos del fenotipo
muscular (Kaisto y Metsikko, 2003).

La expresion de genes en fibras musculares ha sido relacionada con la
activacion de vias de transducciéon de sefales dependientes de calcio que inducen
la transicidn fenotipica de las fibras musculares desde el tipo rapido al lento (Liu y
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cols., 2005; McCullagh y cols., 2004). En este sentido, se ha descrito que el
aumento de calcio intracelular permite la activacion de calcineurina y
posteriormente del factor de transcripcion NFAT induciendo la expresion de
proteinas contractiles lentas como las cadenas pesadas de miosina y troponina |
(Chin y cols., 1998; Spangenburg y Booth, 2003). De forma similar, se ha
reportado que aumentos en los niveles de calcio intracelular activan a calmodulina
quinasa y ésta al factor de transcripcion MEF2, permitiendo la expresion de genes
lentos (Spangenburg y Booth, 2003).

Considerando aspectos tan importantes como la potente accion
antioxidante descrita para la vitamina C, la localizacion de SVCT2 a nivel del
reticulo sarcoplasmico determinada por nuestros ensayos Yy los niveles de
especies oxidativas que permiten regular diversas proteinas, entre ellos el
principal canal de calcio a nivel de la fibra como el receptor de rianodina (Hidalgo y
cols., 2004) y factores de transcripcion especificos (Catani y cols., 2004),
sugerimos que la expresion de SVCT2 y su localizacién posterior a nivel del
reticulo sarcoplasmico podria tener un rol durante el proceso de plasticidad
muscular, permitiendo activar la expresion de genes especificos del fenotipo lento
en aves como en mamiferos, incluyendo el humano, durante el periodo post-natal
(Figura 30).

5. SVCT2 se expresain vitro en miotubos de pollos

Se ha reportado que en condiciones in vitro, los mioblastos de pollo se
diferencian al fenotipo rapido independientemente del musculo del cual fueron
extraidos y esta condicion sélo puede ser revertida cuando toman contacto con
motoneuronas (DiMario y Stockdale, 1997; Jordan y cols., 2003) o bajo patrones
de estimulacion eléctrica especificos (Crew y cols., 2010). En este contexto,
nosotros realizamos la determinaciéon de la expresiéon y localizacion de SVCT2 en
miotubos de pollo por medio de ensayos de inmunolocalizacion y Western blot.
Nuestras observaciones indicaron que durante el proceso de diferenciacion,

SVCT2 se expresa en miotubos rapidos de pollo y se distribuye intracelularmente
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bajo el mismo patrén estriado transversal de forma similar a las fibras musculares
in vivo.

Considerando estos resultados, nosotros sugerimos que SVCT2 es expresado
en miotubos rapidos con la finalidad de incrementar la capacidad antioxidante
contra moléculas reactivas producidas durante la diferenciacion muscular (Musaro
y cols., 2010; Vettor y cols., 2009), tales como las especies oxidativas derivadas
del oxigeno, que son generados principalmente a nivel mitocondrial desde el
complejo NAD(P)H (Malinska y cols., 2011) y por los especies oxidativas
derivadas del nitrogeno producidas por la 6xido nitrico sintasa (Reid y Durham,
2002) o posiblemente relacionarse con un potencial efecto en la internalizacion de
vitamina C durante la miogénesis (Low, 2010; Low y cols., 2011).

Respecto a rol de vitamina C durante la diferenciacion muscular se ha indicado
gue, concentraciones crecientes de vitamina C inducen en células C2C12 un
incremento tanto en su area, como en el namero de nucleos (indicador de fusion)
(Low, 2010). Por otra parte, se han reportado importantes antecedentes respecto a
la posible funcion de la vitamina C como un factor inductor de la miogénesis
demostrando que la fusion de las células musculares L6 se favorece bajo
tratamiento con una forma estable de ascorbato (adcido ascoérbico 2 fosfato, AA2P)
(Mitsumoto y cols., 1994). De forma similar, se ha demostrado que la vitamina C
por separado o en conjunto con factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1)
inducen la expresion de miogenina y las cadenas pesadas de miosina,
potenciando de esta manera la capacidad de los mioblastos a fusionarse (Shimay
cols., 2011).

