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RESUMEN 
 

 Como consecuencia de su actividad física normal, el músculo esquelético 

genera especies oxidativas, las que en condiciones de ejercicio intenso, 

envejecimiento y ciertas patologías pueden producir daños a nivel tisular. Sin 

embargo, la oxidación es normalmente controlada por diversos mecanismos 

antioxidantes. Uno de los agentes antioxidantes más importantes del organismo 

corresponde a la vitamina C, la que se almacena en forma importante, en 

alrededor de un 50%, a nivel del músculo esquelético.  
Según sus propiedades metabólicas y funcionales, las fibras musculares 

pueden ser agrupadas en lentas y rápidas. El establecimiento definitivo del 

fenotipo de las fibras depende de la actividad contráctil en etapas post-natales, lo 

que se traduce en la expresión de genes específicos. Las fibras musculares 

poseen la capacidad de adaptarse funcionalmente modificando su fenotipo desde 

rápido a lento y viceversa, proceso denominado plasticidad muscular. Se sabe que 

este proceso está regulado por los niveles intracelulares de calcio. Debido a que 

importantes proteínas 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 expresión del 

transportador de la forma reducida de la vitamina C SVCT2 en fibras musculares 

lentas de pollo y mamíferos, incluyendo humanos, donde se distribuye con un 

patrón intracelular. En cultivos de células musculares, hemos descrito que la 

expresión de SVCT2 es regulada positivamente durante la diferenciación y por la 

depolarización de membrana. 

 En su conjunto, estas evidencias nos permitieron plantearnos como 

hipótesis que: La expresión y localización subcelular del transportador de vitamina 

C SVCT2 se correlaciona con los cambios fenotípicos y funcionales del desarrollo 

post-natal del músculo esquelético. 
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 Como primera aproximación experimental, en este trabajo se determinó el 

patrón de expresión de SVCT2 en músculos esqueléticos durante la etapa adulta, 

encontrándose preferencialmente en fibras musculares lentas oxidativas. 

Observamos que SVCT2 se expresa en músculos lentos durante el desarrollo 

post-natal pero decae progresivamente hacia la adultez comparado con la etapa 

embrionaria, sugiriendo que la incorporación de vitamina C a través de este 

transportador tiene distintas funciones durante el desarrollo del músculo 

esquelético. 

Para analizar la localización de SVCT2 en las fibras musculares lentas 

oxidativas se realizaron ensayos de inmunohistoquímica y fraccionamiento 

subcelular de membranas de fibras musculares adultas. De forma interesante, 

encontramos que SVCT2 se distribuye bajo un patrón estriado transversal y que 

segrega junto a proteínas asociadas a membrana, lo que nos permite sugerir que 

SVCT2 se localiza en dominios de membrana intracelular. Por comparación 

topológica con distintos marcadores de membranas internas y del sarcómero, 

concluimos que SVCT2 se localiza en cercanía al retículo sarcoplásmico. 

Resultados similares fueron obtenidos en cultivos primarios de miotubos de pollo. 

Finalmente, estudiamos el efecto de la actividad contráctil en condiciones 

que estimulan transiciones fenotípicas sobre la expresión y localización de SVCT2 

utilizando cultios primarios y fibras musculares aisladas de ratón como modelos. 

Nuestros resultados mostraron un aumento en la expresión de SVCT2 por la 

depolarización. Por otra parte, este estímulo resultó en un cambio en la 

distribución subcelular de SVCT2.  

Nuestros resultados se insertan en un modelo de trabajo que  propone que 

durante el desarrollo post-natal del músculo la expresión y localización subcelular 

de SVCT2 modularía el estado redox, lo que a su vez regularía los niveles 

intracelulares de calcio y, con ello la definición de las características 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. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

En el músculo esquelético de vertebrados co-existen distintos tipos de fibras 

musculares, que son clasificadas según criterios morfológicos, histoquímicos, 

metabólicos, funcionales y de expresión génica en fibras lentas y rápidas  (Brooke 

y Kaiser, 1969; Pette y Staron, 2000; Schiaffino y Reggiani, 1996). Su condición 

fenotípica puede ser modificada producto de estímulos externos permitiendo 

cambiar su condición desde lenta a rápida o viseversa, proceso definido como 

plasticidad muscular  (Berchtold y cols.,  2000; Close, 1965; Dubowitz y Newman, 

1967; Pette y Staron, 2001; Pette y Vrbová, 1985). 

Como consecuencia de la actividad física normal y otros factores como 

envejecimiento y ciertas patologías, se incrementa la tasa de síntesis de agentes 

oxidantes como especies reactivas del oxígeno (ROS) y especies reactivas del 

nitrógeno (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 física 

prolongada o de alta intensidad puede producir daño 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 convirtiéndolos en moléculas menos reactivas o 

previniendo la transformación de ROS con menor reactividad a formas más 

reactivas (McGinley y cols.,  2009). Dentro de los agentes antioxidantes que 

poseen esta propiedad se encuentran los que forman parte del sistema 

antioxidante no enzimático: β-caroteno, glutatión, acido úrico, ácido lipoíco, 

vitamina E y vitamina C  (McGinley y cols.,  2009). Aún cuando la vitamina C es el 

antioxidante hidrosoluble más importante del organismo, son escasamente 

conocidas sus funciones y su dinámica de transporte en el músculo esquelético 
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(Frei y cols.,  1989). Recientemente, estudios realizados in vivo e in vitro han 

determinado la expresión 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 expresión de SVCT2 en la inducción y/o 

mantención del fenotipo muscular lento oxidativo.  

 
1. Músculo esquelético 
1.1. Miogénesis 
El desarrollo del músculo esquelético requiere de una concertada serie de 

eventos morfogenéticos altamente regulados temporal y espacialmente en el 

embrión denominado miogénesis, que permite la fusión de células musculares 

progenitoras mononucleadas, mioblastos y su posterior diferenciación a células 

multinucleadas o miotubos (Biressi y cols.,  2007; Buckingham, 2006; Ciciliot y 

Schiaffino, 2010; Perry y Rudnick, 2000; Pownall y cols.,  2002). Factores 

extrínsecos secretados por tejidos adyacentes como el tubo neural, notocorda, 

mesodermo lateral y ectodermo, así como miembros de la familia de factores 

reguladores de la miogénesis (MRF) han sido identificados y determinado su 

participación durante la miogénesis (Bryson-Richardson y Currie, 2008; Ludolph y 

Konieczny, 1995).  

Las células musculares son generadas en el embrión en dos etapas. En 

una fase temprana, la fusión de los mioblastos “embrionarios” origina a los 

miotubos primarios. En la fase tardía, la disposición de mioblastos “fetales” en la 

superficie de los miotubos primarios resulta en la formación de los miotubos 

secundarios (Duxson y cols.,  1989; Kelly y Zacks, 1969). Sin embargo, ambos 

tipos de miotubos continúan creciendo producto de la fusión sucesiva de 

mioblastos en el período postnatal (Wigmore y Dunglison, 1998).  

Paralelamente a la formación de las fibras musculares, los extremos 

terminales de las motoneuronas comienzan a migrar hacia las fibras para 

establecer su inervación (Fredette y Landmesser, 1991a 1991b; Landmesser, 

1978). Se ha determinado que la inervación es fundamental en la determinación 
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del fenotipo de las fibras musculares (Buller y cols.,  1960; DiMario y Stockdale, 

1997; Rafuse y cols.,  1996), permitiendo la activación de mediadores 

intracelulares y finalmente la expresión de genes y proteínas específicas 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 región periférica de la fibra muscular, específicamente entre la 

lámina basal y la membrana plasmática de la fibra (Mauro, 1961). Durante el 

desarrollo peri y post-natal un gran número 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 más del 90% de los 

núcleos 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 daño del tejido muscular, permitiendo su 

regeneración (Ciciliot y Schiaffino, 2010; Collins y cols.,  2005; Jansen y Pavlath, 

2008). 

 

1.2. Estructura del músculo esquelético 
El tejido muscular esquelético está constituido por las fibras musculares  

(Berchtold y cols.,  2000).  Las fibras musculares se asocian en grupos o 

fascículos envueltos por vainas de tejido conectivo que le otorgan soporte 

nutricional y estructural al tejido muscular, permitiendo la irrigación sanguínea y el 

desarrollo de movimiento independiente a cada fibra y fascículo. Externamente el 

músculo esquelético está rodeado por una capa de tejido conectivo denominada 

epimisio. El epimisio se internaliza en la masa muscular rodeando a todos los 

fascículos 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 cilíndrica de  

longitud y diámetro variable que en humanos su longitud varía desde 1 mm hasta 
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más de 30 cm. Su diámetro oscila entre 10 a 100 µm (Genneser, 2000). Además, 

las fibras musculares son multinucleadas en donde la disposición de los núcleos 

es restringida a las regiones periféricas. La membrana plasmática, denominada 

sarcolema, envuelve completamente a las fibras musculares y penetra en la fibra 

formando los túbulos transversos o túbulos T. En el interior de cada fibra muscular, 

sarcoplasma, se distribuyen los organelos como el retículo sarcoplásmico, 

Complejo de Golgi, mitocondrias e inclusiones celulares, como glucógeno y gotitas 

lipídicas. El sarcoplasma está ocupado mayoritariamente por numerosas fibrillas 

dispuestas en orientación paralela, denominadas miofibrillas (Genneser, 2000).  

Ultraestructuralmente, las miofibrillas están constituidas por haces de 

miofilamentos alineados, que constituyen los sarcómeros. En estos sarcómeros la 

disposición característica de sus componentes estructurales determina la 

apariencia estriada propia de este tipo muscular. Cada sarcómero, está constituido 

por regiones oscuras o banda A flanqueada por dos regiones claras o bandas I, 

conformada principalmente por actina, troponina y tropomiosina. La banda A, 

constituida mayoritariamente por miosina, presenta una línea densa central, la 

línea M, que se encuentra a su vez delimitada por una región translúcida o banda 

H. Los miofilamentos de actina en  la banda I se encuentran anclados a una región 

densa central denominada línea Z (Genneser, 2000) (Figura 1). 

 

RSURSL Triada

RS
TT

M
AI

Z

Mionúcleos

Sarcoplasma

Sarcolema

Miofibrillas

 
 

Figura 1: Representación esquemática de una fibra muscular esquelética 
adulta. Retículo sarcoplásmico (RS), retículo sarcoplásmico longitudinal (RSL), 

retículo sarcoplásmico unión (RSU), túbulos transversos (TT). 
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Aún cuando las fibras musculares presentan una estructura similar, existen 

importantes características que permiten distinguirlas en distintos tipos. 

 

1.2.1. Criterios de clasificación de las fibras musculares esqueléticas 
Las fibras musculares han sido clasificadas según criterios morfológicos, 

bioquímicos y funcionales en los tipos I, IIA y IIB. Las fibras tipo I, presentan un 

metabolismo oxidativo en donde la utilización de carbohidratos y lípidos son las 

principales vías de generación de ATP durante ejercicios prolongados. Por otra 

parte, presentan una menor actividad ATPásica miofibrilar (mATPasa), una 

velocidad lenta de contracción y son altamente resistentes a la fatiga. Esto 

último se relaciona con una disminución de la función contráctil derivado de la 

disminución del pH producto de la formación de iones hidrógeno y lactato. Las 

fibras tipo IIB, presentan un metabolismo glicolítico siendo la principal vía de 

síntesis de ATP la degradación de fosfocreatina (PCr) y glicógeno. Además se 

caracterizan por poseer una mayor actividad mATPasa, una rápida velocidad de 

contracción y son fácilmente fatigables. Las fibras tipo IIA, presentan un 

metabolismo glicolítico y oxidativo, además se caracterizan por una rápida 
velocidad de contracción, alta actividad mATPasa y son medianamente resistentes 

a la fatiga. Debido a estas características son consideradas como fibras 

musculares intermedias (Ashmore y Doerr, 1971; Barnard y cols.,  1971; Morgan y 

Proske, 1984).  

La clasificación de las fibras musculares puede complementarse con la 

determinación de la expresión 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 retículo sarcoplásmico (SERCA) (Kaprielian y Fambrough, 

1987) y Proteína C (Obinata y cols.,  1984), Tropomiosina (Kardami y cols.,  1983), 

Troponina C (Dhoot y Perry, 1979), Troponina I (Koppe y cols.,  1989) y Troponina 

T (Perry, 1998). Así mismo, se distinguen en la expresión de genes adaptativos 

que codifican para enzimas representativas de las vías glicolíticas y aeróbico 

oxidativas, como lactato dehidrogenasa (LDH), citrato sintasa (CS) y 

fosfofructoquinasa (PFK) (Plomgaard y cols.,  2006). Adicionalmente, la 
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determinación de la actividad metabólica de enzimas como la succinato 

dehidrogenasa (SDH), glicerofosfato dehidrogenasa (GPDH) y nicotinamida 

adenina dinucleótida 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 músculos de las extremidades, abundan 

las fibras musculares rápidas tipo II (Ijkema-Paassen y Gramsbergen, 2005). En 

cambio, las fibras musculares lentas tipo I son más abundantes en músculos 

relacionados con la postura corporal (Ijkema-Paassen y Gramsbergen, 2005). 

Diversos estudios han determinado que en músculos de ratas, conejos y humanos 

las fibras presentan una compartimentalización anatómica, ubicándose en las 

regiones profundas de las masas musculares las fibras tipo I y IIA. En cambio, las 

fibras tipo IIB se distribuyen en las regiones superficiales (Gottschall y cols.,  1980; 

Johnson y cols.,  1973; Lexell y cols.,  1994; Sirca y Kostevc, 1985; Sjöström y 

cols.,  1992). La relación existente entre fibras lentas y rápidas dentro de un 

músculo determina en forma directa la actividad contráctil que ellas desempeñan.  

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 mamíferos. 

 

1.2.2. Músculo esquelético en aves 
La clasificación de las fibras musculares en aves es similar a las 

observadas en mamíferos, es decir se presentan los tipos I, IIA y IIB. Sin embargo, 

las fibras musculares de aves presentan aspectos diferenciales con respecto a los 

mamíferos. Para tal efecto, el análisis de los músculos Latissimus dorsi anterior 

(LDAL) y Latissimus dorsi posterior (LDPR) de pollos ha sido clave para establecer 

estas diferencias, debido a que estos han sido caracterizados por la composición 

de sus fibras en lento y rápido, respectivamente.  

Las fibras musculares lentas observadas en LDAL poseen actividad 

mATPasa idéntica a lo observado en fibras lentas de mamíferos y su patrón de 

inervación está definido por múltiples puntos de contacto generados por una 
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misma motoneurona (Page, 1969). El retículo sarcoplásmico en las fibras 

musculares de aves, se extiende entre los túbulos T dispuestos en las líneas Z 

separándose en dos secciones: una denominadas retículo sarcoplásmico 

longitudinal, constituidos por un sistema de túbulos interconectados que se 

fusionan a nivel de la línea M, rodeando completamente a la miofibrilla y el retículo 

sarcoplásmico de unión , una sección de túbulos interconectados localizados en 

estrecha relación a la línea Z (Hikida, 1972; Page, 1969). Sin embargo, desde el 

punto de vista ultraestructural, la organización del sistema sarcotubular (retículo 

sarcoplásmico y túbulos T) en fibras lentas es menos ordenada que en fibras 

rápidas (Hikida, 1987). 

 Fisiológicamente, las fibras de los músculos LDAL de aves presentan una 

velocidad de contracción 5 a 7 veces más lenta en comparación con fibras rápidos 

de LDPR  (Hník y cols.,  1967). Esta observación se correlaciona con la  capacidad 

de estas fibras para mantener la tensión por un período más prolongado, 

participando directamente en la mantención de la postura corporal (Rall y 

Schottelius, 1973).  

  
1.3. Definición del fenotipo de las fibras musculares 

La mayoría de los músculos esqueléticos presentan una composición 

heterogénea, debido a que en el transcurso de su desarrollo comienza el 

establecimiento de los distintos tipos de fibras musculares a través de procesos 

que dependen de la naturaleza de sus precursores musculares (DiMario y 

Stockdale, 1997; Miller y Stockdale, 1986), la inervación (Buller y cols.,  1960; 

DiMario y Stockdale, 1997; Rafuse y cols.,  1996) y la actividad física (Demirel y 

cols.,  1999; Pette y Staron, 2001).  

 Particularmente en aves, las fibras primarias (miotubos primarios) definen 

tempranamente su fenotipo en lento o rápido, mientras que las secundarias 

(miotubos secundarios) poseen un fenotipo rápido (Fredette y Landmesser, 1991b; 

Stockdale, 1992).  

Un aspecto fundamental en la adquisición del fenotipo en las fibras 

musculares, depende de modificaciones en la expresión génica en respuesta  a 
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diversos estímulos fisiológicos (Bassel-Duby y Olson, 2006; Fluck, 2006; Pette y 

Staron, 2001). Estos cambios incluyen activación de genes que pueden ser 

“adaptativos”, si modulan una respuesta rápida a estímulos 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 metabólicas se comportan como genes adaptativos (Plomgaard y cols.,  

2006). De hecho, se ha determinado que la adaptación del músculo esquelético 

frente a actividad física se encuentra asociada con un incremento en la capacidad 

respiratoria, reflejado en un alza en los niveles de expresión de algunos 

componentes de la cadena respiratoria, ATP sintasa, enzimas involucradas en los 

ciclos del citrato y beta-oxidación de ácidos grasos y el transportador de glucosa 

GLUT4 (Baar y cols.,  2002).  

Otro factor importante en la determinación del fenotipo corresponde a la 

inervación. Durante el desarrollo embrionario, la estructuración de las fibras 

musculares se acompaña de la migración 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 músculo lento, Medial 

adductor (MAL) como de uno rápido como Pectoral major (PMR) demuestran que 

los miotubos, independiente de su origen, expresan el marcador de fenotipo rápido 

(MHC rápida). Sin embargo, cuando son co-cultivados con explantes de médula 

espinal de embriones de pollo, sólo 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 inervación y la naturaleza de los mioblastos regulan 

mecanismos específicos que conducen a la expresión génica diferencial en las 

fibras musculares. 

Producto de la inervación en las fibras musculares, se desencadenan 

señales intracelulares que estimulan la liberación sostenida de calcio desde el 

retículo sarcoplásmico (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 
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(IP3R) (Berchtold y cols.,  2000). Las modificaciones en las concentraciones 

intracelulares de calcio [(Ca+2)i] resultan en la activación de mediadores 

intracelulares y, finalmente, en la expresión de genes específicos 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 rápido y viceversa, en un proceso 

denominado “plasticidad muscular”. Este proceso ha sido inducido 

experimentalmente por estudios de inervación cruzada (Close, 1965; Dubowitz y 

Newman, 1967; Pette y Vrbová, 1985), entrenamiento físico (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 miotonías y parálisis (Berchtold y cols.,  2000). Además se ha 

inducido in vitro en cultivos primarios de miotubos producto de la depolarización 

(Crew y cols.,  2010; Jiang y cols.,  2006; Jordan y cols.,  2005). Los experimentos 

de inervación cruzada sugieren una función 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 rápidas o 

lentas en sus contrapartes post-sinápticas. Sin embargo, experimentos de 

estimulación crónica directa en músculos de rata mostraron transiciones 

reversibles de fibras musculares (Windisch y cols.,  1998). Así, se ha demostrado 

que la transición fenotípica de las fibras musculares desde uno rápido a lento 

puede ser realizada a través de la aplicación de patrones eléctricos de baja 

frecuencia (10 Hz) homologando de esta manera a un ejercicio de resistencia. 

Este proceso puede ser revertido con la estimulación bifásica de alta frecuencia 

(100 Hz) de forma similar a lo producido en un ejercicio anaeróbico (Berchtold y 

cols.,  2000).  