Con la finalidad de complementar nuestras observaciones en cuanto a la
localizacion de SVCT2 en los miotubos de pollo, nosotros realizamos
adicionalmente ensayos de Western blot a partir de extractos de proteinas
citosOlicas y de membrana. Interesantemente y en forma concordante con los
resultados obtenidos in vivo, en criosecciones longitudinales de LDA, detectamos
gue SVCT2 segrega en la fraccién de proteinas de membrana (fraccién TX). Estos

resultados nos permiten concluir que tanto en condiciones in vitro como in vivo,
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SVCT2 se localiza a nivel de dominios internos de membrana de las células
musculares.

Es importante sefalar que, coincidentemente con el proceso de
alineamiento y fusion de los mioblastos para formar miotubos, comienza la
expresion de proteinas caracteristicas del muasculo esquelético. Durante este
periodo, se ha descrito que la expresion de la bomba Na’K® ATPasa se
incrementa en alrededor de 20 veces con respecto a los niveles observados en
mioblastos, para posteriormente localizarse a nivel del sarcolema (Wolitzky y
Fambrough, 1986). En este sentido, la localizacién de la bomba Na’K* ATPasa, a
nivel de la fraccion de proteinas asociadas a membrana obtenidas en nuestros
ensayos de Western blot nos permiten corroborar este fenébmeno. Sin embargo, su
deteccion a nivel de la fraccion de proteinas insolubles (fraccion TX- KCI) estaria
explicado por sus caracteristicas estructurales, debido a que esta tiene la
particularidad de unirse a proteinas estructurales de las lineas Z y M del
sarcomero (Williams y cols., 2001).

La deteccidon de los marcadores estructurales del sarcémero como
miomesina y la isoforma rapida de la proteina C en la fraccion insoluble,
demuestra que este procedimiento permite recuperar a las proteinas citosolicas y
de membrana de las restantes proteinas presentes en los miotubos. La
localizacién de la isoforma rapida de la proteina C a nivel de la fraccion de
proteinas citosdlicas podria ser explicado en virtud de su activa biosintesis durante
el transcurso de la diferenciacién de los miotubos (Obinata y cols., 1984).

Con respecto a la localizaciéon de SVCT2 en miotubos diferenciados, se
debe considerar la estructuracion del reticulo sarcoplasmico. Durante la
miogénesis el reticulo sarcoplasmico se genera a partir de proyecciones
vesiculares desde el reticulo endoplasmico. A medida que el miotubo se
desarrolla, las proyecciones vesiculares se dirigen en varias direcciones y
finalmente coalecen en estructuras vesiculares de mayor tamafio alrededor o
adyacentes a la banda | y a la linea Z de las miofibrillas (Ezerman y Ishikawa,
1967; Rossi y cols., 2008). Posteriormente, durante el proceso de diferenciacion,
la distribucién de proteinas como la bomba Ca?* ATPasa del reticulo
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sarcoplasmico y el receptor de rianodina se hace evidente en regiones especificas
del reticulo sarcoplasmico (Jorgensen y cols., 1977). Es asi como dentro de los 6
primeros dias de diferenciacion se produce una reorganizacién de estas proteinas
en el reticulo sarcoplasmico longitudinal para el caso de la bomba Ca®* ATPasa
del reticulo sarcoplasmico y del receptor de rianodina a nivel de las cisternas
terminales del reticulo sarcoplasmico de union (Cusimano y cols., 2009). Nuestros
ensayos han podido determinar que la localizacion subcelular de SVCT2 se
restringe a nivel del reticulo sarcoplasmico longitudinal en los miotubos de pollo, lo
gue sugiere que, al igual que los miotubos de mamiferos, el reticulo sarcoplasmico
se ensambla y reorganiza sus proteinas constituyentes durante los primeros dias
de su diferenciacion.