Estos antecedentes sugieren que la plasticidad muscular estaría mediada 

por moléculas intracelulares asociadas a la actividad eléctrica y por vías de 

transducción de señales que resultan en cambios en los niveles de expresión 
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génica. De hecho, una de las principales modificaciones fenotípicas durante la 

plasticidad muscular está basada en la sustitución de proteínas estructurales del 

sarcómero como las cadenas pesadas de miosina (Hoppeler y Flück, 2002; Liu y 

cols.,  2005; Pette y Staron, 2000), Proteína C (Obinata y cols.,  1984), 

Tropomiosina (Kardami y cols.,  1983) y del Complejo Troponina (Dhoot y Perry, 

1979; Koppe y cols.,  1989; Perry, 1998), así como de proteínas relacionadas con 

la homeostasis de calcio como bomba Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico 

(Kaprielian y Fambrough, 1987). Sin embargo, las fibras musculares pueden 

adaptarse frente a estímulos externos sin modificar sus propiedades estructurales, 

sino que a expensas de modificaciones metabólicas (Plomgaard y cols.,  2006). 

Un ejemplo de esto es PGC-1α (co-activador 1α), factor de transcripción que 

promueve la biogénesis mitocondrial permitiendo adaptar metabólicamente al 

músculo frente al ejercicio, que se expresa principalmente en fibras lentas, pero 

que frente a ejercicio o estimulación eléctrica puede aumentar su expresión en 

fibras rápidas (Crew y cols.,  2010). Interesantemente, la sobreexpresión de PGC-

1α es suficiente para inducir un cambio fenotípico moderado en la fibra, 

aumentando de forma importante los niveles de enzimas oxidativas (Lin y cols.,  

2002). De esta manera la expresión de ciertos genes adaptativos en las fibras 

puede ser modificada en ausencia de regulación de genes estructurales. 

 

2.1. Rol del calcio en la plasticidad muscular 
Uno de los factores involucrados en la fisiología muscular y particularmente 

en el fenómeno de plasticidad muscular corresponde al ion calcio. En el músculo 

esquelético el calcio se encuentra almacenado a nivel del retículo sarcoplásmico y 

su liberación hacia el sarcoplasma es producida principalmente durante el proceso 

de contracción muscular (Genneser, 2000).  

En respuesta a la depolarización se produce la activación de los receptores 

de dihidropiridina (DHPR), los canales de calcio sensibles a voltaje, que 

interactúan directamente con el receptor de rianodina, permitiendo la liberación de 

calcio desde el retículo sarcoplásmico hacia el sarcoplasma (Berchtold y cols.,  

2000; Genneser, 2000; Gommans y cols.,  2002). En condiciones de reposo, la 
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[(Ca2+)i] es de 50 nM y producto de la liberación de Ca2+ desde el retículo 

sarcoplásmico, esta concentración es elevada localmente en aproximadamente 

100 veces (Berchtold y cols.,  2000). El calcio liberado al citosol se une al 

Complejo Troponina posibilitando la interacción entre los filamentos de actina y 

miosina contrayendo el sarcómero y de esta manera a la fibra y al músculo en su 

totalidad, mediante la hidrólisis de ATP (Huxley y Hanson, 1954). 

Una vez realizada la contracción, los iones Ca2+ a nivel sarcoplásmico se 

unen a proteínas como calmodulina y parvalbúmina en fibras lentas y rápidas, 

respectivamente para ser posteriormente reingresados al retículo sarcoplásmico 

por la bomba Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico (Berchtold y cols.,  2000).  

A través del análisis de las ondas de calcio generadas por depolarización 

de cultivos primarios de miotubos de rata con altas concentraciones de KCl (84 

mM), se ha demostrado que el aumento de calcio intracelular tiene dos 

componentes, una fase transitoria rápida asociada a procesos de 

excitación/contracción, regulada por los receptores de rianodina, y una fase 

transitoria lenta, asociada a procesos de estimulación 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 activación de las vías de señalización 

dependientes de calcio son fundamentales para la determinación del fenotipo en 

las fibras musculares. A la fecha se han determinado al menos 3 posibles vías de 

señalización que inducen la transición desde el fenotipo rápido 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 vía calcineurina/NFAT, en donde la activación 

de calcineurina (CaN) por calcio produce una desfosforilación y activación del 

factor de transcripción NFATc (Nuclear factor of activated T-cells) que transloca 

desde el sarcoplasma al núcleo, induciendo la expresión de genes específicos del 

fenotipo lento. En la segunda vía, el aumento de [(Ca2+)i] activa a la calmodulina 

quinasa (CaMK) fosforilando a la proteína deacetilasa de histonas (HDAC) y 

liberándola del complejo formado con MEF2 (factor estimulador muscular 2) 

permitiendo disminuir de esta manera la supresión sobre la expresión de genes 
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lentos. Por último, una tercera posible vía de señalización que combina las 

anteriores e involucra la entrada de CaN al núcleo, induciendo una desfosforilación 

de MEF2 y un  incremento en la activación de la expresión de genes del fenotipo 

lento (Liu y cols.,  2005). 

La transición fenotípica muscular está en directa relación con una 

modificación de la actividad metabólica en las fibras. En este sentido, las fibras 

musculares rápidas que se transforman en lentas llevan asociadas cambios en la 

expresión de enzimas metabólicas que modifican el metabolismo glicolítico a uno 

oxidativo, caracterizado por una mayor síntesis de metabolitos oxidantes que 

representan un potencial daño al tejido muscular si no son regulados 

eficientemente. 

 
3. Especies oxidativas en el músculo esquelético 
3.1. Especies oxidativas y estrés oxidativo  

La síntesis de radicales libres, moléculas que poseen una elevada 

capacidad oxidativa, como superóxido (O2
-.), radical hidroxilo (OH-) y peróxido de 

hidrógeno (H2O2) miembros de las especies reactivas de oxígeno (ROS) y 

especies reactivas del nitrógeno (RNS) como óxido nítrico (NO), por parte de las 

fibras musculares ocurre como consecuencia de la actividad física 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 producción de radicales libres y metabolitos 

reactivos y su eliminación por mecanismos especializados, sistemas antioxidantes, 

se define como estrés oxidativo (Ďuračková, 2010; Powers y Jackson, 2008). Se 

ha descrito que la excesiva generación de radicales libres puede producir daño a 

nivel de estructuras de membrana, fragmentación del ADN y proteínas, generando 

en las últimas su agregación e incrementando su susceptibilidad a degradación 

proteolítica (Clarkson y Thompson, 2000; Davies y cols.,  1982; Duarte y Lunec, 

2005; McGinley y cols.,  2009). Aún cuando, los agentes oxidantes producidos en 

exceso son dañinos, se ha propuesto que bajos niveles de ROS y RNS presentan 

una influencia directa en la regulación de la actividad contráctil, alterando la 
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producción de la fuerza y la resistencia muscular, así como la modulación del 

transporte de glucosa en fibras rápidas (McGinley y cols.,  2009; Reid y Durham, 

2002). Por otra parte, se ha propuesto que los ROS y RNS ejercen efectos 

crónicos en la expresión génica muscular mediante la activación de factores de 

transcripción como HSF1 (factor de transcripción de shock térmico 1) y NF-kB 

(factor de transcripción nuclear kappa B) (McGinley y cols.,  2009; Reid y Durham, 

2002).  

Estos antecedentes sugieren que los ROS pueden regular la funcionalidad 

del músculo esquelético y que un entrenamiento físico sistemático podrían resultar 

en una disminución lenta y progresiva de los niveles de estrés oxidativo. 

Adicionalmente, la generación de especies oxidativas permitirían inducir la 

expresión de genes específicos en las fibras musculares. 

 

3.2. Mecanismos antioxidantes en el músculo esquelético 

El músculo esquelético ha desarrollado mecanismos antioxidantes como 

una forma de contrarrestar los potenciales efectos nocivos de los radicales libres 

durante períodos de alta producción de ROS como el ejercicio intenso y 

prolongado sobre estructuras de membranas, proteínas y el ADN (Powers y 

Jackson, 2008). Los mecanismos antioxidantes son clasificados como enzimáticos 

y no enzimáticos. 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 enzimático, se consideran: 

superoxido dismutasa (MuSOD, CuZnSOD), glutatión peroxidasa (GPx) y 

catalasa. Por otra parte, glutatión (GSH), β-caroteno, co-enzima Q10 (CoQ10), 

ácido lipoico, ácido úrico, vitamina E y vitamina C, son considerados como 

sistemas no enzimáticos (Jackson y Palomero, 2007; McGinley y cols.,  2009). 

Es por esta razón que una adecuada regulación de los niveles de especies 

reactivas por parte de las moléculas antioxidantes, como la vitamina C, tendría un 

rol relevante en la fisiología muscular y particularmente en su adaptación frente a 

estímulos externos como la actividad física. Es importante señalar que en las 

fibras musculares lentas con metabolismo oxidativo, los sistemas antioxidantes 
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presentan una mayor actividad como es el caso de superóxido dismutasa, 

glutatión peroxidasa, catalasa y glutatión  (Criswell y cols.,  1993; Leeuwenburgh y 

cols.,  1997; Powers y cols.,  1994; Powers y Jackson, 2008). En este contexto, la 

vitamina C podría ser uno de los agentes antioxidantes no enzimático más 

relevante en la disminución 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 ácido débil llamado ácido L-ascórbico 

(AA), posee una estructura de lactona (C6H8O6) 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 anión ascorbato y es la forma predominante a pH fisiológico en los 

fluidos corporales (Wilson, 2005). Cuando el anión ascorbato actúa como 

antioxidante puede ser parcialmente oxidado a ácido semi-dehidroascórbico y 

posteriormente oxidarse a ácido L-dehidroascórbico (DHA) (Wilson, 2005). 

En la mayoría de los mamíferos, la vitamina C es sintetizada a partir de 

glucosa a nivel hepático (Padayatty y cols.,  2003). Sin embargo, distintas 

especies de mamíferos tales como humanos, primates y cobayos carecen de la 

capacidad de sintetizar vitamina C de novo a partir de azúcares a nivel hepático, 

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 plasmáticas de vitamina C alcanzan valores 

del orden de 30-60 μM (Capellmann y cols.,  1994). Sin embargo, algunos tejidos 

como la glándula adrenal, el hígado, el bazo y el cerebro, pueden exceder hasta 

100 veces las concentraciones plasmáticas de vitamina C (Moser, 1987; Schorah, 

1992). Los niveles de AA en el organismo son mantenidos por medio de dos 

mecanismos; 1) absorción de AA a nivel de las células epiteliales intestinales y 2) 

reabsorción en las células de los túbulos contorneados proximales del riñón, 

desde donde se distribuye a los demás tejidos (Castro y cols.,  2008; Rose, 1986).  

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

procesos biológicos actuando como co-factor enzimático para reacciones como la 
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hidroxilación post-traduccional del colágeno, la biosíntesis de carnitina, la 

conversión del neurotransmisor dopamina a norepinefrina, la amidación peptídica 

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 función 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 acción antioxidante descrita para la vitamina C, se ha 

propuesto que su incorporación a la dieta tendría un efecto protector contra la 

progresión de enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares con una 

importante contribución de daño 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 metabólica como es el tejido muscular.  

 

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

En los últimos años, se ha dado un fuerte énfasis a la posibilidad de que la 

suplementación con antioxidantes pueda interferir con el estrés oxidativo e inducir 

adaptación en el músculo esquelético (McGinley y cols.,  2009; Peake, 2003; Urso 

y Clarkson, 2003). De esta manera, diferentes estudios han investigado los efectos 

de la suplementación con vitamina C y E, individualmente o juntas, para proteger 

al músculo esquelético de la oxidación inducida por ejercicio (Evans, 2000; 

McGinley y cols.,  2009; Packer, 1997; Yfanti y cols.,  2010). Aún cuando los 

resultados de estos estudios son difíciles 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 administración), protocolos de ejercicio y 

poblaciones heterogéneas (McGinley y cols.,  2009) existen estudios que han 

mostrado una disminución de los niveles de marcadores de daño muscular en 

pacientes ejercitados tratados con una suplementación de vitamina C (Evans, 

2000; Packer, 1997). Sin embargo, otros estudios muestran que los niveles 
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plasmáticos de marcadores moleculares como creatina quinasa (marcador de 

daño muscular) o malondialdehído (MDA) (marcador de  peroxidación lipídica), así 

como los síntomas de daño muscular como dolor y debilidad, disminuyen 

levemente en pacientes tratados con vitamina C (Thompson y cols.,  2001; Yfanti y 

cols.,  2010). Por lo tanto, aún existe controversia respecto del efecto protector de 

vitamina C contra el estrés oxidativo en el músculo esquelético (McGinley y cols.,  

2009; Peake, 2003). 

Un aspecto importante es que los potenciales efectos positivos de vitamina 

C sobre el equilibrio redox intracelular dependerán 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 hígado y los pulmones, donde se detectó un porcentaje importante de la marca 

radioactiva total (Toutain y cols.,  1997). Sin embargo, de acuerdo a su 

abundancia relativa, se determinó que el músculo 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 deberían expresarse 

transportadores funcionales que permitan internalizar vitamina C en las fibras. 
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5.1. Transporte de DHA mediado por GLUTs en músculo 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 incorporación 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 enzimáticos 

(Bánhegyi y cols.,  1997; Braun y cols.,  1997; Liang y cols.,  2001; Nualart y cols.,  

2003). 

En células musculares la expresión de distintas isoformas de GLUTs (1, 3 y 

4) ha sido reportada tanto in vitro en la línea celular L6 (Bilan y cols.,  1992; 

Mitsumoto y cols.,  1991) como in vivo en músculo 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 músculo esquelético. Lo que sugiere la existencia de estas vías 

de transporte de vitamina C en las células musculares. 

 

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

5.2.1. Características generales 
Los co-transportadores de sodio y vitamina C pertenecen a una familia de 

proteínas que incluye a transportadores de nucleobases, tales como purina 

permeasas (UapC), transportador bacterial de xantina (PbuX) y el transportador de 

uracilo (UraA) (Faaland  y 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 Slc23a1 y Slc23a2, 

respectivamente (Faaland  y cols.,  1998; Meintanis y cols.,  2000). La estructura 

predicha mediante análisis 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 aminoacídica, SVCT1 y SVCT2 

presentan  variaciones en su tamaño y masas moleculares según la especie. En 

rata, SVCT1 y SVCT2 poseen 604 y 592 aa (Tsukaguchi y cols.,  1999), mientras 

que en ratón tienen 605 aa (Faaland y cols., 1998) y 647 aa (Gispert y cols.,  

2000), respectivamente. En humanos SVCT1 presenta 598 aa, mientras SVCT2 

posee 650 aa (Daruwala y cols.,  1999; Faaland  y cols.,  1998; Liang y cols.,  

2001; Rajan y cols.,  1999; Wang y cols.,  1999). Adicionalmente, se han 

identificado sitios potenciales para N-glicosilación y de fosforilación por proteína 

quinasa A (PKA) y proteína quinasa C (PKC) (Liang y cols.,  2001). En cuanto a 

sus masas moleculares, se ha descrito que SVCT1 y SVCT2 poseen masas entre 

65 y 75 kDa (García 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 determinación de las masas moleculares para los SVCTs se presentan como 

datos controversiales, reportándose similares a las detectadas en ratón y rata 

(Kang y cols.,  2007; Liang y cols.,  2002; Lutsenko y cols.,  2004) o de 

aproximadamente 50 kDa como lo observado en neuronas, plaquetas 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 específicas 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, así como del sistema de 

expresión empleado (Savini y cols.,  2008). Para las isoformas humanas se han 

descrito constantes de Michaelis-Menten (Km) del orden de 65-237 μM para 

SVCT1 y de 8-62 μM 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 expresión analizados, SVCT1 muestra una mayor velocidad máxima 

(Vmáx) 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.  



19 
 

5.2.2. Regulación de los transportadores SVCTs 
Diversos ensayos in vitro han determinado que la síntesis de SVCT2 es 

incrementada como respuesta a distintos agentes, como el  factor de crecimiento 

epidermal en una línea celular de trofoblastos humanos (Biondi y cols.,  2007) y en 

la activación de plaquetas humanas con ésteres de forbol o trombina (Savini y 

cols.,  2007). De manera similar, se ha demostrado que la expresión del SVCT2 es 

regulada durante la diferenciación de células nerviosas, óseas, 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 

expresión y funcionalidad de los SVCTs es regulada por modificaciones post-

traduccionales del tipo N-glicosilación y fosforilación debido a la presencia de sitios 

de regulación en la secuencia aminoacídica (Faaland  y cols.,  1998; Liang y cols.,  

2001; Subramanian y cols.,  2008; Tsukaguchi y cols.,  1999). Otra posible forma 

de regulación 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 inserción de 4 

aminoácidos (VGLH), ubicados entre E155 y V156, la que no sería funcional 

respecto al transporte (Wang y cols.,  1999). En cambio en hSVCT2, la variante 

corresponde a una proteína truncada de sus dominios transmembrana 5, 6 y parte 

del 4 con respecto a la proteína original, y que actuaría como dominante negativo 

del transporte de vitamina C (Lutsenko y cols.,  2004). 

Las diferencias en cuanto a las propiedades cinéticas y los mecanismos de 

regulación de los SVCTs sugieren que ambas isoformas podrían tener un rol 

funcional en el organismo. Es por este motivo que se ha estudiado su distribución 

y patrón de expresión en los diferentes tejidos. 

 

5.3. SVCTs en el músculo esquelético 
La caracterización inicial del patrón de expresión de SVCTs mediante 

ensayos de Northern blot no mostró resultados positivos en músculo esquelético 

(Tsukaguchi y cols.,  1999). Evidencias posteriores mostraron una débil expresión 
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del transcrito de SVCT2 en músculo esquelético de ratón (Kuo y cols.,  2004). 

Además, ratones heterocigotos SVCT2+/- mostraron una disminución de AA en 

músculo esquelético, lo que sugiere que SVCT2 es funcional en este tejido (Kuo y 

cols.,  2004). Posteriormente, el ARNm de SVCT2 fue detectado en dos líneas 

celulares musculares, C2C12 de ratón y L6C5 de rata (Savini y cols.,  2005). En 

ambas líneas celulares se demostró que los niveles de expresión del ARNm para 

SVCT2 y el transporte de AA disminuyen durante la diferenciación muscular in 

vitro (Savini y cols.,  2005). Por otra parte, se ha establecido que la expresión de 

SVCT2 a nivel de ARNm y proteína son reguladas positivamente por el tratamiento 

con H2O2 en miotubos C2C12 sugiriendo que la expresión 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 proteína de 685 aa y una alta 

identidad con el SVCT2 de ratón y humano. Por otra parte, dichos estudios han 

determinado que la expresión de SVCT2 se restringe a  fibras lentas oxidativas de 

pollo, mamíferos y humano. Estos antecedentes nos sugieren que la expresión del 

transportador determinaría la biodisponibilidad de vitamina C en las fibras 

musculares y permitiría la expresión de genes específicos para la determinación 

del fenotipo lento. 
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

La actividad física normal y particularmente el ejercicio intenso, edad y 

ciertas patologías, generan especies oxidativas con potencial efecto nocivo para 

las células del organismo (Ďuračková, 2010; Halliwell, 1994; McGinley y cols.,  

2009; Powers y Jackson, 2008). Con el propósito de contrarrestar su acción, 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 

captación 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 músculo esquelético 

expresa transportadores funcionales para internalizar vitamina C  (Toutain y cols.,  

1997). De forma interesante, se ha establecido que la expresión 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 

formación de las fibras musculares durante la miogénesis (Wilson, 1990). Sumado 

a los reportes que sugieren que la incorporación de vitamina C mediada por 

SVCT2 participa de la diferenciación 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 participaría 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 patrón de distribución se mantiene en otros vertebrados incluido el ser humano.  

Desde la etapa embrionaria el músculo esquelético está constituido por 

fibras musculares que pueden ser clasificadas en lentas y rápidas según criterios 

histoquímicos, histológicos y de expresión 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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observándose una transición desde un fenotipo lento hacia uno rápido y desde 

uno rápido al lento, fenómeno conocido como plasticidad muscular (Close, 1965; 

Pette y Staron, 2001; Pette y Vrbová, 1985). Este proceso de adaptación está 

mediado por moléculas intracelulares asociadas a la actividad eléctrica y por vías 

de transducción de señales que resultan en cambios en los niveles de expresión 

génica (Bassel-Duby y Olson, 2006; Casas y cols.,  2010; Crew y cols.,  2010; 

Jordan y cols.,  2005). Nuestro laboratorio ha sugerido que la expresión de SVCT2 

permite definir fenotípicamente a las fibras musculares, comportándose de esta 

manera como un marcador temprano del fenotipo lento (Low y cols.,  2009; Low y 

cols.,  2011). Por este motivo, nosotros proponemos como hipótesis de trabajo que 

“La expresión y localización subcelular del transportador de vitamina C SVCT2 se 

correlaciona con los cambios fenotípicos del desarrollo post-natal del músculo 

esquelético”.  
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III. HIPÓTESIS 
  

“La expresión y localización subcelular del transportador de vitamina C SVCT2 se 

correlaciona con los cambios fenotípicos del desarrollo post-natal del músculo 

esquelético” 

 
OBJETIVO GENERAL 

 
Determinar que la expresión y localización subcelular de SVCT2 se 

correlaciona con los cambios fenotípicos de las fibras musculares durante la etapa 

post-natal.  

 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar la expresión de SVCT2 en músculos esqueléticos de pollo 

durante la etapa post-natal. 

 

2. Definir la localización subcelular de SVCT2 en músculo esquelético de pollo 

adulto. 

 

3. Analizar los niveles de expresión y localización de SVCT2 en condiciones 

de inducción y/o mantención del fenotipo lento.  
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

1. Materiales 
1.1. Animales de experimentación 
Pollos adultos (Gallus gallus): gallinas raza Leghorn de 7, 15 y 30 días 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 ventilación forzada y con volteo 

manual. Los embriones fueron clasificados según el criterio de Hamburger y 

Hamilton (HH) (Hamburger y Hamilton, 1992) 

Humano: muestras de músculo humano normal se obtuvieron 

quirúrgicamente desde un paciente adulto con lesión en la médula espinal en el 

Hospital Guillermo Grant Benavente (Concepción, Chile). 

Ratones: Ratones neonatos C57 (P0 o P1) fueron utilizados para la 

obtención de cultivos primarios de miotubos.  

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

aislamiento de fibras del músculo 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 ratón: mioblastos derivados de embriones de ratón o ratones 

recién nacidos (P0 o P1) que se diferencian en miotubos multinucleados  

Fibras aisladas de ratón adulto: fibras musculares esqueléticas obtenidas 

desde ratones Balb/c adultos 

 
1.3. Soluciones de cultivo celular 
Extracto de embrión de pollo: extracto de embriones de pollo de 12 días de 

incubación (estado 37, HH37) (Hamburger y Hamilton, 1992) fue utilizado como 

fuente de factores de crecimiento para la proliferación de mioblastos y 

diferenciación 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 embrión de pollo; 100 

µg/mL penicilina (Hyclone); 100 U/mL esteptomicina (Hyclone). 

Medio de diferenciación para miotubos de pollo: DMEM suplementado con  

10% suero equino (Hyclone); 2,5% SBF; 2% extracto de embrión de pollo; 100 

µg/mL penicilina; 100 U/mL esteptomicina.  

Medio de crecimiento para mioblastos de ratón: DMEM-F12 en proporción 

1:1 v/v suplementado con 10% suero equino; 2,5% SBF; 100 µg/mL penicilina y 

100 U/mL esteptomicina. 

Medio de diferenciación para miotubos de ratón: DMEM-F12 en proporción 

1:1 v/v; 100 µg/mL penicilina y 100 U/mL esteptomicina. 

Medio de mantención para fibras aisladas de ratón (DMEM-HS 10%): 

DMEM suplementado con 10% suero equino adulto (Hyclone). 

Tripsina-EDTA (0,025%) (Hyclone): utilizada para desahderir los mioblastos 

de ratón desde las placas de cultivo. 

 
1.4. Soluciones de fraccionamiento subcelular de membranas 

musculares 

Tampón A: 25 mM Tris HCl pH 7,4; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM 

EGTA y  1 mM PMSF. 

Tampón B: 25 mM Tris HCl pH 7,4; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM 

EGTA y 1 mM PMSF. 

Tampón C: 25 mM Tris HCl pH 7,4; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM 

EGTA;  1 mM PMSF y 0,5% TX-100. 

Tampón D: 25 mM Tris HCl pH 7,4; 500 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM 

EGTA;  1 mM PMSF y 0,5% TX-100. 
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1.5. Enzimas 
DNasa I (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); estándares de DNA de 100 bp (New 

England Biolabs), oligonucleótido 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), estándares de proteínas (New England Biolabs), reactivo de 

cuantificación de proteínas (reactivo de Bradford, BiorRad), Colagenasa tipo II 

(Worthingthon), matriz de adhesión celular para fibras aisladas (Biosciences), 

colágeno tipo I para adhesión celular de miotubos de ratón (Sigma), BTS (N-

Benzil-p-tolueno sulfonamida)(Sigma), AraC (Sigma), medio de cultivo HAMS 

(Gibco) y gelatina (Sigma). 

 

1.7. Oligonucléotidos 

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

 

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

partidores utilizados para determinar la expresión de SVCT2 y β-actina de pollo. 

 

Nombre Partidor 5´ (5’-3’) Partidor 3´ (5´-3´) Tm 
Producto 

(pb) 

SVCT2 
pollo 

TGCCAGATTGTCTTGTGCTC GCCTTCCAGTGACTTGCTTC 58 589 

β-actina 
pollo 

ACGTCGCACTGGATTTCGAG TGTCAGCAATGCCAGGGTAC 60 282 
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Tabla 2: Partidores de ADN utilizados para los ensayos de qPCR. Lista de 

partidores utilizados para determinar la expresión de SVCT2, Troponina I lenta 

(TnIs) y β-actina de ratón. 

 
Nombre Partidor 5´ (5’-3’) Partidor 3´ (5´-3´) 

SVCT2  
ratón 

TGCCAGGAAGGGTGTACTTC CCGGTACCAAATATGCCATC 

TnIs  
ratón 

GAGGTTGTGGGCTTGCTGTATGA GGAGCGCATATTAGGGATGT 

β-actina  
ratón 

TCTACAATGAGCTGCGTGTG TACATGGCTGGGGTGTTGAA 

 

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

técnicas. IHQ: Inmunohistoquímica y WB: Western blot. 

 

Antígeno Tipo Especie Origen Propósito Dilución 

SVCT2 (G-19) Policlonal Cabra Santa Cruz IHQ/WB 
1/100 

1/200 

Miosina lenta (S58) Monoclonal   Ratón Hybridoma Bank IHQ 1/100 

Miosina rápida Humana 
(A 4.74) 

Monoclonal Ratón Hybridoma Bank IHQ 1/50 

SERCA rápido (5D2) Monoclonal Ratón Hybridoma Bank IHQ 1/50 

SERCA lento (CaS/C1) Monoclonal Ratón Hibridoma Bank IHQ /WB 1/10 

Proteína C Rápida 
(MF1) 

Monoclonal Ratón 
Hybridoma 

Bank 
WB 1/100 

Proteína C lenta 
(ALD66) 

 
Monoclonal Ratón 

Hybridoma 

Bank 
IHQ /WB 1/100 

Miomesina 
(mMaC myomesin B4) 

Monoclonal Ratón Hybridoma Bank IHQ /WB 1/100 

Titina (9D10) Monoclonal   Ratón Hybridoma Bank IHQ 1/100 

Na+/K+ ATPasa (α5) Monoclonal Ratón Hybridoma Bank WB 1/100 

RyR (34C) Monoclonal Ratón Hybridoma Bank IHQ 1/10 

Desmina (D3) Monoclonal Ratón Hybridoma Bank IHQ 1/50 

Laminina  (3H11) Monoclonal Ratón Hybridoma Bank IHQ 1/200 

β-actina (I-19) Policlonal Cabra Santa Cruz WB 1/2000 

Péptido inhibitorio 
SVCT2 (G-19) P 

Péptido 

Inhibitorio 
   Rata Santa Cruz WB 1/10 



29 
 

 

Tabla 4: Anticuerpos secundarios. Se utilizaron anticuerpos conjugados con 

HRP  (peroxidasa de rábano) y fluoróforos en las dilución indicadas para las 

distintas técnicas:  IHQ: Inmunohistoquímica y  WB: Western blot. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.9. Kit comerciales 
Western Lightning Chemilummininescence Reagent Plus (PerkinElmer): 

reactivos que revelan por quimioluminiscencia de la actividad peroxidasa de 

rábano conjugada a anticuerpos secundarios en ensayos de Western blot. 

Brillant III Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master Mix (Agilent): mezcla de 

reactivos especialmente formulada para la detección de DNA doble hebra unido a 

SYBR Green I (Taq DNA polimerasa mutante termoactiva, dNTPs, MgCl2 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), HCl (10 M, Merck), 

isopentano (Merck), nitrógeno líquido, medio inclusión OCT (Tissue-Tek), PBS 1X 

(136 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 8,1 mM Na2HPO4; 1,5 mM KH2PO4; pH 7,4), 

Solución de disección (20 mM glucosa; 44 mM sacarosa; 10 mM HEPES; 0.27 mM 

NaCl; 0.01 mM KCl; 0.3 mM Na2HPO4; 0.4 mM KH2PO4; pH 7,4), solución de 

Antígeno Origen Señal Propósito Dilución 

IgG cabra JacksonImmunoResearch HRP WB 1/500 

IgG ratón JacksonImmunoResearch HRP WB 1/500 

IgG cabra Invitrogen 
Alexa Fluor 488 

 

IHQ 

 
1/300 

 

IgG ratón Invitrogen 
Alexa Fluor 488 

Alexa Fluor 546 

Alexa Fluor 633 

IHQ 
1/300 

1/300 
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acrilamida 30% (29% p/v acrilamida; 1% p/v bisacrilamida, Sigma), solución de 

“stripping” (62,5 M Tris-HCl pH 6,8; 100 mM β-mercaptoetanol; 2% p/v SDS), TAE 

1X (40 mM Tris-acetato; 100 mM EDTA; pH 8,0), tampón de electroforesis de 

proteínas (25 mM Tris-base; 250 mM Glicina; 0,1% p/v; pH 8,3), tampón de carga 

de proteínas 1X (50 mM Tris-HCl; pH 6,8; 5% p/v β-mercaptoetanol; 2% p/v SDS; 

10% v/v Glicerol; 0,1% p/v azul de bromofenol), tampón de transferencia de 

proteínas (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 ácido acético; Sigma), Azul de 

Coomassie (1% p/v azul de coomasie; 30% v/v metanol; 50% v/v agua destilada; 

20% v/v ácido acético; Sigma), tampón Tris-fosfato BSA 1% (20,7 mM Tris; 72,3 

mM NaCl; 1% p/v BSA), TBS-Tween 20 (72,3 mM NaCl; 20,7 mM Tris; 0,1% v/v 

Tween 20), TEMED (Sigma) y Vectabond (Vector laboratories). 

     
1.11. Materiales en general 
Películas fotográficas (Kodak), papel filtro Whatman, cubreobjetos 

discoidales de vidrio de 12 mm de diámetro, 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 µm y membrana Nytex (Nytex) 

 

2. Métodos 
2.1. Animales de experimentación 

Los músculos Latissimus dorsi anterior (LDAL), Latissimus dorsi posterior 

(LDPR), Medial abductor (MAL) y Pectoralis major (PMR) de gallinas raza Leghorn 

adultas (8 semanas de edad) y de 7, 15, 30 días post-natal fueron extraídos 

posterior a la práctica de la eutanasia por dislocación cervical (NAS, 2010). 

Adicionalmente, huevos de pollo raza Leghorn fertilizados fueron mantenidos  a 

37,5° C en una incubadora con ventilación forzada y con volteo manual. Los 

embriones fueron clasificados según el criterio de Hamburger y Hamilton (HH) 

(Hamburger y Hamilton, 1992) y se extrajeron muestras de cerebro y de los 

músculos antes descritos.  
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Las muestras de músculo humano se obtuvieron quirúrgicamente desde un 

paciente adulto con lesión en la médula espinal en el Hospital Guillermo Grant 

Benavente (Concepción, Chile). 

Ratones neonatos C57 (P0 o P1) y machos Balb/c de 5 a 7 semanas de 

edad fueron utilizados para la obtención de cultivos primarios de miotubos y el 

aislamiento de fibras derivadas del músculo rápido Flexor digitalis brevis (FDBR) 

respectivamente. 

 

2.2. Cultivos celulares 
2.2.1. Mantención 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 CO2. Los cambios de medio y siembra celular se realizaron en una cámara 

de flujo laminar (Nuaire). La morfología celular y confluencia se monitoreó 

periódicamente usando un microscopio invertido (Olympus CK40). Para 

determinar la concentración celular, se agregó una alícuota de células en 

suspensión en una cámara de Neubauer, la cual posee 5 cuadrantes que soportan 

un volumen de 0,1 µL cada uno. Utilizando un aumento de 10X en microscopio de 

contraste de fases se contó el número de células en cada cuadrante y se obtuvo 

un promedio de éstas. Se calculó el número de células/mL de suspensión 

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 

músculos PMR y MAL de embriones de pollo HH38 (DiMario y Stockdale, 1997; 

O'Neill y Stockdale, 1972). Los músculos se disecaron y se mantuvieron en 

solución de disección hasta la ruptura mecánica del tejido, luego de lo cual se 

incubó con DMEM tripsina/EDTA 0,25% por 15 min a 37°C con agitación suave. El 

tejido se suspendió en medio de crecimiento y se disgregó mecánicamente 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 centrífuga Hettich, Rotofix 32A. Se realizó el conteo 
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celular y se sembró 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 día siguiente de la siembra, día 1 de cultivo, se realizó cambio de medio de 

crecimiento y al día 2 de cultivo se cambió por medio de diferenciación (DMEM; 

10% suero equino; 2,5% SBF; 2% extracto de embrión de pollo; 100 µg/mL 

penicilina; 100 U/mL esteptomicina) 

 

Tabla 5: Estandarización de los cultivos de mioblastos de pollo. Número de 

células sembradas en los distintos tipos de placas de cultivo para ser 

diferenciadas dos días después. 

 

 

 

 
  
 
 

2.2.3. Extracto de embrión de pollo 

Embriones de pollo HH37 fueron sacrificados por decapitación (NAS, 2010). 

Las cabezas, extremidades anteriores y posteriores fueron eliminadas y los 

cuerpos restantes se disgregaron mecánicamente y se pesaron. Se agregó un 

volumen equivalente al peso de medio HAMS (Gibco). Para la homogeneización 

de la muestra se utilizó una jeringa, a través de la cual se hizo pasar varias veces 

el contenido hasta lograr la completa disgregación del tejido y una solución 

homogénea. Se centrifugó a 760xg por 10 min a 4°C. El sobrenadante se 

centrifugó nuevamente a 12.000xg por 3 min,  el extracto fue alicuotado y 

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

 
2.2.4. Cultivos primarios de miotubos de ratón 

 A ratones C57BL/6 neonatos (p0-p1) se les aplicó eutanasia por 

decapitación (NAS, 2010). Seguidamente las extremidades posteriores fueron 

Tipo de placa Número de células 

24-pocillos 120.000 

35mm 450.000 

60mm 1.000.000 
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separadas y las masas musculares disecadas y digeridas enzimáticamente con 

colagenasa tipo II a 37°C por 15 min en agitación a 170 rpm.  La suspensión 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 ratón. Para eliminar 

los fibroblastos remanentes 10 µM de arabinosilcitosina (AraC) fue agregado 

durante el comienzo de la etapa de alineamiento de los mioblastos. 

Posteriormente para inducir diferenciación, las células fueron cultivadas en medio 

de diferenciación de miotubos en placas Petri de 35 mm con colágeno tipo 1 como 

sustrato de adhesión. Los experimentos fueron desarrollados al día 4 de 

diferenciación. 

 

2.2.5. Aislamiento  de fibras musculares esqueléticas de ratón adulto 

Ratones BALB/c fueron eutanasiados por dislocación cervical (NAS, 2010). 

El músculo rápido Flexor digitalis brevis, de ambas extremidades fue disecado y 

mantenido en PBS 1X estéril. Para la separación de fibras musculares, los 

músculos fueron digeridos en colagensa tipo II por 90 min a 37°C en agitación a 

170 rpm. Posteriormente los músculos fueron incubados a 37°C en medio DMEM-

HS 10% y las fibras fueron separadas por medio de la acción mecánica por 

pasajes en pipetas Pasteur de vidrio. Finalmente las fibras fueron sembradas 

proporcionalmente en placas Petri de 35 mm tratadas con Matrigel™. 

 

2.3. Estimulación eléctrica  
2.3.1. Estimulación eléctrica en miotubos de ratón 

 La estimulación eléctrica de los miotubos de ratón fue realizada con 

electrodos de platino conectados a través de una unidad de aislación a un 

electroestimulador (Grass stimulator S48). A los miotubos se le aplicaron 400 

pulsos cuadrados de 300 ms de duración con una frecuencia de 10 y 50 Hz por 40 

y 8 segundos respectivamente. Los miotubos estimulados fueron mantenidos por 

2, 4 y 8 hrs post-estimulación en medio de diferenciación hasta su procesamiento. 
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2.3.2. Estimulación eléctrica de fibras aisladas 
Las fibras aisladas fueron mantenidas por 12 hrs a 37°C temperatura, 5% 

de CO2  y 95% de humedad. Previo a la estimulación eléctrica, las fibras fueron 

incubadas con 25 µM de BTS (N-benzil-p-tolueno sulfonamida) por 5 min para 

inhibir la contracción muscular. La estimulación eléctrica de las fibras fue realizada 

con electrodos de platino conectados a través de una unidad de aislación a un 

electroestimulador. A las fibras se le aplicaron 270 pulsos cuadrados de 300 ms de 

duración con una frecuencia de 20 Hz por 14 seg. Las fibras estimuladas fueron 

mantenidas por 2, 4, y 8 hrs post-estimulación en medio DMEM-HS 10% hasta su 

procesamiento. 