Por otra parte, considerando el modelo del desarrollo y reorganizacién de las
proteinas del reticulo sarcoplasmico descrito recientemente (Rossi y cols., 2008),
la localizacion intracelular de SVCT2 en la fibra muscular podria ser resultado de
una mayor afinidad a las regiones centrales del reticulo sarcoplasmico longitudinal,
de manera similar a lo descrito para la bomba Ca* ATPasa del reticulo
sarcopldsmico en fibras musculares de pollo (Tillack y cols., 1974) y ratdn
(Kaakinen y cols., 2008). Finalmente, el grado de relacion topografica entre
SVCT2 con miomesina observado in vitro nos permite concluir que tanto la
expresion como su localizacion dentro del reticulo sarcoplasmico longitudinal in
vitro es un evento temprano en el desarrollo muscular y que su posicionamiento
definitivo se mantiene sin variaciones aparentes durante el desarrollo in vitro e in

vivo en las células musculares diferenciadas.

6. La expresiéon de SVCT2 es modificada por patrones de estimulacion
eléctrica

La expresion de SVCT2 a partir de etapas tempranas de la miogénesis

observada in vitro por Low y cols., (2009), asi como in vivo en nuestro estudio,

demostrado por la segregacion preferencial a las fibras musculares lentas

oxidativas sugieren que este transportador esta relacionado con la definicion del

fenotipo muscular desde etapas tempranas del desarrollo y potencialmente con la
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internalizacion de AA para el control de los niveles de moléculas oxidativas
generadas por la actividad fisica.

A nivel muscular se ha determinado que la actividad fisica incrementa los
niveles de agentes oxidantes y estimula mecanismos antioxidantes en el musculo
lento (Palomero y Jackson, 2010). Recientemente, Low y cols. (2011) han
determinado que la expresion de SVCT2 es incrementada durante el proceso de
diferenciaciéon e interesantemente como respuesta a la depolarizacion con altas
concentraciones de K" en miotubos de pollo. En este contexto, se ha observado
que la depolarizacion de membrana en miotubos regula un nimero aproximado de
400 genes, incluyendo el factor de transcripcion NFAT (Valdés y cols., 2008) e
isoformas lentas de troponina | (Juretic y cols., 2007), IL-6 (interleuquina
6)(Carrasco y cols., 2003), Hsp70 y Hmox-1 (Jorqueray cols., 2009) e isoformas
lentas y répidas de la troponina | en fibras aisladas de ratén (Casas y cols., 2010).

La expresion de genes especificos en el muasculo esquelético es
consecuencia de la activacion transcripcional de vias dependientes de calcio como
NFAT y MEF2. Al respecto, el andlisis in silico del promotor de SVCT2 de pollo
determiné la presencia de sitios consenso para los factores de transcripcion NFAT
y MEF2 (Low, 2010) y demostré que la expresion de SVCT2 es inducida por
depolarizacién con K* en miotubos de pollo, sugiriendo que la expresion del
transportador puede ser regulada positivamente en respuesta a depolarizacion de
membrana. Es por esta razon, que se procedié a evaluar la expresiéon de SVCT2
bajo patrones de estimulacion eléctrica que permiten la transicion fenotipica rapida
a lenta.

La plasticidad muscular rapida a lento en el tejido muscular ha sido inducida
experimentalmente como respuesta a la estimulacion eléctrica (Close, 1965; Pette
y Vrbova, 1985) y particularmente con patrones de baja frecuencia (10 Hz)
(Berchtold y cols., 2000). Nuestros resultados han demostrado que la expresion
de SVCT2 es incrementada en fibras aisladas de ratdén siguiendo un patrén similar
a la expresion de la isoforma lenta de la Troponina I. La aplicacién de pulsos
eléctricos de baja frecuencia (20 Hz) a fibras aisladas de raton aumentan los
niveles de expresion de Troponina | (Casas y cols., 2010). Por otro lado en
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miotubos de raton la depolarizacion de membrana inducida por estimulacion
eléctrica indujo un incremento en los niveles de expresion de SVCT2. Es por esta
razon que nosotros podemos concluir en base a nuestros resultados que la
depolarizacibn de membrana inducida por estimulaciéon eléctrica induce la
expresion de SVCT2 y otros genes lentos en las fibras musculares como parte del
proceso de plasticidad muscular in vitro.

7. La localizaciéon subcelular de SVCT2 es modificada en respuesta a

depolarizacion eléctrica

El masculo esquelético posee un rol fundamental en la mantencion de la
homeostasis de glucosa en el organismo (Hashiramoto y James, 2000; Ploug y
cols., 1998). En relacién a esto el transporte de glucosa a través de la membrana
es mediado por miembros tejido especificos de la familia de transportadores
facilitativos de glucosa, siendo GLUT4 la principal isoforma presente en el musculo
esquelético (Ploug y cols., 1998)

De forma interesante, los GLUTs, como se ha mencionado anteriormente,
también participan en la internalizacion de vitamina C, bajo su forma oxidada acido
dehidroascérbico (Rumsey y cols., 2000; Rumsey y cols., 1997). A diferencia de
lo observado para otras isoformas que se localizan a nivel del sarcolema, GLUT4
se localiza intracelularmente en estructuras tubulovesiculares y estructuras
asociadas a la red trans-Golgi (Dombrowski y cols., 1996; Ploug y cols., 1998;
Rodnick y cols., 1992). Se ha demostrado que la vesiculas que contienen GLUT-4
translocan y se fusionan con la membrana plasmatica a nivel de los tubulos
transversos en respuesta a insulina o ejercicio (Marette y cols., 1992; Rodnick y
cols., 1992), lo que incrementa la entrada de glucosa al misculo esquelético para
cubrir su demanda energeética.

Con el propésito de determinar los niveles de expresion y localizacion de
SVCT2, bajo condiciones que inducen la transicion fenotipica rapida a lenta, fibras
musculares aisladas de raton adulto fueron estimuladas con un patrén eléctrico de
20 Hz de frecuencia (Casas y cols., 2010). Nuestras observaciones determinaron
que asociado con el incremento en la expresion de SVCT2 a nivel de ARNm, se
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observé un incremento de SVCT2 a nivel de proteina. Este fendmeno fue similar a
lo observado por Low y cols., (2011) en miotubos de pollo depolarizados con altas
concentraciones de K*. En forma interesante y paralelamente, al incremento en los
niveles de expresion, se observé una redistribucion de la localizacién subcelular
de SVCT2 en las fibras estimuladas bajo un patrén de aspecto vesicular. Para
evaluar la relevancia de nuestros resultados se debe considerar en primera
instancia que el reticulo sarcoplasmico corresponde a un subdominio del reticulo
endoplasmico (Ezerman y Ishikawa, 1967; Nori y cols., 2004; Volpe y cols., 1992)
y que proteinas como calsecuestrina pueden movilizarse entre el reticulo
sarcoplasmico y el complejo de Golgi para ser modificadas por N-glicosilacion y
finalmente localizarse en su posicion definitiva, a nivel de las cisternas terminales
(Nori y cols., 2001).