 

2.4. RT-PCR 
2.4.1. Extracción de ARN total 
Se extrajo el ARN total desde cultivos celulares, fibras aisladas y músculos 

de pollo utilizando TRIzol (Invitrogen), reactivo que optimiza el método 

desarrollado por Chomczynski y Sacchi, basado en la extracción por tiocianato de 

guanidinio-fenol-cloroformo (Chomczynski y Sacchi, 1987). Los cultivos celulares 

sembrados en placas de 35 mm de diámetro fueron homogeneizados en 0,3 ml de 

TRIzol utilizando micropipeta y los músculos (50-100 mg) fueron homogeneizados 

con 1 mL de TRIzol aplicando 5 a 10 pulsos de ultrasonido por 10 segundos de 

duración con un sonicador ajustado a 70% de amplitud (SONICS, Vibra Cell). El 

homogenizado se centrifugó a 12.000xg por 10 min a 4°C. El sobrenadante 

obtenido, fue incubado por 5 min a temperatura ambiente y seguidamente se 

agregó 200 µL de cloroformo por cada 1 mL de homogenizado, se agitó por 

inversión y luego de 10 min a 4°C la mezcla fue centrifugada a 13.000xg por 15 

min a 4ºC, obteniéndose una fase orgánica (inferior) que contiene las proteínas, 

una interfase que contiene el ADN y una fase acuosa (superior) que contiene el 

ARN. La fase acuosa fue cuidadosamente aspirada y se le agregó un volumen 

equivalente de isopropanol. Se incubó por 12-16 hrs a -20ºC para precipitar el 

ARN. Después de una centrifugación a 13.000xg por 15 min a 4ºC, el sedimento 

fue lavado con etanol al 75% y resuspendido en 20 µL de agua libre de RNasas. El 
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ARN total fue cuantificado por espectrofotometría (SmartSpec 300, Bio-Rad) 

midiendo la absorbancia (Abs) a una longitud de onda de 260 nm. La pureza del 

ARN se evaluó midiendo la Abs a una longitud de onda de 280 nm y se calculó la 

relación Abs260/Abs280, la que fluctuó entre 1,6 y 2,0. 

 

2.4.2. Reacción de transcripción reversa  

 Para eliminar posible ADN contaminante, 1 µg de ARN total fue sometido a 

digestión con DNasa I por 3 hrs a 37ºC en tampón 10 mM TrisHCl pH 7,5; 2,5 mM 

MgCl2; 0,1 mM CaCl2. La reacción fue detenida con EDTA 25 mM y denaturación 

enzimática a 65ºC por 15 min. Para la síntesis de ADNc se realizó transcripción 

reversa a partir del ARN total digerido con DNasa I. Se incubó con 5 µM Oligo dT 

(NEB); 0,5 mM dNTPs; 20 U de inhibidor de RNasas y 160 U de transcriptasa 

reversa en un tampón de transcripción reversa (0,5 M Tris-HCl pH 8,3; 0,75 M KCl; 

0,03 M MgCl2). La mezcla de transcripción reversa fue incubada por 1 hr a 42ºC. 

Paralelamente, se realizaron mezclas en ausencia de transcriptasa reversa para 

controlar la presencia de ADN genómico contaminante. 

  
2.4.3. PCR utilizando KAPA Taq polimerasa 

 Para analizar la expresión de SVCT2 por RT-PCR, se amplificó una 

secuencia del ADN de interés utilizando la enzima ADN polimerasa termoestable 

KAPA Taq DNA polimerasa. Se mezcló una alícuota de ADNc con buffer A de 

KAPA Taq polimerasa 10X (MgCl2 1X 1,5 mM); 0,2 mM dNTPs; 0,400 µM de 

partidor sentido; 0,400 µM de partidor antisentido  y 0,35 U de KAPA Taq DNA 

polimerasa. La mezcla de PCR fue incubada por 2 min a 95ºC para lograr una 

denaturación inicial. Luego, las muestras fueron sometidas a 35 ciclos sucesivos 

de 95ºC por 30 seg, 58-60ºC por 30 seg para hibridación de los partidores para 

SVCT2 y β-actina de pollo, respectivamente  y 72ºC por 30 seg para la elongación 

del ADN. Finalmente, se incluyó un paso terminal de elongación a 72ºC por 2 min. 

Los partidores fueron diseñados basados en la secuencia predicha de SVCT2 de 

pollo (589 bp) y de β-actina de pollo (282 bp) (Tabla 1). Como control se amplificó 

con partidores específicos un fragmento del ARN de β-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 µg/mL en buffer TAE 1X y 

visualizados exponiendo el gel a luz UV en un transiluminador. 

 

2.5. PCR tiempo real (qPCR) 
Los ensayos de qPCR fueron desarrollados utilizando un termociclador 

Stratagen Mx3000p Agilent®. Para la mezcla de reacción se utilizaron 2 µL ADNc, 

10 µL de 2x SYBR Green QPCR master mix, 1 μL de primer sense 10 µM, 1 μL de 

primer antisense 10 µΜ completando con agua para un volumen final de 20 µL. La 

detección de los genes de interés fue realizada utilizando los partidores señalados 

en la tabla 2. Como control de la reacción fue amplificada β-actina de ratón. La 

mezcla de qPCR fue incubada por 3 min a 95º C y 50 ciclos sucesivos de 95ºC por 

10 seg para la denaturación, 60ºC por 20 seg para para hibridación 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. Cuantificación por PCR en tiempo real 
La cuantificación se realizó comparando el número de ciclos requeridos 

para amplificar cada gen sobre el ciclo umbral (Ct) en relación al número de ciclos 

requeridos para amplificar un gen de referencia sobre su umbral. Como gen de 

referencia se comparó la expresión de β-actina. Los resultados fueron expresados 

aplicando el método ΔΔCts en los cuales la cantidad de ARN fue expresado como 

veces sobre el control. 

 
2.6. Extractos de proteínas musculares 

2.6.1. Extractos de proteínas totales  

 Se extrajeron proteínas totales desde músculo 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 solución de sacarosa 0,3 M 

que contenía una mezcla de inhibidores de proteasas. El homogenizado fue 
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centrifugado a 6.000xg por 10 min a 4°C. El sobrenadante obtenido corresponde al 

extracto de proteínas totales. 

  
2.6.2. Obtención de extractos enriquecidos en proteínas citosólicas y  

de membrana 
Con el objetivo de evaluar la expresión de SVCT2 en diferentes fracciones 

celulares, se extrajo proteínas de forma secuencial, para enriquecer fracciones en 

proteínas solubles y asociadas a membrana de cultivos primarios. Después de 

lavar las células adheridas a placas de 60 mm de diámetro 3 veces con PBS, se 

agregó 400 µL de PBS (extracto PBS) con inhibidores de proteasas. 

Posteriormente, las células se rasparon y se homogenizó con jeringa de 1 mL. El 

homogeneizado fue centrifugado a 12.000xg por 10 minutos  a 4°C obteniéndose 

en el sobrenadante una fracción enriquecida en proteínas citosólicas. El sedimento 

obtenido en el paso anterior fue resuspendido en buffer 50 mM Tris HCl pH 7,4; 

0,5% v/v Tritón 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 fracción enriquecida en proteínas de membrana celular. Finalmente el 

sedimento obtenido en el paso anterior fue resuspendido en buffer 50 mM Tris HCl 

pH 7,4; 0,5% v/v Tritón X-100 y 0,5 M KCl (extracto TX-KCl) usando jeringa de 1 

mL. 

 

2.7. Cuantificación de proteínas  

 Para determinar la concentración en cada extracto las proteínas fueron 

cuantificadas por el método de Bradford (Bradford, 1976). Para la construcción de 

una curva de calibración, se prepararon 6 soluciones de distintas concentraciones 

de BSA (0, 2, 4, 6, 8 y 10 µg/mL) con reactivo de Bradford diluido 5 veces. Las 

muestras de proteínas fueron diluidas en un volumen final de 1 mL que contenía 

200 µL de reactivo de Bradford. Se midió la absorbancia, a una longitud de onda 

de 595 nm en espectrofotómetro. La concentración de las muestras se determinó 

interpolando en la curva de calibración. 
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2.8. Western blot 
2.8.1. Electroforesis de proteínas 

 Para separar las proteínas de cada muestra, entre 10-30 µg  (células y 

fracciones de músculo esquelético) y 80 µg (tejido) de proteínas 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 proteínas 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 llevó a cabo en una cámara con buffer de electroforesis aplicando 

un voltaje constante de 150 V. 

  

2.8.2. Transferencia a membrana PVDF Immobilon  
 Las proteínas 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  y estos dos entre láminas de papel filtro, los cuales 

fueron fijados con una abrazadera y se introdujeron dentro de una cámara con 

buffer de transferencia. Para permitir el traspaso de las proteínas desde el gel a la 

membrana, se aplicó una corriente eléctrica constante de 350 mA por 90 minutos. 

Posteriormente el grado de transferencia se evaluó tiñendo la membrana con Rojo 

Ponceau S, colorante que se une rápida y reversiblemente a las proteínas. 

 
2.8.3. Bloqueo, incubación con anticuerpos y revelado 

 La membrana de PVDF fue bloqueada con tampón TBS Tween 20 (72,3 

mM NaCl; 20,7 mM Tris pH 7,4; 0,1% v/v Tween 20) y 5% leche descremada por 1 

hora con agitación 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 tampón 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 demás 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 rábano (HRP) conjugada al anticuerpo 
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secundario fue revelada por quimioluminiscencia utilizando el kit comercial 

Western Lightning Chemilumininescence Reagent Plus. El sustrato de la enzima, 

H2O2, se mezcló en igual proporción con el reactivo luminol y esta mezcla fue 

esparcida en la membrana de nitrocelulosa para gatillar la reacción 

quimioluminiscente. La película autorradiográfica fue expuesta por 3-10 minutos a 

la reacción enzimática superponiéndola a la membrana. La señal en la película 

autorradiográfica fue revelada en solución de revelado y posteriormente fue fijada 

en solución fijadora. En algunos casos la membrana fue lavada e incubada a 60 

°C con solución de stripping para ser reincubada con otro anticuerpo. 

 
2.8.4. Cuantificación de la intensidad de bandas 

 Para cuantificar los niveles de expresión del ARN, se normalizaron en 

relación a la expresión de su control en los ensayos de RT-PCR. Las imágenes 

fueron obtenidas por digitalización y convertidas a escala de grises. Con el 

programa Image J (NIH), se seleccionaron las zonas que contenían las bandas y 

se cuantificó el área bajo la curva de los máximos de intensidad. Los valores 

fueron expresados como la relación de la intensidad de las bandas de SVCT2/β-

actina. 

 

2.9. Inmunohistoquímica 
 Para estudiar la localización de SVCT2 en fibras musculares se realizaron 

ensayos de inmunohistoquímica en criosecciones de tejido muscular de pollo 

adulto y humano. El tejido disecado fue congelado en medio OCT sumergiéndolo 

en isopentano enfriado por nitrógeno líquido, método que preserva las 

propiedades histoquímicas del músculo (Wu y cols.,  1985 ). El taco obtenido fue 

seccionado utilizando un crióstato (Microm HM520) generando cortes de 20 µm de 

espesor. Los cortes fueron adheridos a portaobjetos previamente tratados con 

Vectabond y posteriormente fijados 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 músculo esquelético 
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diluido en tampón 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 fluoróforo Alexa 

Fluor 488 o anti IgG de ratón conjugado al fluoróforo Alexa Fluor 546 diluido en 

tampón Tris fosfato BSA 1% por 2 hrs a temperatura ambiente (Tabla 4). 

Paralelamente, para analizar posibles señales inespecíficas del anticuerpo 

secundario, en cortes seriados de músculos de pollo el anticuerpo primario fue 

omitido y sólo se incubó con solución de bloqueo. Las muestras se montaron con 

medio acuoso para fluorescencia, para su posterior visualización en un 

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

 
2.10. Inmunocitoquímica  

Se evaluó la expresión de SVCT2 in vitro en cultivo primario de miotubos de 

pollo, a través de inmunocitoquímica. Las células fueron sembradas sobre 

cubreobjetos discoidales tratadas con HCl y gelatina 0,5% p/v para aumentar la 

adhesión celular en placas de 35 mm. Las células fueron fijadas en metanol 100% 

por 5 minutos a 4°C y permeabilizadas con PBS Tritón x-100 0,1% v/v. La 

inmunodetección de SVCT2 y marcadores musculares fue realizada con la 

incubación 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 fluoróforo Alexa 

Fluor 488 o anti IgG de ratón conjugado al fluoróforo Alexa Fluor 546 diluido en 

tampón Tris-fosfato BSA 1% por 2 hrs a temperatura ambiente (Tabla 4). 

Adicionalmente, fue utilizado ToPro-3 para la tinción de los núcleos 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. Histoquímica 
La determinación 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 músculos de pollo en los estadios post-natal y 

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

histoquímicas. 

 

2.11.1. ATPasa miofibrilar (mATPasa) 
Las criosecciones fueron preincubadas en tampón 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 solución de ATP (0,05% p/v ATP; 0,1 M Glicina; 0,75 M 

CaCl2; pH 9.6) por 10 min a 37°C y lavadas en agua. Posteriormente inmersas en 

solución CaCl2 al 2% p/v por 5 min y lavadas en agua. Finalmente inmersas en 

solución de sulfito de amonio y agua destilada en una dilución 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 solución NADH reducido (Tris 1X H 

7,4; NADH reducido; NBET, nitro blue tetrazolium) por 45 min y posteriormente 

lavadas en  solución 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. Determinación del área de sección transversal (CSA) de las fibras 
musculares 

 El análisis histomorfométrico, fue realizado en criosecciones transversales 

de los músculos LDAL y LDPR en los cuales fueron determinadas previamente la 

actividad NADH-TR. Se analizaron como mínimo 100 fibras de tipo I y II de 

regiones seleccionadas al azar y sin alteraciones artefactuales. Las mediciones 

fueron calculadas usando el programa Image J y expresadas como µm2 ± SEM. 

 

2.13. Tratamiento de cubreobjetos con HCl 
Para aumentar la adhesión de los mioblastos de pollo a los cubreobjetos de 

vidrio, donde fueron sembrados para experimentos de inmunocitoquímica, los 

cubreobjetos fueron sumergidos en HCl 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. Adquisición de imágenes 
 Las imágenes (1024 x 1024 bits) fueron obtenidas en un microscopio 

confocal Eclipse TE200-U-C1 (Nikon), equipado con láseres de argón (488 nm) y 

de helio-neón (543 y 633 nm). El análisis de fluorescencia fue realizado con el 

programa EZC-1 (Nikon). 

 

2.15. Fraccionamiento de músculo esquelético de pollo adulto 
2.15.1. Fraccionamiento fuerza iónica-detergente 

Gallinas adultas fueron eutanasiadas por dislocación cervical y los músculos 

LDAL y MAL (30 grs) fueron extraídos y mantenidos en tampón A (25 mM Tris HCl 

pH 7,4; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA y  1 mM PMSF) a 4°C hasta su 

procesamiento. Los músculos fueron pesados y homogenizados en tampón A (10 

volúmenes/masa músculo). 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, recuperándose 

un pellet de microsomas pesados (MP) y el sobrendante (S1). Seguidamente, el 

MP fue resuspendido en tampón B (25 mM Tris HCl 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 tampón C (25 mM Tris HCl 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 iónica 
Gallinas adultas fueron eutaniasiadas por dislocación cervical y los músculos 

LDAL y MAL (30 grs) fueron extraídos y mantenidos en tampón A (25 mM Tris HCl 

pH 7,4; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA y  1 mM PMSF) a 4°C hasta su 
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procesamiento. Los músculos fueron pesados y homogenizados en tampón A (10 

volúmenes/masa músculo). 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 tampón D (25 mM Tris HCl 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 tampón C (25 mM Tris HCl 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). 

 

MÚSCULO POLLO

HOMOGENIZACIÓN
EN TAMPÓN A 1000xg  por 15 min

Pellet 
mionucleos

27000xg por 30 min

Sobrenadante
(S)Extracto total

(ET)

Sobrenadante
Sarcoplasma (S1)

Pellet 
Microsomas
pesados (MP)

RESUSPENSIÓN DE MP 
EN TAMPÓN B

RESUSPENSIÓN DE
P3 EN TAMPÓN C

27000xg por30 min

Pellet 3 (P3)

Sobrenadante 2
(S2)

17000xg por 30 min

Sobrenadante 3 
(S3)

Pellet  4
(P4)

RESUSPENSIÓN DE
P3 EN TAMPÓN C

27000xg por30 min

Pellet 3 (P3)

Sobrenadante 2
(S2)

17000xg por 30 min

Sobrenadante 3 
(S3)

Pellet  4
(P4)

RESUSPENSIÓN DE MP 
EN TAMPÓN D

FRACCIONAMIENTO DETERGENTE – FUERZA IÓNICA

FRACCIONAMIENTO FUERZA IÓNICA - DETERGENTE

 
 

Figura 2: Representación esquemática del fraccionamiento de músculo 
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. Estadística 
 Los datos cuantitativos se presentan expresados como la media ± SEM. 

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

n
SDSEM =   donde, SD: desviación estándar y n: número de observaciones. 

 Para evaluar la significancia estadística se utilizó el test estadístico t de 

Student no apareado con corrección 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 sólo dos valores: control o experimental y una 

sola variable medible (expresión de SVCT2). La hipótesis nula indica que la 

variable medible es igual para las dos categorías de datos. Este análisis se realizó 

utilizando el programa GraphPad Prisma v5.0. Un valor p>0,05 fue considerado 

estadísticamente no significativo (ns), y a los valores p<0,05; p<0,001 y p<0,0001 

se les asignó significancias estadísticas crecientes (*; ** y ***, respectivamente). 

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

En las fibras musculares como consecuencia de la actividad física normal se 

generan especies oxidativas, que en condiciones de ejercicio intenso pueden 

producir daños a nivel tisular. Sin embargo, se ha demostrado que bajos niveles 

de especies oxidantes están involucrados en la regulación de la actividad contráctil 

y en la expresión 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 actuaría 

como un potente antioxidante regulando la generación excesiva de agentes 

oxidantes o disminuyendo su actividad.  

Se ha reportado que la disponibilidad de vitamina C en distintos tipos celulares 

está directamente relacionada a la expresión 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 expresión de SVCT2 en el 

tejido muscular y que este se restringe específicamente a las fibras musculares 

lentas oxidativas en pollo durante la miogénesis temprana y en mamíferos e 

incluso de humano durante la etapa adulta.   

Las fibras pueden modificar su fenotipo alterando su patrón de expresión 

génica como respuesta a factores extrínsecos desde uno rápido a lento y 

viceversa. De forma interesante, se ha determinado que en el transcurso del 

desarrollo post-natal las fibras musculares adquieren sus principales 

características metabólicas como parte del proceso adaptativo frente a la actividad 

física. En este contexto, nosotros proponemos que la regulación de los niveles de 

vitamina C por SVCT2 permitiría inducir y/o mantener el fenotipo lento en las fibras 

musculares. 

Con el propósito de analizar los niveles de SVCT2 en las fibras musculares, 

nosotros realizamos la “determinación de la expresión de SVCT2 en músculos 

esqueléticos de pollo durante la etapa post-natal”. Para ello nuestra primera 

aproximación experimental fue la determinación de la expresión del transportador 

a nivel de transcrito y proteína en los músculos de pollos adultos.  
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1. Expresión de SVCT2 en músculo esquelético de pollo adulto 
Con el propósito de analizar la expresión de SVCT2 en músculos 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 músculos lento 

Latissimus dorsi anterior (LDAL) y rápido Latissimus dorsi posterior (LDPR). Como 

control positivo para SVCT2 se utilizó ARN total de cerebro de embrión de pollo 

(HH45) el cual ha sido documentado previamente por presentar altos niveles de 

expresión del transportador (Low y cols.,  2009). Como control negativo, se 

realizaron reacciones en ausencia de transcriptasa reversa, donde no se observa 

amplificación de  producto y como control interno se amplificó β-actina de pollo 

(282 bp). Sólo en las muestras de cerebro y LDAL analizados, se detectó la 

expresión de un transcrito de 589 bp correspondiente a SVCT2 de pollo (Figura 

3A) 

Para analizar la expresión de la proteína SVCT2 en la etapa adulta, se 

realizaron ensayos de Western blot, utilizando un anticuerpo policlonal que 

reconoce una secuencia específica en la región N-terminal de SVCT2 de rata. Los 

extractos totales de proteínas de los músculos LDAL y LDPR 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 proteínas totales provenientes de cerebro de embrión de 

pollo (HH45). De manera similar a los ensayos de RT-PCR, se detectó una banda 

inmunorreactiva para SVCT2 de 65 KDa en el músculo LDAL, al igual que en la 

muestra de cerebro. Adicionalmente a la banda antes descrita, se detectó 

inmunorreactividad para SVCT2 en bandas de 180, 95 y 53 KDa (Figura 3B). Con 

el propósito de igualar la carga entre los carriles y que los resultados obtenidos no 

sean producto de variaciones en la cantidad de proteína total, se realizó la tinción 

con Azul de Coomassie de un gel de acrilamida/bisacrilamida 10% p/v utilizando 

las muestras de cerebro, LDAL y LDPR.  Los resultados obtenidos señalan que 

efectivamente las muestras fueron cargadas con una concentración comparable. 