Estos resultados abren la posibilidad de un mecanismo de trafico para SVCT2
desde dominios internos de membrana hacia el sarcolema facilitando con ello la
disponibilidad de vitamina C (Figura 30). Estas observaciones nos permite
cuestionarnos sobre los posibles mecanismos celulares involucrados en esta
redistribucion de SVCT2, la naturaleza de las estructuras vesiculares en las cuales
potencialmente son movilizadas y ademas de su rol a nivel del reticulo
sarcoplasmico en donde SVCT2 podria acumularse y eventualmente translocar al
sarcolema como respuesta a estimulos especificos como depolarizacion bajo
patrones de estimulacion eléctrica.

Una probable explicacion a la redistribucion de SVCT2 inducido por la
estimulacion eléctrica, consideraria que el transportador incrementaria su
expresion y posteriormente se localizaria en estructuras vesiculares que
potencialmente pueden translocar hacia otras localizaciones intracelulares como el
complejo de Golgi para ser modificados post-traduccionalmente o a nivel del
sarcolema para facilitar la internalizacion de vitamina C como respuesta a los
niveles de especies oxidativas que son generados en las fibras lentas producto de
su metabolismo oxidativo (Figura 30).
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VIIl. CONCLUSIONES

En este estudio determinamos la expresion de SVCT2 durante la etapa
post-natal del desarrollo muscular de pollo, donde se distribuye preferencialmente
en fibras lentas oxidativas. Adicionalmente, hemos correlacionado la modificacion
de los niveles de expresion de SVCT2 con el incremento del tamafio de las fibras
musculares, la proporcién de fibras con metabolismo oxidativo y la expresion de
las isoformas lenta y rapida de una proteina estructural del sarcomero como parte
de las caracteristicas morfolégicas, metabdlicas y moleculares que definen el
fenotipo muscular. Nuestros resultados sugieren, aun cuando SVCT2 se mantiene
particularmente elevado en las fibras musculares lentas oxidativas su expresion
disminuye el transcurso de la vida post-natal.

Por otra parte, los estudios de inmunolocalizacibn como fraccionamiento
subcelular nos permitieron circunscribir la localizacion del transportador a dominios
internos de membrana correspondientes a las regiones central del reticulo
sarcoplasmico en relacion topografica a la linea M del sarcomero.

Finalmente, abordamos la posible relacion causa-efecto entre la expresion
de SVCT2 y el fenotipo muscular por medio de ensayos de estimulacion eléctrica
en miotubos y fibras aisladas adultas. Observamos que en respuesta a una
estimulacion eléctrica que induce la modificacion del fenotipo muscular rapido
hacia uno lento, la expresion de SVCT2 se incrementa y sufre una redistribucion
de su patron de localizacion subcelular. Esto sugiere que el musculo esquelético
incrementa la expresion de SVCT2 con la finalidad de incorporar AA en
condiciones normales de actividad y durante la transicidbn plastica desde un
fenotipo muscular rapido-glicolitico a uno lento-oxidativo en donde es necesaria
debido a la alta tasa de generacion de especies oxidativas. Por ello, la expresion
de SVCT2 en el contexto del tejido muscular podria comportarse como un
mecanismo adaptativo contra el estrés oxidativo de forma similar a lo observado

para otros tejidos (Figura 30).
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Los hallazgos de mayor relevancia en este trabajo consideran:

SVCT2 se expresa en musculos lentos durante la etapa embrionaria tardia,
post-natal temprana y la adultez en aves

SVCT2 se expresa preferencialmente en fibras musculares lentas oxidativas

en un patrén intracelular en forma conservada entre aves y humano.

SVCT2 se localiza a nivel subcelular en la region central del reticulo

sarcoplasmico longitudinal in vitro e in vivo.

La expresiéon de SVCT2 es positivamente regulada durante la transicion
fenotipica rapido a lenta en fibras musculares adultas.

La localizacion de SVCT2 sufre una reorganizacion subcelular como
respuesta a la modificacion plastica del fenotipo.

La expresion de SVCT2 podria ser una consecuencia del proceso de
plasticidad muscular, permitiendo incorporar AA a fin de controlar las
especies oxidativas generadas por la actividad fisica.
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