Sin embargo, la tinción de las bandas en el gel denota un perfil de migración 

electroforético diferencial entre los 2 tipos de músculos de pollo y cerebro (Figura 
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2C). En el músculo rápido LDPR, a diferencia de lo observado en el músculo lento 

LDA se identificaron 5 bandas con mayor intensidad de masas moleculares 

aproximadas de 72, 43 y 34 KDa (Figura 3C). 

Los resultados por RT-PCR y Western blot concuerdan con los obtenidos 

durante los estadios tardíos en la miogénesis embrionaria de pollo, los cuales 

sugieren la expresión de SVCT2 en fibras lentas, así 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. Distribución de SVCT2 en el músculo esquelético de pollo adulto. 
 

Con el fin de describir la distribución de SVCT2 de pollo en las fibras 

musculares de pollo adulto, se realizaron ensayos de inmunohistoquímica en los 

músculos LDAL y LDPR. Debido a las características anatómicas e histológicas del 

tejido muscular, se procedió en primer lugar a estandarizar las condiciones para su 

procesamiento (Anexo 1). Para este motivo, se utilizó el congelamiento de los 

músculos por nitrógeno líquido en matriz OCT y se estandarizó la obtención de 

criosecciones de 20 µm de espesor que permitiesen mantener la integridad 

histológica. De esta manera se minimizaron las posibles alteraciones en la forma 

de las fibras y de los fascículos musculares y su relación con el tejido conectivo 

circundante que pudiese inducir a errores en la interpretación de los resultados.  

 Las criosecciones transversales de los músculos LDAL y LDPR adultos 

fueron incubadas con el anticuerpo anti SVCT2 y paralelamente se incubaron con 

anticuerpos anti miosina lenta y anti Ca2+ ATPasa rápida (SERCA1), con el fin de 

discriminar la presencia de fibras lentas y rápidas respectivamente (Figura 4). Los 

resultados indican un patrón de inmunorreactividad  intracelular para SVCT2 en la 

totalidad de las fibras del músculo LDAL. De igual forma, las fibras positivas para 

SVCT2 presentan inmunorreactividad para miosina lenta, lo que demuestra la 

expresión preferencial de SVCT2 en fibras tipo I lentas oxidativas en este músculo. 

A diferencia de lo observado para SVCT2 y miosina lenta, no existe colocalización 

en la inmunorreactividad entre SVCT2 y Ca2+ ATPasa rápida, demostrando la 
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Figura. 3. Expresión de SVCT2 en músculo esquelético de pollo adulto. 
   
A. Expresión del ARNm de SVCT2 en músculo esquelético de pollo adulto. Se 
extrajo RNA total de los músculos esqueléticos Latissimus dorsi anterior (LDAL) y 
Latissimus dorsi posterior (LDPR) de pollos adultos, los cuales fueron transcritos a 
cDNA con transcriptasa reversa (RT+). Como control, la misma reacción fue 
realizada en ausencia de la enzima (RT-). Como control positivo se utilizó RNA 
total de cerebro de pollo embrionario (E18). Como control de carga de amplificó β-
actina. B. Análisis de expresión de SVCT2 por Western blot en extractos proteicos 
totales (80 µg) de tejido muscular de LDAL y LDPR. C. Como control de carga, se 
muestra la migración electroforética de las proteínas en las muestras de cerebro, 
LDAL, LDPR teñidas con Azul de Coomassie. Las flechas indican las masas 
relativas correspondientes al patrón de migración electroforética. (n=3). 
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Figura 4. SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas oxidativas de pollo 
adulto. 
   
Análisis inmunohistoquímico de la localización de SVCT2 en criosecciones de 
músculos LDAL y LDPR. 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). Imágenes de colocalización de SVCT2 y miosina lenta (panel LDA y 
LDP derecho superior). Paralelamente,  las criosecciones fueron incubadas con 
anticuerpo primario anti Ca2+ ATPasa rápida (SERCA 1) y revelado con un 
anticuerpo anti-IgG  acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo) (panel LDA y LDP  central 
inferior). Imágenes de colocalización de SVCT2 y Ca2+ ATPasa rápida (panel LDA 
y LDP derecho inferior). Barra 50 µm.  
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exclusión de este transportador en este tipo de músculo, en que son mayoritarias 

sus fibras rápidas. Sin embargo, las escasas fibras lentas presentes en LDPR 

muestran reacción positiva para SVCT2 (Figura 4). 

Nuestros resultados nos permiten concluir que la expresión de SVCT2 en el 

tejido adulto presenta el mismo patrón que durante el período embrionario. Sin 

embargo, debido a que el fenotipo muscular es definido tempranamente por la 

adquisición de sus principales características metabólicas durante la etapa post-

natal temprana, nosotros analizamos la expresión de SVCT2 durante este período 

del desarrollo.  

 
1.2. Caracterización de las fibras musculares esqueléticas de pollo 

durante la etapa post-natal 
1.2.1. Caracterización morfológica y metabólica de fibras musculares de 

pollo 
Con el propósito de evaluar la expresión de SVCT2 en el músculo 

esquelético en la etapa post-natal y cómo esta podría estar influenciada por el 

contexto fisiológico de los músculos en esta etapa, se procedió a realizar una 

caracterización morfológica de las fibras musculares de pollo en los músculos 

LDAL y LDPR, considerando el área de sección transversal de las fibras y la 

determinación de la actividad metabólica de la NADH-TR (NADH tiorreductasa) 

(Figura 5 y 6) y la actividad ATPasa miofibrilar (mATPasa) (Figura 7) 

Los resultados obtenidos en los ensayos de NADH-TR indican que la 

composición histológica de los músculos es distinta entre los músculos analizados 

desde la etapa post-natal temprana (7 días) hasta la adultez, debido a la presencia 

mayoritaria de fibras lentas oxidativas NADH-TR positivas (tinción azul oscuro) en 

el músculo LDAL en comparación con LDPR (Figura 5A). La cuantificación de la 

población de fibras NADH-TR positivas en LDAL, 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 LDAL, la 

población de fibras NADH-TR positivas en LDPR disminuye significativamente a 

partir de los 7 días post-natal hasta la adultez desde un 38% a 3,5% 

respectivamente (Figura 5C). 
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Figura 5. Determinación de la actividad NADH-TR en los músculos 
esqueléticos de pollo durante el desarrollo post-natal.  
 
A. Composición histológica de los músculos LDAL y LDPR  a los 7, 15, 30 días y 
adulto. La reacción NADH-TR en las criosecciones permite identificar las fibras 
lentas oxidativas tipo I (tinción azul oscuro)  y fibras rápidas glicolíticas tipo II 
(tinción azul claro). Barra 50 µm. B. Población de fibras musculares esqueléticas 
lentas, expresada como porcentaje (%) en el músculo LDAL a los 7, 15, 30 días y 
adulta. C. Población de fibras musculares esqueléticas lentas NADH-TR+, 
expresado en porcentaje (%) en el músculo LDPR a los 7, 15, 30 días y adulto.  
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El análisis morfológico de las fibras musculares presentes en los músculos 

LDAL y LDPR revelaron un aumento progresivo del área transversal en las fibras 

musculares entre los 7 días post-natal y el estado adulto (p<0,05) (Figura 5A y 

5B). En todos los estadios post-natales analizados el área de las fibras musculares 

NADH-TR positivas y negativas no presentaron diferencias estadísticamente 

significativas (p>0,05) (Figura 6A y 6B), excepto durante el estadio adulto en el 

músculo LDPR (Figura 6B) 

Por otra parte, el análisis morfológico comparativo del área de las fibras NADH-

TR positivas en los músculos LDAL y LDPR señalan diferencias estadísticamente 

significativas (p<0,05) en todos los estadios evaluados (Figura 5C). De forma 

similar a lo observado anteriormente, el área de las fibras NADH-TR negativas en 

los músculos LDAL y LDPR presentaron diferencias estadísticamente significativas 

(p<0,05), exceptuando al día 7 post-natal (Figura 6D) 

Finalmente la existencia de los diferentes fenotipos fibrilares en los músculos 

de pollo adulto fue demostrada por la determinación de la actividad mATPasa 

(Figura 7). Las criosecciones transversales de LDAL mostraron una intensa tinción 

para mATPasa en la totalidad de sus fibras, demostrando que este músculo está 

compuesto solamente de fibras lentas. Por otra parte, el análisis del LDPR mostró 

que este músculo está constituido preferencialmente por fibras rápidas debido a la 

ausencia de tinción en la mayoría de sus fibras. 

Considerando nuestros resultados, nosotros concluimos que durante el 

desarrollo post-natal en las fibras  musculares se producen modificaciones 

morfológicas y metabólicas progresivas que determinan las características finales 

del músculo adulto. 

 
1.2.2. Caracterización molecular de las fibras musculares de pollo. 

 
De forma complementaria al análisis morfológico y metabólico de las fibras 

musculares, se procedió a caracterizar a los músculos desde el punto de vista de 

los marcadores moleculares específicos que definen el fenotipo de las fibras 

musculares. Primeramente, se realizó un perfil electroforético a partir de extractos  
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Figura 6. Caracterización morfológica y metabólica de las fibras musculares 
esqueléticas de pollo durante la etapa post-natal.  
 
A. Área transversal de fibras musculares en LDAL, según reactividad a NADH-TR. 
B. Área transversal en fibras musculares en LDPR, según reactividad a NADH-TR. 
NADH-TR + (azul oscuro) y NADH-TR - (celeste). C. Área transversal de fibras 
musculares NADH-TR positivas (+) en los músculos LDAL y LDPR. D. Área 
transversal de fibras musculares NADH-TR negativas (-) en los músculos LDAL y 
LDPR. p < 0,005. Los resultados son expresados en área promedio (µm2) ± SEM. 
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LDA

LDP

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. La determinación de la actividad mATPasa permite identificar los 
fenotipos lentos y rápidos en músculos esqueléticos de pollo adulto.  
 
Actividad ATPasa miofibrilar con pre-incubación a pH 4,6 de fibras musculares 
esqueléticas de pollo adulto en músculos LDAL y LDPR. Barra 50 µm (panel 
izquierdo). Barra 25 µm (panel derecho). 
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totales de proteínas de los músculos LDAL y LDPR de animales de 7, 15, 30 días y 

adulto las cuales fueron separadas en un gel de acrilamida-bisacrilamida al 10% 

p/v y teñidas con Azul de Coomassie (Figura 7A). Los resultados obtenidos indican 

que existen notables diferencias en cuanto a los patrones de migración 

electroforética de sus proteínas, observándose una definición de las bandas 

específicas para cada músculo entre los 7 días post-natal y el estado adulto 

(Figura 7A). Los perfiles de los músculos LDAL presentan, a partir de los 7 días, 

una banda de aproximadamente 45 KDa que se mantiene inalterable hasta la 

adultez. De forma similar, en los músculos LDPR, se observa  una marcada 

expresión de proteínas con masa moleculares de  130, 80, 55, 45 y entre 30 y 34 

KDa, que se mantienen en forma conservada durante el período 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 días post-natal) los músculos desarrollan 

progresivamente un patrón de expresión de sus proteínas constituyentes en 

extractos totales similar a lo observado en el músculo adulto.  

La determinación de marcadores moleculares específicos del fenotipo 

muscular durante la etapa post-natal fue realizada por medio de ensayos de 

Western blot, utilizando anticuerpos monoclonales específicos contra las isoformas 

lenta y rápida de la proteína C. Las proteínas de extractos totales de los músculos 

LDAL y LDPR de 7, 15, 30 días 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 señalados. Los resultados obtenidos 

indican que los músculos LDAL y LDPR expresan niveles de proteína C lenta 

(banda inmunorreactiva de 140 KDa) en forma similar a los 7 días post-natal. Sin 

embargo, entre los 15 días post-natal y la etapa adulta  la expresión de la isoforma 

lenta se presenta en forma preferencial en el músculo LDAL (Figura 8B). Por otra 

parte, la expresión de la isoforma rápida de proteína C es detectable en forma 

preferencial en el músculo rápido LDPR (Figura 8C). 

Nuestros análisis de los perfiles electroforéticos y la expresión de las 

distintas isoformas de la proteína C nos permite concluir que durante el desarrollo 
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post-natal los músculos lentos y rápidos expresan un patrón diferencial de 

proteínas que son específicas para el fenotipo. 

 

1.3. Expresión de SVCT2 en músculos esqueléticos de pollo. 
1.3.1. Comportamiento temporal de la expresión de SVCT2 en músculos 

lentos y rápidos de pollo post-natal.  
  

Debido a que nuestros resultados indican que los músculos LDAL y LDPR 

adquieren características morfológicas, metabólicas y moleculares que permiten 

definir su fenotipo durante el período post-natal, nuestro siguiente paso fue 

correlacionar la expresión de SVCT2 con la naturaleza fenotípica de los músculos. 

Con este fin se realizaron ensayos semi-cuantitativos de RT-PCR utilizando ARN 

total de cerebro de embrión de pollo (HH45) y de los  músculos LDA  y LDP de los 

estadíos embrionario (HH45) así como post-natal 7, 15, 30 días y adulto. Se 

utilizaron parejas de partidores internos para amplificar un fragmento específico de 

589 bp en la región codificante del ARNm para SVCT2 de pollo. Como control 

interno, se amplificó β-actina de pollo (282 bp). Los resultados obtenidos indican la 

expresión preferencial de SVCT2 en los músculos LDAL en la etapa embrionaria 

tardía (HH45), 7, 15, 30 días post-natal y adulto respecto a los músculos LDPR 

(Figura 9A). En la Figura 9B se grafica la relación de intensidades relativas de los 

productos de PCR de SVCT2 y normalizados por los productos obtenidos por la 

amplificación de β-actina de pollo. Los resultados muestran que la expresión de 

SVCT2 en LDAL embrionario fue de alrededor de 8 veces más alta que en LDPR 

(Figura 9B). Durante la etapa post-natal temprana bajos niveles de expresión de 

SVCT2 fueron detectados en LDPR a diferencia de lo observado en LDAL (Figura 

9B). Sin embargo, nuestros resultados muestran que los niveles de expresión de 

SVCT2 en el músculo LDAL disminuyen progresivamente durante la etapa post-

natal, observándose una reducción de aproximadamente un 50% de los niveles de 

expresión de SVCT2 a los 30 días y en el estado adulto comparado con lo 

observado en la etapa embrionaria tardía (Figura 9B). Aún cuando nuestros 

resultados referentes a la expresión temporal de SVCT2 señalaron que existe un  
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Figura 8. Los músculos esqueléticos definen su fenotipo durante la etapa 
post-natal. 

 

A. Análisis de migración electroforética de extractos totales de proteínas (80 µg) 
de músculos LDAL y LDPR en los estadios post-natal 7, 15, 30 días y adulto. Gel 
teñido con Azul de Coomassie.  B. Análisis de expresión de proteína C lenta por 
Western blot en extractos proteicos totales (80 µg) de LDAL y LDPR en los 
estadios post-natal 7, 15, 30 días y adulto. C. Análisis de expresión de proteína C 
rápida por Western blot en extractos proteicos totales (80 µg) de LDAL y LDPR en 
los estadios post-natal 7, 15, 30 días y adulto. Las flechas indican las masas 
relativas correspondientes al patrón de migración 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 músculos esqueléticos LDAL y LDPR de pollos a los 
16 días de incubación, 7, 15, 30 días post-natal y adulto, los cuales fueron 
transcritos a cDNA con transcriptasa reversa (RT+). Como control positivo se 
utilizó RNA total de cerebro de pollo embrionario (E18) obteniéndose un producto 
esperado de 589 bp para SVCT2 y 289 bp para β-actina (panel superior). B. 
Cuantificación relativa de las bandas de SVCT2 normalizado con β-actina. Las 
flechas a la derecha del panel superior indican el tamaño molecular de las bandas 
observadas. Los * representan diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) 
entre los grupos analizado por Test de Student (n=3). 
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comportamiento descendente en la expresión del transportador durante la vida 

post-natal, la expresión de SVCT2 a nivel del músculo lento LDAL fue más 

abundante en todas las etapas evaluadas en comparación con el músculo rápido 

LDPR. Estos resultados sugieren que el requerimiento intracelular de vitamina C 

en los músculos lentos es superior durante la embriogénesis tardía y en el período 

post-natal temprano, debido posiblemente a un rol por parte de SVCT2 en la 

mediación del ingreso de ácido ascórbico durante la miogénesis y en la etapa 

adulta en la regulación del equilibrio redox. 

 
1.3.2. Distribución de SVCT2 en el músculo esquelético de pollo 
 
Considerando que durante el período post-natal el músculo esquelético puede 

modificar su condición fenotípica en forma alternante y que los resultados 

obtenidos muestran que la expresión de SVCT2 a nivel de transcrito disminuyen 

progresivamente, se realizaron ensayos de inmunohistoquímica para analizar 

posibles modificaciones en la distribución de SVCT2 entre músculos lentos y 

rápidos. En la etapa embrionaria tardía (HH45) se utilizaron el músculo LDAL y el 

rápido Rhomboideus superficialis (RsR) siendo este último, considerado debido a 

su cercanía anatómica con respecto a LDAL. Por otra parte, en el estado post-

natal (7 días y adulto) se utilizaron los músculos LDAL y LDPR. Como controles se 

utilizaron anticuerpos monoclonales anti miosina lenta y la isoforma rápida de la 

bomba Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico  (Figura 10, 11 y 12). 

Adicionalmente a los estadios indicados anteriormente se evaluó la expresión de 

SVCT2 a los 30 días post-natal (Anexos 2 y 3). 

En el caso de la etapa embrionaria tardía los resultados indican que todas las 

fibras de LDAL son positivas para miosina lenta y negativas para la isoforma 

rápida de la bomba Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico, mientras que la 

mayoría de las fibras en Rs son positivas para la isoforma rápida de la bomba 

Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico (Figura 10). Tal como se ha observado 

anteriormente en LDA adulto el anticuerpo anti SVCT2 marca todas las fibras 

musculares tipo I así como algunas escasas fibras lentas en LDPR (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 LDAL y RsR la inmunorreactividad excluyente de SVCT2 

en fibras lentas con respecto a las rápidas. 

A los 7 días de desarrollo post-natal, la distribución de SVCT2 es similar a lo 

observado en el estadío embrionario tardío (HH45). En este músculo la señal 

inmunorreactiva para SVCT2 presenta una colocalización perfecta con miosina 

lenta. Por otra parte, respecto a lo observado en LDAL a los 7 días post-natal, el 

músculo LDPR presenta una menor proporción de fibras SVCT2-miosina lenta 

positivas (Figura 11). 

En la etapa adulta el patrón de distribución de SVCT2 se observa restringido a 

las fibras lentas. En este sentido las fibras lentas presentes en los músculos LDAL 

y LDPR son positivas para SVCT2. Sin embargo, el músculo LDAL presenta un 

predominio de fibras lentas que se correlaciona directamente con la naturaleza 

fenotípica del músculo (Figura 12 y Anexo 3). 

Con el propósito de evaluar si la distribución de SVCT2 se mantiene restringida 

a fibras lentas independientemente de la localización anatómica de los músculos, 

se realizaron ensayos de inmunolocalización para SVCT2 en el músculo lento 

Medial adductor (MAL) y rápido Pectoralis major (PMR) disecados de la región 

interna de la pierna y región pectoral, respectivamente. Los resultados obtenidos 

en MAL y PMR concuerdan con lo observado en LDAL y LDPR en relación a la 

distribución preferencial de SVCT2 en fibras lentas. Por otra parte, los músculos 

LDPR y PMR presentan fibras SVCT2 positivas en menor cantidad y distribuidas 

aisladamente (Figura 13). Estos resultados permiten concluir que la definición de 

los músculos lentos en la etapa adulta se correlaciona directamente con la 

expresión de SVCT2 por parte de las fibras lentas. Por otro lado, ellos sugieren la 

posibilidad de que la definición del fenotipo lento esté relacionada con la expresión 

de SVCT2 y por los niveles de vitamina C que sean internalizadas en estas fibras 

musculares. 

Debido a que los ensayos inmunohistoquímicos llevados a cabo en músculos 

de aves demuestran una distribución preferencial de SVCT2 en fibras lentas en 

pollos, nosotros evaluamos la distribución del transportador en una especie que 

evolutivamente ha perdido la capacidad de sintetizar vitamina C y por ende la ob- 
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Figura 10. SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas oxidativas de pollo 
durante la etapa embrionaria tardía.  
 
Análisis inmunohistoquímico de la localización de SVCT2 en criosecciones de 
músculos LDAL y LDPR 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 músculo LDAL y RsR. Adicionalmente, las 
criosecciones fueron incubadas con anticuerpo anti Miosina lenta y revelado con 
anticuerpo anti IgG  acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo). Imágenes de colocalización 
SVCT2 y miosina lenta (panel superior derecho). Criosecciones de músculos LDAL 
y RsR de pollos, fueron incubadas con un anticuerpo primario anti Ca+2 ATPasa 
rápida y revelado con anticuerpo anti IgG  acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo). 
Imágenes de colocalización SVCT2 y SERCA1 (panel intermedio derecho). 
Imágenes A y B secciones magnificadas de superposición respectivas. Barra 50 
µm.  
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Figura 11. SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas oxidativas de pollo 
durante la etapa post-natal temprana.  
   
Análisis inmunohistoquímico de la localización de SVCT2 en criosecciones 
transversales de la musculatura dorsal de pollo a los 7 días 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 µm (panel intermedio e inferior). 
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tiene exclusivamente desde la dieta. Para esto realizamos ensayos de 

inmunolocalización de SVCT2 en criosecciones de músculo esquelético humano 

obtenido desde la región lumbar. Como indicador de la naturaleza fenotípica de las 

fibras se utilizaron anticuerpos anti SVCT2 y monoclonales anti miosina lenta y 

rápida. Nuestros resultados demuestran la localización 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 rápida 

no co-localizan con SVCT2 (Figura 14). Un aspecto interesante de nuestros 

resultados es la localización conservada de SVCT2 entre especies, lo que sugiere 

que independientemente de la capacidad de sintetizar vitamina C, la expresión de 

SVCT2 corresponde a un mecanismo desarrollado por el organismo para regular 

los niveles de vitamina C en las fibras musculares.   

 
1.4. Distribución intracelular de SVCT2 en fibras musculares lentas 

oxidativas 
Debido a que nuestros ensayos inmunohistoquímicos demostraron que la 

expresión de SVCT2 es preferencial en fibras lentas en los distintos músculos 

analizados durante la etapa embrionaria tardía y post-natal, nos propusimos 

determinar la localización intracelular de SVCT2. En primera instancia, y con el 

propósito de delimitar las fibras musculares, criosecciones transversales del 

músculo LDA fueron co-incubadas con los anticuerpos anti SVCT2 y anti laminina, 

una proteína de la lámina basal (Figura 15, panel superior y A). La observación 

detallada de las criosecciones longitudinales mostraron que SVCT2 presenta un 

patrón de distribución estriado transversal dispuesto en toda la extensión de la 

fibra (Figura 15, panel intermedio y B). Según nuestros análisis y con el grado de 

detección con el cual contamos no se pudo determinar la expresión de SVCT2 a 

nivel de la membrana plasmática (Figura 15, panel intermedio y B).  

Adicionalmente, una evaluación en los músculos LDAL y MAL y los 

músculos LDPR y PMR de pollo adulto confirmó la distribución intracelular bajo el 

mismo patrón (Figura 16). Considerando los resultados obtenidos por medio de los 

ensayos de inmunohistoquímica, así como los antecedentes estructurales del 

transportador y a la organización estructural de las fibras, nosotros concluimos que 
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Figura 12. SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas oxidativas de pollo 
durante la etapa adulta.  
 
Análisis inmunohistoquímico de la localización 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 µm (panel intermedio e inferior). 
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Figura 13. SVCT2 se distribuye a nivel de las  fibras musculares lentas 
oxidativas en distintos músculos esqueléticos de pollo adulto.  
 
Análisis inmunohistoquímico de la localización de SVCT2 en criosecciones de 
músculos lentos LDAL y MAL y rápidos LDPR y PMR 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 Ca2+ ATPasa rápida revelado con anticuerpo anti IgG  
acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo) (panel derecho). Barra 100 µm.  
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Figura 14. La expresión de SVCT2 está restringida a fibras lentas oxidativas 
en el músculo esquelético humano.  
 
Análisis inmunohistoquímico de la localización de SVCT2 en criosecciones de 
músculos 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 rápida 
y revelado con anticuerpo anti IgG  acoplado a Alexa Fluor 546 (rojo) (panel 
central). Imágenes de co-localización  entre SVCT2 y miosina (panel derecho). 
Barra 100 µm.  
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SVCT2 debería localizarse en algún subdominio interno de membrana. Estas 

observaciones y antecedentes previos dan paso a los siguientes cuestionamientos 

con respecto a SVCT2 ¿Cuál es la localización subcelular del transportador 

SVCT2 en las fibras lentas oxidativas? ¿Cuál o cuáles son las implicancias de su 

localización subcelular en la fisiología muscular? Para responder a estas 

interrogantes, nosotros proponemos “estudiar la localización subcelular de SVCT2 

en músculo esquelético de pollo adulto”. 

 
2. Patrón de distribución intracelular del co-transportador sodio 

ascorbato SVCT2 en fibras musculares lentas oxidativas 
2.1. Localización subcelular de SVCT2 en fibras musculares lentas 

oxidativas 
Los resultados obtenidos en nuestro primer objetivo han permitido 

determinar la expresión de SVCT2 en músculos lentos y una distribución 

preferencial en fibras musculares lentas oxidativas en un patrón 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 plasmática, otorgándole al SVCT2 una 

conformación propicia para establecerse en dominios de membrana tal como se 

ha indicado en células nerviosas. Las fibras musculares presentan una 

organización muy estructurada de sus dominios internos de membrana, por lo que 

la ubicación del SVCT2 en estas regiones podría explicar su rol en la 

disponibilidad de vitamina C en las fibras y cómo esta podría regular la definición 

del fenotipo muscular.  

Como se observa en la figuras 17 y 18, SVCT2 se distribuye 

intracelularmente en un patrón estriado transversal. Aún cuando el patrón de 

distribución presentó un aspecto regular, no se observó co-localización de SVCT2 

con proteínas estructurales del sarcómero como titina (marcador de línea I) (Figura 

16, panel superior), miosina lenta (marcador de banda A) (Figura 17, panel 

intermedio) y desmina (marcador de línea Z) (Figura 17, panel inferior). Sin embar- 
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Figura 15. SVCT2 se distribuye intracelularmente bajo un patrón estriado 
transversal en fibras musculares lentas oxidativas de pollo adulto.  
 
Análisis inmunohistoquímico de la localización de SVCT2 en criosecciones de 
músculos LDAL 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) Superposición de imágenes SVCT2 y laminina 
(rojo-verde) (panel superior e intermedio). Barra 50 µm. Las imágenes A y B 
corresponden a regiones magnificadas de cortes transversales y longitudinales 
respectivamente. Barra 15 µm.  
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Figura 16. El patrón estriado transversal de SVCT2 se distribuye de forma 
similar en distintos músculos esqueléticos de pollo.  
 
Análisis inmunohistoquímico de la localización de SVCT2 en criosecciones de 
músculos lentos LDAL y MAL y rápidos LDPR y PMR 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 región delimitada en LDAL. Barra 100 µm.  
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go, titina y desmina definieron regiones en el interior de la fibra en donde no se 

detectó señal pero en las que sí fue detectado SVCT2. Por otra parte, en la región 

central de la señal inmunorreactiva para miosina lenta fue localizado SVCT2 

(Figura 17, panel intermedio). Un fenómeno similar de exclusión de co-localización 

fue observado entre SVCT2 y proteína C lenta (Figura 18, panel superior). Un 

hallazgo interesante fue un alto grado de relación topográfica entre SVCT2 y 

Miomesina (proteína estructural del sarcómero localizada a nivel de la línea M) 

(Figura 18, panel intermedio) y una parcial co-localización de SVCT2 y el receptor 

de rianodina (marcador de cisternas terminales del retículo sarcoplásmico) (Figura 

18, panel inferior). 

Considerando la organización del sarcómero 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 retículo 

sarcoplásmico en cercanía topográfica con la línea M. 

Con la finalidad de evaluar el grado de co-localización entre SVCT2 y proteína C 

lenta, el receptor de rianodina y miomesina, regiones definidas entre 9 a 11 µm de 

longitud, obtenidas a partir de criosecciones longitudinales de fibras lentas fueron 

sometidas a un análisis de intensidades de fluorescencia. La fluorescencia de la 

región fue separada en los canales de fluorescencia respectivos y sus espectros 

fueron graficados superponiendo las señales (Figura 18). Los resultados obtenidos 

muestran que la intensidad y la distancia aproximada de las señales entre SVCT2 

y miomesina son similares, indicando que estas señales presentan un alto grado 

de co-localización debido al solapamiento de los picos de fluorescencia (Figura 

19). En el caso del grado de co-localización entre SVCT2 y proteína C lenta o 

entre SVCT2 y el receptor de rianodina, si bien los resultados muestran una 

parcial sobreposición de las señales, los picos de fluorescencia de SVCT2 están 

dispuestos centralmente en relación a la señales para proteína 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 localización intracelular a  
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Figura 17. Comparación de la localización de SVCT2 respecto a titina, 
miomesina y desmina en fibras musculares lentas.  
 
Análisis inmunohistoquímico de la localización de SVCT2 en criosecciones 
longitudinales de músculos lento LDAL 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). 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). Imágenes de co-localización. Barra 5 µm. Panel derecho. Representación 
esquemática de la localización subcelular del SVCT2 en las fibras musculares 
lentas oxidativas de pollo. Retículo sarcoplásmico longitudinal (RSL), Retículo 
sarcoplásmico de unión (RSU), Triada (túbulo T, azul; Cisternas terminales, 
celeste). 
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Figura 18. Comparación de la localización de SVCT2 respecto a proteína C 
lenta, miomesina y RyR en fibras musculares lentas.  
 
Análisis inmunohistoquímico de la localización de SVCT2 en criosecciones 
longitudinales de músculos lento LDAL 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). Paralelamente  fueron 
incubadas con anticuerpos primarios anti proteína C lenta, anti miomesina y anti 
RyR y posteriormente  revelados con un anticuerpo anti IgG acoplado a Alexa 
Fluor 546 (rojo). Imágenes de co-localización. Barra 5 µm. Panel derecho. 
Representación esquemática de la localización subcelular del SVCT2 en las fibras 
musculares lentas oxidativas de pollo. Retículo sarcoplásmico longitudinal (RSL), 
Retículo sarcoplásmico de unión (RSU), Triada (túbulo T, azul; Cisternas 
terminales, celeste). 
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través de ensayos de inmunohistoquímica. Criosecciones longitudinales de 

músculos 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 relación topográfica entre SVCT2 y miomesina se analizaron sus 

intensidades de fluorescencia. Como se observa en la figura 20B, la señales de 

SVCT2 y miomesina se presentaron al mismo nivel respecto al sarcómero debido 

al alto grado de superposición de sus picos de fluorescencia. Por lo tanto, nosotros 

concluimos que la distribución intracelular de SVCT2 en fibras musculares es 

conservada entre especies.  

Si bien SVCT2 presentó un alto grado de relación topográfica con un 

marcador estructural del sarcómero como miomesina, la relación 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 retículo sarcoplásmico. Diversos estudios han 

demostrado que centrifugaciones sucesivas de homogenizados de músculos 

esqueléticos en conjunto con el tratamiento de tampones a diferentes 

concentraciones iónicas y la utilización de detergentes permiten recuperar 

dominios de membranas internas enriquecidas en proteínas como el receptor de 

rianodina, la bomba Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico y el receptor de 

dihidropiridina. Con el propósito de definir la localización de SVCT2 en regiones 

internas de membrana en las fibras musculares, los músculos LDAL y MAL fueron 

disecados y homogenizados obteniéndose un extracto total (ET). Posteriormente 

este extracto fue centrifugado a baja velocidad para separar los mionúcleos de un 

sobrenadante (S). El sobrenadante obtenido se centrifugó a alta velocidad 

obteniendo un sobrenadante (S1) enriquecido en proteínas citosólicas 

(sarcoplásmicas) 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 expresión de proteínas de 
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Figura 19. El análisis de microscopía confocal demuestra que SVCT2 se 
localiza en dominios de membrana intracelular.  
 
Criosecciones longitudinales de músculos lento LDAL de adultos fueron  co-
incubadas con anticuerpos primarios anti SVCT2 y anti Proteína 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). 
Gráficos comparativos de picos de intensidades de fluorescencia para SVCT2, 
proteína C lenta, RyR y miomesina por canal (unidades ADC, arbitrary density 
channel) en cada imagen de colocalización por sección 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 músculos 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. Análisis de fluorescencia por señal para SVCT2 y miomesina (panel 
izquierdo). Gráfico 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 físico-químicas que determinan la 

asociación de las proteínas a las membranas biológicas, la fracción de 

microsomas pesados fue sometida a dos protocolos de subfraccionamiento. En el 

primero se aplicaron concentraciones crecientes de NaCl, lo que permite la 

disociación de las interacciones existentes entre las distintas proteínas de 

membrana y del sarcoplasma con proteínas estructurales del sarcómero, seguido 

de la utilización del detergente no iónico Tritón X-100 utilizado para solubilizar las 

proteínas asociadas a las membranas obtenidas desde estos microsomas 

(fraccionamiento fuerza iónica-detergente). En el segundo protocolo los MP fueron 

tratados inicialmente con Tritón X-100 para solubilizar las proteínas asociadas a 

las membranas y luego fueron aplicadas concentraciones crecientes de NaCl que 

permiten la disociación de las interacciones entre las distintas proteínas 

(fraccionamiento detergente-fuerza iónica). Así, el MP fue resuspendido en un 

tampón con alta concentración 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 tampón con 500 mM NaCl y 0,5% Tritón x-100, 

obteniendo el sobrenadante (S3) y el pellet (P4) de proteínas insolubles como 

parte del fraccionamiento fuerza iónica-detergente. Paralelamente, los MP fueron 

resuspendidos con un tampón 100 mM NaCl y 0,5% Tritón X-100, obteniendo S2 y 

P3, para finalmente resuspender al P3 con un tampón con 500 mM NaCl y 0,5% 

Tritón X-100, como parte del  fraccionamiento detergente-fuerza iónica. Como 

control de carga 30 ug de los extractos de proteínas totales de LDAL y fracciones 

ET, S y MP fueron separadas en gel de acrilamida-bisacrilamida 9% p/v y 

posteriormente teñidas con Azul de Coomassie. En los extractos LDAL, ET y S se 

observó un patrón similar de migración electroforética de sus proteínas, 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 

observó un notorio enriquecimiento de sus proteínas con masas moleculares entre 

los 43 a 55 KDa, 95 KDa y superior a 170 KDa (Figura 21A). Para la identificación 

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. Patrón de migración electroforética de proteínas de extracto total de LDAL y 
LDAL más MAL (ET) y las fracciones de sobrenadante inicial (S) y microsomas 
pesados (MP) en gel teñido con Azul de Coomassie. Las flechas indican las 
masas relativas correspondientes al patrón de migración electroforética. B. 
Análisis de expresión de SVCT2 por Western blot en proteínas de extracto total de 
LDAL y LDAL más MAL (ET) y las fracciones de sobrenadante inicial (S)  y 
microsomas pesados (MP) (30 µg). Las flechas a la izquierda indican la masa 
molecular de las proteínas detectadas. C. Comparación del enriquecimiento de 
SVCT2 en extractos totales de LDAL y la fracción 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 proteína total de LDAL 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 

músculos LDAL y MAL 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 

detectó inmunorreactividad para SVCT2 en la fracción S (Figura 21B). De forma 

interesante, al realizar un análisis comparativo de las intensidades de 

inmunorreactividad para la banda de 95 KDa, se observó que a medida que el 

extracto inicial es fraccionado se produce un enriquecimiento del transportador en 

alrededor de 15 veces en la fracción de los microsomas pesados con respecto a 

los extractos de proteína total de LDAL (Figura 21C). Nuestros resultados sugieren 

que como resultado del fraccionamiento subcelular se produce una separación y 

enriquecimiento de las membranas internas de las fibras musculares en donde se 

encuentra localizado mayoritariamente el SVCT2.  

Para determinar la composición de las fracciones de membranas obtenidas 

y la localización de SVCT2, se realizaron ensayos de Western blot en las 

fracciones derivadas de la aplicación de fuerza iónica y posteriormente detergente 

con anticuerpos monoclonales contra una proteína estructural, así como para las 

asociadas a membrana. Como control de carga 30 ug de proteínas totales del 

músculo LDAL y de las fracciones ET, S, MP, S1, S2, P3, S3 y P4, solubilizadas 

en el tampón A (100 mM NaCl), tampón B (500 mM NaCl) y tampón C (500 mM 

NaCl y tritón X-100 0,5%) fueron cargadas y separadas en un gel de acrilamida-

bisacrilamida al 9% p/v el que fue teñido con Azul de Coomassie (Figura 22A). 

Nuestros resultados muestran que en la fracción S2, al igual que MP existe un 

enriquecimiento 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 análisis de expresión de expresión de SVCT2 y de las otras proteínas 

musculares fue realizado por ensayos de Western blot. Extractos de proteínas to- 
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tales del músculo LDAL 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 α1 del receptor de dihidropiridina (DHPRα1), isoforma lenta 

de la bomba Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico (SERCA 2), SVCT2, bomba 

Na+K+ ATPasa y β-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 proteínas de membrana como el receptor de dihidropiridina, isoforma 

lenta de la bomba Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico y bomba Na+K+ 

ATPasa, se localizan mayoritariamente en las fracciones MP, S2, P3 y S3 con 

bandas inmunorreactivas únicas de 170, 110 y 92 KDa, respectivamente. Estos 

resultados permiten determinar que SVCT2 segrega en conjunto a estas proteínas 

de membrana. Particularmente, el enriquecimiento de SVCT2 se correlaciona 

directamente con el de la isoforma lenta de la bomba Ca2+ ATPasa del retículo 

sarcoplásmico, la que se localiza subcelularmente a nivel del retículo 

sarcoplásmico. Por otra parte, miomesina y β-actina se localizan mayoritariamente 

en la fracción P4 como lo indican sus bandas inmunorreactivas de 185 y 43 KDa, 

respectivamente, lo que sugiere que estas proteínas estructurales se comportan 

como proteínas insolubles recuperadas en la fracción P4. 

Para permitir la solubilización de SVCT2 y proteínas asociadas a membrana 

el MP fue sometido al tratamiento inicial con Tritón x-100, seguido de un 

incremento de la fuerza iónica mediante del aumento en la concentración de NaCl 

de 100 a 500 mM. Como control del fraccionamiento, 30 µg de proteínas totales 

fueron cargadas y separadas en un gel de acrilamida-bisacrilamida al 9% p/v. 

Posteriormente el gel fue teñido con Azul de Coomassie (Figura 23A, panel 

superior). Según se observa en la figura 23 (panel superior) producto del 

fraccionamiento se produce en enriquecimiento de proteínas con masas 

moleculares de 95 KDa y una pérdida parcial de proteínas con masas moleculares  

entre 34 a 43 KDa en MP con respecto al extracto total de LDAL, ET y S. Así 

mismo, en las fracciones P3, S3 y P4 se observó enriquecimiento de proteínas con  
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Figura 22. Enriquecimiento de SVCT2 y proteínas musculares en fracciones 
de membranas tratadas con fuerza iónica y detergente. 
 
A. Patrón de migración electroforética de fracciones de membrana de músculo 
esquelético de pollo obtenidas por tratamiento con fuerza iónica y detergente 
teñidas con Azul de Coomassie. B. Análisis de expresión de proteínas por 
Western blot utilizando anticuerpos primarios anti miomesina, DHPRα1, SERCA2, 
SVCT2, Na+K+ ATPasa y β-actina y revelados con anticuerpos IgG conjugados 
con peroxidasa de rábano (HRP). Proteínas 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 patrón de 
migración electroforética. (n=3). 
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una masa molecular de 95 KDa. Como se observa en ambos protocolos de 

fraccionamiento, la aplicación de detergente y concentraciones crecientes de sales 

permite generar un enriquecimiento de distintas proteínas de masas moleculares 

específicas en cada una de las fracciones. 

La localización de SVCT2 y las restantes proteínas utilizando el segundo 

protocolo de fraccionamiento fue resuelta por ensayos de Western blot. Para ello, 

extractos de proteínas 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 

α1 del receptor de dihidropiridina, isoforma lenta de la bomba Ca2+ ATPasa del 

retículo sarcoplásmico, bomba Na+K+ ATPasa y β-actina (Figura 23B). SVCT2 (95 

KDa) fue localizado mayoritariamente en las fracciones MP, P3 y S3. Las 

proteínas de membrana como la subunidad α1 del receptor de dihidropiridina (170 

KDa), isoforma lenta de la bomba Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico (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 fracción P3. Sin embargo, 

nuestros resultados muestran que SVCT2 no segrega de igual manera que 

isoforma lenta de la bomba Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico en las 

fracciones S2, P3 y S3 (Figura 23B). 

Con respecto a las proteínas estructurales como miomesina (185 KDa) y β-

actina (43 KDa) estas fueron localizadas mayoritariamente en la fracción insoluble 

P4 (Figura 23B). 

En base a nuestros resultados, nosotros podemos concluir que el 

tratamiento con una elevada concentración 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 

proteínas totales de LDA, así 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 neutralización del anticuerpo anti SVCT2  
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Figura 23. Enriquecimiento de SVCT2 y proteínas musculares en fracciones 
de membranas tratadas con detergente y fuerza iónica. 
 
A. Patrón de migración electroforética de fracciones de membrana de músculo 
esquelético de pollo obtenidas por tratamiento con detergente y fuerza iónica 
teñidas con Azul de Coomassie. B. Análisis de expresión de proteínas por 
Western blot utilizando anticuerpos primarios anti miomesina, DHPRα1, SERCA2, 
SVCT2, Na+K+ ATPasa y β-actina y revelados con anticuerpos IgG conjugados 
con peroxidasa de rábano (HRP). Proteínas 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 patrón de 
migración electroforética. (n=3). 
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Figura 24. La detección de SVCT2 es bloqueada específicamente por su 
péptido inhibitorio. 
 
A. Expresión de SVCT2 en extracto total de LDAL 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). Comparación en la expresión de SVCT2 en extractos LDA, MP y S2 
obtenidas a partir de protocolo fuerza iónica-detergente, en ausencia y presencia 
de péptido inhibidor (panel inferior). B. Expresión de SVCT2 en LDAL, ET, S, MP, 
S1, S2, P3, S3 y P4 (panel superior). Comparación en la expresión de SVCT2 en 
extractos LDAL, MP y S2 obtenidas a partir de protocolo detergente-fuerza iónica, 
en ausencia y presencia de péptido inhibidor (panel inferior). Las flechas indican 
las masas relativas correspondientes al patrón de migración electroforética.  
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fue realizada por una pre-incubación con un péptido inhibidor (PI) específico 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 bloqueó al anticuerpo anti SVCT2 apoyando la idea que la banda 

inmunorreactiva de 95 KDa corresponde efectivamente a SVCT2. 

 
2.2. Localización subcelular de SVCT2 en miotubos de pollo 
Considerando que la expresión de SVCT2 se restringe preferencialmente a 

fibras musculares lentas oxidativas in vivo y que la expresión a nivel de transcrito y 

proteína ha sido determinada recientemente por Low y col. (2010) in vitro en 

miotubos de pollos, nosotros propusimos evaluar la expresión y localización 

subcelular de SVCT2 durante la miogénesis in vitro. Para esto fueron  realizados 

ensayos de inmunohistoquímica 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 

diferenciación por 4 días. Para los ensayos de inmunohistoquímica, los miotubos 

de pollo fueron fijados en metanol frío por 10 minutos e incubados con los 

anticuerpos anti SVCT2, titina, proteína C rápida y miomesina. Como se observa 

en la figura 25, SVCT2 presenta un patrón de distribución estriado transversal y 

co-localiza con miomesina. Por el contrario SVCT2 no co-localiza con titina y 

proteína C rápida, presentando un comportamiento similar a lo observado in vivo. 

Con la finalidad de evaluar la localización de distintas proteínas musculares, 

incluida SVCT2, durante la etapa de estructuración de las fibras musculares, 

fueron realizados ensayos de  Western blot a partir de mioblastos de pollos  

aislados y diferenciados a miotubos. Al día 4 de incubación en medio de 

diferenciación los miotubos fueron lisados y extraídas sus proteínas citosólicas y 

de membrana. Los extractos de proteínas citosólicas 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, proteína C rápida y SVCT2.  
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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 día 4 de diferenciación fueron co-incubadas con 
anticuerpos primarios anti SVCT2 y anti titina (panel superior), anti SVCT2 y anti 
proteína C rápida (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 líneas punteadas corresponden a 
las zonas magnificadas según corresponda. Barra 20 µm. B. Criosecciones 
longitudinales de músculo LDAL incubadas con anticuerpo primario anti SVCT2 y 
anti titina (panel superior), anti SVCT2 y anti proteína C rápida (panel central) y 
anti SVCT2 y miomesina (panel inferior). Magnificación de regiones de fibras 
musculares lentas co-incubadas con los anticuerpos primarios anti SVCT2, anti 
proteína 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 µm.  
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Miomesina fue detectada en la fracción TX-KCl 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-KCl como un banda de 92 KDa 

(Figura 26B). La isoforma rápida de la proteína 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 proporción como una banda inmunorreactiva de 65 KDa (Figura 26D). 

Bandas inmunorreactivas inespecíficas para miomesina, bomba Na+K+ ATPasa y 

proteína C rápida de aproximadamente 55 KDa fueron observadas en los ensayos 

de Western blot. 

En su conjunto, las aproximaciones experimentales conducentes a 

determinar la localización subcelular de SVCT2 sugieren que el transportador se 

ubica a nivel del retículo sarcoplásmico durante la miogénesis embrionaria y en la 

etapa adulta.  

Se ha propuesto por numerosos estudios que la expresión génica que 

define el fenotipo lento de las fibras musculares depende de la activación de vías 

de transducción señales específicas mediadas por calcio. Una forma controlada 

que permite la activación de genes específicos del fenotipo lento en condiciones in 

vitro, ha sido llevado a cabo con patrones de estimulación eléctrica de baja 

frecuencia (patrón lento). En este contexto, nosotros proponemos que la aplicación 

de pulsos eléctricos de baja frecuencia en fibras rápidas incrementará la expresión 

de SVCT2 resultando en la inducción de plasticidad muscular desde el fenotipo 

rápido al lento. Permitiendo de esta manera “evaluar los niveles de expresión de 

SVCT2 in vitro en condiciones de inducción y/o mantención del fenotipo lento” 

  
3. Regulación de la expresión de SVCT2 en fibras aisladas y miotubos 

de ratón.  
 

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 liberación de calcio desde 

el retículo sarcoplásmico, siendo las de propagación lenta las necesarias para la 

activación de vías de señalización conducentes a regular la expresión 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 fracción enriquecida en proteínas de membrana. 
   
Análisis de expresión por Western blot de extractos enriquecidos en proteínas 
citosólicas y de membrana obtenidas a partir de miotubos de pollo al día 4 de 
diferenciación. A. Expresión de miomesina (10 µg). B. Expresión de Na+K+ 
ATPasa subcelulares (10 µg). C. Expresión de proteína C rápida (10 µg). D. 
Expresión de SVCT2 (30 µg). Las flechas indican las masas relativas 
correspondientes al patrón de migración electroforética. (n=3). 
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definen el fenotipo en las fibras musculares. En este contexto, nosotros 

proponemos que la aplicación de estimulación eléctrica en pulsos de baja 

frecuencia inducirá la expresión de SVCT2 en fibras rápidas. 

 

3.1. La depolarización de membrana inducida por 
electroestimulación aumenta la expresión de SVCT2 en fibras 
aisladas y miotubos de ratón 

Para evaluar el comportamiento de SVCT2 en células musculares, a nivel 

de ARNm en respuesta a una depolarización de membrana independiente de 

potasio, se realizaron ensayos de estimulación eléctrica en fibras aisladas y 

miotubos de ratón. Fibras musculares de ratones adultos BALB/c fueron aisladas 

del músculo rápido Flexor digitalis brevis (FDB) y mantenidas en cultivo. 

Posteriormente las fibras fueron estimuladas con un patrón lento de 20 Hz de 

frecuencia y extraído el RNA a distintos tiempos para realizar ensayos de qPCR 

utilizando partidores específicos para SVCT2 de ratón (Tabla 5).  Como se 

muestra en la figura 27A, los niveles de transcrito de SVCT2 aumentan 

progresivamente en las fibras estimuladas. La cuantificación de los niveles de los 

productos de SVCT2 obtenidos, respecto a los niveles de  β-actina, muestran un 

aumento desde un 56% a las 2 hrs hasta un 80% a las 4 hrs post-estimulación 

(n=3). Como control fue amplificado SVCT2 y normalizado en relación a β-actina 

en fibras aisladas que no fueron sometidas a estimulación eléctrica.  

Con el propósito de establecer una correlación entre los niveles de ARNm 

de SVCT2 y un gen que responde a un patrón de estimulación lenta fueron 

realizados ensayos de qPCR para Troponina I lenta (TnIs). Como control fue 

amplificado TnIs en fibras aisladas que no fueron sometidas a estimulación 

eléctrica. Como se observa en la figura 27B, la estimulación con pulsos a 20 Hz de 

frecuencia incrementa progresivamente los niveles de transcrito para este gen, 

observándose 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-estimulación (n=3).  
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Figura 27.  La expresión de SVCT2 es incrementada por la depolarización de 
membrana inducida por electroestimulación en fibras aisladas de ratón.  
 
A. Análisis de expresión del ARNm para SVCT2 por qPCR en fibras aisladas del 
músculo FDB de ratón adulto. Se extrajo RNA total de las fibras a las 2, 4, 8  hrs 
post-estimulación eléctrica (20 Hz de frecuencia), los cuales fueron transcritos a 
ADNc con transcriptasa reversa. Como control se amplificó actina de β-actina de 
ratón. B. Análisis de expresión de Troponina I lenta (TnIs) a las 2, 4 y 8 post-
estimulación. Como control se amplificó β-actina de ratón. Como control interno 
experimental se utilizó RNA total obtenido de fibras FDB sin estimular. El análisis 
de expresión representa los valores de SVCT2 y TnIs normalizados con respecto a 
β-actina. (n=3). 
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Para correlacionar el efecto de la depolarización de membrana en un 

sistema muscular inmaduro y de esta manera evaluar el potencial rol de la 

inervación sobre la expresión de SVCT2 durante la miogénesis, se procedió a 

evaluar por ensayos de qPCR la expresión del transportador en miotubos de ratón 

(Figura 28). El ARN de miotubos estimulados con patrones de 10 y 50 Hz fue 

extraído a las 2, 4 y 8 hrs post-estimulación. Los niveles de ARNm para SVCT2 

aumentaron progresivamente en ambas condiciones a partir de las 2 hrs post-

estimulación en 25% y 8% respectivamente. A las 4 hrs post-estimulación bajo un 

patrón de estimulación de 10 Hz los niveles de transcrito aumentaron a un 44% 

(Figura 28B). Por otro lado, la aplicación de 50 Hz elevó los niveles de transcrito a 

un 60% (Figura 28C). Los niveles de expresión para SVCT2 a las 8 hrs post-

estimulación fueron de 37% y 76% bajo patrones de estimulación de 10 y 50 Hz 

respectivamente. Como control fue amplificado SVCT2 a partir de ARN de 

miotubos de ratón no estimulados eléctricamente. Los niveles de expresión fueron 

determinados en relación a los niveles de  β-actina (n=3). En su conjunto, los 

resultados obtenidos en fibras musculares adultas y miotubos de ratón sugieren 

que la estimulación eléctrica induce un aumento en la expresión de SVCT2. 

 

3.2. La depolarización de membrana inducida por 
electroestimulación altera la distribución de SVCT2 en fibras 
aisladas de ratón. 

En el tejido muscular se ha observado que GLUT4 transloca en respuesta a 

insulina desde una localización intracelular en estructuras vesiculares a los túbulos 

transversos (Rodnick y cols.,  1992). Con la finalidad de analizar la localización de 

SVCT2 en respuesta a un patrón de estimulación de baja frecuencia similar a la 

actividad de motoneuronas que inervan fibras lentas, fibras aisladas de ratón 

adulto  fueron electroestimuladas a 20 Hz (Figura 29). La expresión del 

transportador fue determinada por ensayos de inmunohistoquímica con el 

anticuerpo anti SVCT2 y determinada su localización en la fibra muscular con 

respecto a la relación con miomesina utilizando el anticuerpo monoclonal anti 

miomesina. Como se observa en la figura 29C, entre las 2 y 4 hrs postestimulación 
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Figura 28. La expresión de SVCT2 es incrementada por la depolarización de 
membrana inducida por electroestimulación en miotubos de ratón.  
 
A. Cultivo de miotubos de ratón al 4to día de diferenciación.  B. Análisis de 
expresión de ARNm para SVCT2 por qPCR en miotubos de ratón. Se extrajo RNA 
total de las miotubos a las 2, 4, 8  hrs post-estimulación eléctrica (10 Hz de 
frecuencia), los cuales fueron transcritos a ADNc con transcriptasa reversa. Como 
control se amplificó actina de β-actina de ratón. B. Análisis de expresión de ARNm 
para SVCT2 por qPCR en miotubos de ratón. Se extrajo RNA total de las miotubos 
a las 2, 4, 8  hrs post-estimulación eléctrica (50 Hz de frecuencia), los cuales 
fueron transcritos a ADNc con transcriptasa reversa. Como control se amplificó β-
actina de ratón. Como control interno experimental se utilizó RNA total obtenido de 
miotubos de ratón sin estimular. El análisis de expresión representa los valores de 
SVCT2 normalizados con respecto a β-actina. (n=3). 
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Figura 29.  SVCT2 altera su distribución intracelular en fibras musculares 
edqueléticas en respuesta a la depolarización de membrana inducida por 
electroestimulación. 
 
A. Cultivo de fibras aisladas del músculo FDB de ratón adulto. Barra 1 mm. B. 
Sección magnificada de una fibras musculare FDB. Barra 25 µm. C. Fibras 
aisladas del músculo FDB de ratón adulto fueron estimuladas eléctricamente con 
270 pulsos a 20 Hz de frecuencia y fijadas a las 2, 4, 8 hrs post estimulación. 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 µm.  
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la expresión de SVCT2 aumentó en comparación a lo observado para la condición 

control. Además, se observaron acumulaciones focales de inmunorreactividad 

para SVCT2. A diferencia de lo observado anteriormente, a las 8 hrs post-

estimulación la expresión de SVCT2 se observó disminuida y el patrón de 

distribución de las acumulaciones focales inmunorreactivas para SVCT2 se 

observaron más dispersas. Nuestros resultados muestran una concordancia entre 

los niveles de expresión del transportador observados en los ensayos de qPCR 

con un aumento de los niveles de expresión de la proteína a nivel de las fibras 

estimuladas. Por otro lado, se observó un cambio de su localización intracelular en 

respuesta a la depolarización sugiriendo la posibilidad de una reorganización 

intracelular del transportador con el propósito de suplir la demanda de vitamina C 

en las fibras musculares en condiciones que incrementan la síntesis 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. Además, nuestras 

aproximaciones experimentales permitieron determinar la localización subcelular 

del transportador a nivel del retículo sarcoplásmico en regiones cercanas a la línea 

M del sarcómero en condiciones in vivo e in vitro. Finalmente, hemos establecido 

que la depolarización por estimulación eléctrica regula positivamente la expresión 

del transportador en fibras adultas y miotubos de ratón. Adicionalmente, nosotros 

observamos, que bajo estas condiciones SVCT2 puede redistribuirse en un patrón 

vesicular permitiéndole potencialmente localizarse a nivel del sarcolema e 

internalizando AA regulando del estado redox de las células musculares. Por otra 

parte, el AA podría ingresar al retículo sarcoplásmico modificando el estado redox 

y la funcionalidad de canales de calcio como el receptor de rianodina, produciendo 

la activación de vías de señalización dependientes de calcio que concluyen 

finalmente en la expresión de genes específicos del fenotipo lento (Figura 30). 
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Figura 30.. Modelo propuesto para el ingreso de AA mediado por SVCT2 y la 
inducción y/o mantención del fenotipo lento en fibras musculares 
esqueléticas. 
 
A. SVCT2 se localiza subcelularmente, a nivel del retículo sarcoplásmico en 
relación topográfica a miomesina (1). La actividad de la motoneurona (2), induce 
una redistribución de SVCT2 en un patrón vesicular (3) y una potencial distribución 
hacia el sarcolema (4), permitiendo la internalización de AA (5).  El ingreso de AA 
actuaría como un regulador eficiente de la oxidación intracelular (6). B. SVCT2 
internaliza AA al retículo sarcoplásmico (1). El AA, modificaría el estado redox de 
canales como RyR (2), permitiendo la salida de Ca+2 al sarcoplasma (3) y la 
activación de vías de señalización dependientes de Ca+2, induciendo la expresión 
de genes específicos del fenotipo lento (4). 
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VI. ANEXOS 
 

Anexo 1 
 

Anexo 1. Estandarización de cortes de músculo esquelético para 
inmunohistoquímica .  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Espesor 
(µm) 

Sustrato de adhesión Resultado 

10 Vectabond® Histología no conservada 
  

15 Vectabond® Histología regular 

20 Vectabond® Histología conservada en forma óptima 
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Anexo 2 
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Anexo 2. SVCT2 se expresa en fibras musculares lentas oxidativas durante el 
estadio post-natal temprano (30 días). 
 
Análisis inmunohistoquímico de la localización de SVCT2 en criosecciones 
transversales de la musculatura dorsal de pollo post-natal (30 días). 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 µm (panel intermedio e 
inferior). 
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Anexo 3. Expresión de SVCT2 durante el desarrollo post-natal de músculos 
de pollo. 
 
Análisis inmunohistoquímico de la localización de SVCT2 en criosecciones 
transversales de la musculatura dorsal de pollo a partir de los 7 días 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. 
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VII. DISCUSIÓN 
 

Inicialmente los estudios reportados en la literatura sobre el análisis de la 

expresión de los transportadores de sodio y vitamina C, no mostraron resultados 

positivos para la expresión de SVCTs en el tejido muscular esquelético. Es así 

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 expresión de 

SVCT2 en este tejido. Posteriormente, Kuo y cols. (2004) detectaron bajos niveles 

de transcrito para SVCT2 en el músculo esquelético de ratones. Así mismo en 

líneas celulares musculares L6C5 y C2C12 se determinó la expresión y 

funcionalidad sólo de SVCT2 (Savini y cols.,  2005; Savini y cols.,  2007). Aún 

cuando estos últimos estudios reconocían la existencia de este transportador, 

recientemente Low y cols. (2009) determinaron que el SVCT2 se expresa 

preferencialmente en fibras musculares esqueléticas del tipo I lento oxidativas en 

vertebrados. Sin embargo, hasta el inicio de esta tesis, no se había descrito el 

patrón de expresión para SVCT2 durante la etapa post-natal y cómo SVCT2 

modularía la inducción y/o la definición del fenotipo muscular.  

 

1. SVCT2 se expresa en músculos lentos de pollo adulto 
Con el propósito de evaluar la expresión del transportador en el músculo 

esquelético durante la etapa post-natal y la adultez, se procedió a realizar los 

ensayos de RT-PCR, Western blot e  inmunohistoquímicos en músculos lentos y 

rápidos de pollo. Nuestro modelo experimental basado en la utilización de 

músculos de pollo, corresponde a un modelo que es ampliamente aceptado 

debido a que éstos han sido identificados y clasificados previamente siguiendo 

parámetros morfológicos, bioquímicos, 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 diseñados contra proteínas musculares estructurales y de 

membrana específicos de esta especie, lo que facilita su estudio y posterior 

interpretación. 
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Los resultados obtenidos por los ensayos de RT-PCR y Western blot 

determinaron que la expresión de SVCT2 durante la etapa adulta se restringe a 

músculos lentos. El fenotipo observado en este músculo 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 expresión diferencial de SVCT2 en este músculo sugiere la 

presencia de un mecanismo especialmente adaptado que permitiría 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 músculos lentos posean sistemas más activos para 

el control de especies oxidativas (Powers y cols.,  1994; Powers y Jackson, 2008)  

En el músculo esquelético como resultado del ejercicio o de la estimulación 

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 oxidación 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 músculos fatigados (Moopanar y Allen, 2005), además 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 

que el H2O2 modifica la función de diversas proteínas incluyendo quinasas y 

fosfatasas (Espinosa y cols.,  2006) así como de factores de transcripción como 

NF-κB 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 liberación de calcio 

desde el retículo sarcoplásmico al citoplasma), puede ser incrementada como 

respuesta a especies oxidativas endógenas como O2
-. (Eu y cols.,  2000), H2O2 

(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 homólogas que 

conforman el receptor, 50 de sus residuos de cisteína están en el estado reducido 

y entre 10 a 12 son altamente susceptibles a oxidación (Hidalgo, 2005; Hidalgo y 

cols.,  2002; Hidalgo y cols.,  2004; Sun y cols.,  2001). 

Considerando los antecedentes anteriormente descritos nosotros sugerimos 

que los altos niveles de SVCT2 observados en el músculo lento permiten 

aumentar la biodisponibilidad de vitamina C en las fibras musculares lentas tipo I y 

de esta manera contrarrestar la acción de especies reactivas generadas como 

parte de su metabolismo oxidativo durante la actividad física normal y en 

condiciones de ejercicio prolongado (Figura 30).  

Concordante con los niveles de expresión de SVCT2 detectados por RT-

PCR en el músculo LDAL adulto, el análisis de expresión de la proteína mostró 

una banda inmunorreactiva del tamaño esperado de 65 KDa, basado en el análisis 

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 ratón, 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 

determinación 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 tardía de pollos.  

Se han reportado variaciones en la masa molecular para el SVCT2 producto 

de N-glicosilación en neuronas de ratón y en células N2a que sobreexpresan 

SVCT2 de ratón (García M de y cols.,  2005; Liang y cols.,  2002; Salazar, 2010; 

Subramanian y cols.,  2008; Tsukaguchi y cols.,  1999) y fosforilación por proteína 

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-glicosilación o fosforilación 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 así como ensayos con N-glicosidasa 

F disminuyen la masa molecular de SVCT2 desde 75 a 66 KDa en neuronas 

hipotalámicas de ratón (García 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 podrían ser 

consecuencia de modificaciones post-traduccionales que no consideran a la N-

glicosilación o fosforilación 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 

formación de homooligómeros 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 

heterooligómeros entre la isoforma completa de SVCT2 y la isoforma corta con 

función dominante negativa (Lutsenko y cols.,  2004). 

Aún cuando es necesario realizar estudios más 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 podrían estar relacionadas con modificaciones post-

traduccionales de SVCT2 o el establecimiento de interacciones con otras 

isoformas del transportador que regularía negativamente su función durante el 

desarrollo post-natal. 

En relación al patrón de inmunorreactividad de SVCT2 en el tejido muscular 

de pollo adulto, este presentó una distribución intracelular, tal como ha sido 

descrito en neuronas y en células germinales (Angulo y cols.,  2008; Caprile y 

cols.,  2009). De forma interesante, su expresión se restringió preferencialmente a 

fibras tipo I reforzando el concepto de que los músculos con mayor abundancia de 

este tipo de fibras expresan SVCT2. 
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Los resultados obtenidos en esta sección de nuestro estudio nos permiten 

concluir que la expresión del transportador durante la adultez se circunscribe a 

músculos esqueléticos lentos de pollos y particularmente en fibras lentas 

oxidativas tipo I bajo un patrón intracelular de forma similar a lo observado por Low 

y cols. (2009) durante la miogénesis temprana de pollo, sugiriendo que tanto su 

expresión como su localización se mantiene en este tipo de fibras durante la etapa 

post-natal.  

 

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

Las observaciones descritas por Low y cols. (2009) así como los resultados 

obtenidos en nuestro estudio han determinado que la expresión de  SVCT2 se 

restringe a fibras musculares lentas durante el desarrollo embrionario y la adultez 

en músculos de pollo. Sin embargo, se desconoce cómo se comporta la expresión 

del SVCT2 durante el período en donde se establecen las principales 

características metabólicas que definen el fenotipo muscular. 

La determinación de la actividad NADH-TR como indicador de la capacidad 

oxidativa, demostró una progresiva disminución en el número de las fibras 

oxidativas presentes en el músculo LDPR. Estos resultados se relacionan con una 

paulatina adaptación metabólica de las fibras musculares hacia la vía glicolítica 

como fuente de ATP desde la etapa embrionaria tardía a la adultez. En este 

sentido, y en correlación con nuestros estudios, se ha demostrado que la cantidad 

de fibras lentas en el músculo rápido LDPR 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 morfológicas que incrementaron la masa muscular 

durante la etapa post-natal. Cabe señalar que durante el desarrollo de un músculo 

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 músculo (Shear y Goldspink, 1971). Se ha determinado que 



103 
 

durante la etapa post-natal el área de sección transversal (CSA) se incrementa en 

los músculos LDAL y LDPR de pollos como resultado de un aumento de los 

componentes contráctiles (miofibrillas) y no contráctiles (sarcoplásmicos) (Shear, 

1978; te Pas y cols.,  2004). En fibras jóvenes de ambos tipos durante el periodo 

post-natal, las proteínas contráctiles recién sintetizadas son ensambladas e 

incorporadas dentro de los miofilamentos pre-existentes. Ejemplo de esta 

condición son las miofibrillas pertenecientes a las fibras del músculo LDPR las 

cuales incorporan nuevos filamentos contráctiles permitiéndoles de esta manera a 

las fibras duplicar su tamaño 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 expresión 

de proteínas, capacidad oxidativa y perfusión sanguínea  mientras se adaptan a 

sus nuevas funciones, dependiendo del tipo de músculo, especie y raza (te Pas y 

cols.,  2004). Puesto que la diferenciación de las fibras musculares es un proceso 

continuo durante el período post-natal dependiente de la expresión de proteínas 

específicas que definen el fenotipo muscular, el análisis de los perfiles de 

expresión de las proteínas musculares en extractos totales y de las isoformas 

lenta y rápida de la proteína C realizados en este estudio permite corroborar este 

fenómeno. Se ha determinado que durante este período, la cantidad de proteínas 

musculares es el reflejo del balance entre los procesos de síntesis y degradación 

intracelular (Doherty y cols.,  2004; te Pas y cols.,  2004). En este sentido, se ha 

determinado incrementos significativos en la expresión de proteínas en músculos 

rápidos de aves como glicógeno fosforilasa, albúmina, β-enolasa, aldolasa, 

GAPDH, lactato deshidrogenasa y fosfoglicerato mutasa (Doherty y cols.,  2004; 

Doherty y cols.,  2005) 

 El crecimiento y el desarrollo del músculo esquelético se relaciona con 

cambios secuenciales en la expresión de isoformas de proteínas contráctiles y 

regulatorias. Las modificaciones a nivel de proteínas contráctiles durante el 

desarrollo post-natal están directamente relacionadas con mantener la 

organización molecular del sarcómero. La diversidad de los niveles de estas 

proteínas puede sólo estar basada en el reemplazo de una isoforma por otra con 
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características estructurales y funcionales similares. Ejemplos de estos cambios 

secuenciales en los perfiles de expresión durante distintas etapas del desarrollo 

del músculo 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 última una progresión desde la isoforma embrionaria 

a neonatal (fetal) para finalizar en la expresión de la isoforma adulta (Bandman y 

Bennett, 1988; DiMario y Stockdale, 1997). La progresiva disminución en la 

expresión de la isoforma lenta de la Proteína C, concuerda plenamente con lo 

reportado en músculos rápidos (Obinata y cols.,  1984) e igualmente los bajos 

niveles de expresión de la isoforma lenta a partir de la segunda semana de 

desarrollo. Sin embargo, la expresión de bajos niveles de las isoformas lentas y 

rápidas de proteína C en los músculos LDPR y LDAL respectivamente puede ser 

satisfactoriamente explicado considerando las observaciones en las cuales se 

determinó que ambas isoformas de la proteína C pueden ser co-expresadas 

dentro del mismo músculo e incluso dentro del mismo sarcómero (Ackermann y 

Kontrogianni-Konstantopoulos, 2010; Reinach y cols.,  1983). En consecuencia el 

análisis de expresión de las isoformas rápidas y lentas de proteína C nos permitió 

definir que durante el desarrollo post-natal se suceden modificaciones en la 

expresión de proteínas estructurales, lo que da cuenta del proceso adaptativo de 

las fibras musculares que definen su fenotipo durante este período del desarrollo. 

 Con respecto a la disminución  progresiva de los niveles de expresión para 

SVCT2 en el período post-natal, nuestros resultados sugieren que los 

requerimientos intracelulares de vitamina C son mayores en músculos lentos que 

en rápidos, posiblemente como respuesta a la necesidad para regular los niveles 

de moléculas oxidantes producidas por estos músculos funcionalmente activos. En 

este sentido, se ha determinado que la expresión del transportador es modificada 

por efecto de agentes oxidantes directa o indirectamente a través de la incubación 

con H2O2 y depolarización 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 inducción temprana de la miogénesis (Low y 

cols.,  2010), en cambio a nivel post-natal regularían el estado redox de las fibras 

permitiendo la mantención del fenotipo lento. 

 

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

El patrón de inmunorreactividad para SVCT2 en tejido muscular de pollo 

presentó una distribución 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 presentó un patrón de co-localización con fibras que 

expresan miosina lenta y no con las que expresaron la isoforma rápida de la 

bomba Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico, lo que demuestra la distribución 

preferencial del transportador en las fibras lentas tipo I de forma similar a lo 

observado durante el desarrollo embrionario (Low y cols.,  2009). La utilización de 

estos anticuerpos monoclonales específicos contra miosina lenta han permitido 

identificar el contenido de fibras presentes en los músculos 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 expresión 

de diferentes tipos de miosinas en las masas musculares que forman las 

extremidades presentan un patrón de distribución espacial característico, que guía 

el futuro desarrollo del músculo y anticipan la futura composición de las fibras 

dentro del músculo (Crow y Stockdale, 1986). Es por esta razón que la distribución 

de las fibras musculares miosina lenta positiva observadas en este estudio sugiere 

que la definición del fenotipo lento del músculo LDAL está en directa relación con 

las modificaciones a nivel metabólico y molecular observadas durante el desarrollo 

post-natal. La evaluación de otros músculos lentos y rápidos ubicados en regiones 

anatómicamente diversas permiten generalizar este concepto como un evento que 

ocurre en forma ubicua en el organismo.  

Por otra parte, la determinación de inmunorreactividad para SVCT2 observada 

en fibras lentas en humanos, demuestra que no tan sólo esta distribución 
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preferencial se restringe al tejido muscular de pollo sino que es un fenómeno 

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 organización estructural compleja. Sin embargo,  están 

regularmente distribuidos en toda su extensión lo que permite identificar 

componentes estructurales en regiones específicas (Hikida, 1987). En virtud de  

estos antecedentes y con el propósito de determinar la localización subcelular de 

SVCT2, nosotros realizamos ensayos de inmunohistoquímica utilizando 

anticuerpos contra el transportador y proteínas estructurales y de membrana en 

las fibras musculares lentas oxidativas de pollo. Los resultados determinaron que 

SVCT2 se distribuye intracelularmente bajo un patrón estriado transversal en toda 

la longitud de la fibra muscular.  

Considerando tanto las características estructurales descritas para SVCT2 en 

relación a la existencia de 12 dominios transmembrana (Faaland  y cols.,  1998; 

Liang y cols.,  2001) así 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 músculos LDAL, nos permiten 

sugerir que SVCT2  se localiza  presumiblemente a nivel del retículo 

sarcoplásmico. 

Con la finalidad de realizar un estudio más detallado de la distribución de 

SVCT2 a nivel de las fibras musculares, se realizó un análisis de las intensidades 

de fluorescencia en secciones definidas de las fibras en las cuales se realizaron 

ensayos de inmunolocalización. Este procedimiento nos permitió determinar que 

SVCT2 se localiza a nivel de las regiones centrales del retículo sarcoplásmico, 

debido a su relación con el receptor de rianodina localizado mayoritariamente en 

las cisternas terminales cercanas a la línea Z del sarcómero (Airey y cols., 1990) y 

al centro del sarcómero, por la relación topográfica con miomesina una proteína de 

la línea M.   
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La miomesina corresponde a una proteína estructural de 185 KDa que se une 

fuertemente a los componentes de la línea M del sarcómero permitiendo el 

ensamblaje y mantención de las miofibrillas a través de la estabilización de 

miosina y titina dentro del sarcómero a nivel de la banda A (Eppenberger y cols.,  

1981; Lange y cols.,  2005). La cercanía topográfica entre SVCT2 y miomesina 

podría ser consecuencia del entramado generado entre miomesina y otras 

proteínas sarcoméricas como miosina y titina permitiendo 2 posibles fenómenos: 

1) estabilización de SVCT2 dentro de la región del retículo sarcoplásmico 

longitudinal y 2) la contención de SVCT2 en estructuras vesiculares constituidas 

por membrana en el espacio definido entre el retículo sarcoplásmico longitudinal y 

los miofilamentos.  

Por otra parte, el análisis inmunohistoquímico reveló que no existe una relación 

topográfica de SVCT2 y titina a nivel sarcomérico. Titina corresponde a la proteína 

estructural del sarcómero de mayor extensión (> 1 µm de longitud) ubicada entre 

las líneas Z y M (Skeie, 2000). En miofibrillas relajadas, titina se localiza a nivel de 

la unión entre las bandas A e I, resultando en un doblete de inmunorreactividad 

por sarcómero (Wang y Greaser, 1985). Sin embargo, la distancia entre los 

dobletes en sarcómeros sucesivos puede variar según al grado de contracción 

miofibrillar (Wang y Greaser, 1985). Nuestras observaciones corroboran estos 

antecedentes identificando a titina a nivel de la banda I y permitiendo definir la 

localización de SVCT2 en la zona de inmunorreactividad negativa para titina 

ubicada en el centro del sarcómero.  

El patrón inmunorreactivo para uno de los filamentos intermedios presentes en 

el músculo como desmina, permitió determinar morfológicamente la extensión del 

sarcómero de pollo y definir la segregación de SVCT2 en la región central del 

sarcómero. En las fibras musculares, desmina se organiza como una red 

filamentosa cuya función es unir lateralmente las miofibrillas individuales a sus 

líneas Z e interconectar los sarcómeros al sarcolema (Li y cols.,  1997; Shah y 

cols.,  2004). De esta manera desmina se considera como un marcador 

inequívoco de la línea Z del sarcómero.  
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Finalmente, para complementar la determinación de la localización de SVCT2 

en el interior de las fibras musculares en la región central del sarcómero y su 

relación con proteínas sarcoméricas (Figura 17), se utilizaron los anticuerpos 

contra la isoforma lenta de la proteína C y miosina lenta. La proteína C, se localiza 

en la región central del sarcómero en cada hemi sección de la banda A (Reinach y 

cols.,  1983). Esta proteína permite unir secciones de meromiosina pesada y 

meromiosina liviana de miofilamentos de miosina adyacentes y los subfragmentos-

2 (subfragmento derivado de la proteólisis de meromiosina pesada) y actina 

(Reinach y cols.,  1983). De esta manera forma un andamiaje y por ende una 

estabilización estructural a los miofilamentos de miosina presentes en la banda A. 

El patrón de inmunorreactividad para la isoforma lenta de la proteína C observado 

en nuestro estudio reveló un patrón de doblete a nivel de la banda A. El uso de 

miosina lenta como marcador sarcomérico estructural permitió en conjunto con la 

proteína C la delimitación de la banda A del sarcómero, dejando circunscrita la 

localización de SVCT2 a  nivel de la zona central de esta, es decir a la región de la 

línea M, definida por el espacio entre los dobletes de la proteína C lenta y la región 

central de miosina.  

 En su conjunto, la utilización de anticuerpos monoclonales contra proteínas 

estructurales del sarcoméro como titina, proteína C lenta, miomesina, desmina y 

miosina y de proteínas de membrana como el receptor de rianodina, nos permiten 

sugerir la localización subcelular de SVCT2 en la zona central del sarcómero de 

fibras musculares lentas oxidativas tipo I a nivel del retículo sarcoplásmico en 

cercanía con la línea M del sarcómero, como resultado de la relación topográfica 

con el receptor de rianodina y miomesina respectivamente. De forma interesante, 

este patrón de organización intracelular también fue observado en fibras lentas de 

humano sugiriendo un alto grado de homología entre estas especies en su 

localización.  

Con la finalidad de resolver la localización 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 señalar que el fraccionamiento subcelular ha permitido determinar la 
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localización de proteínas de membrana y estructurales del músculo esquelético 

como GLUT-1 (Agote y cols.,  2001), GLUT-4 (Agote y cols.,  2001; Muñoz y cols.,  

1995a; Muñoz 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 Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico (Hoffman y cols.,  1987; Muñoz y 

cols.,  1995b), DHPR (Muñoz y cols.,  1995a; Muñoz y cols.,  1995b), distrofina 

(Brenman y cols.,  1995; Ervasti y cols.,  1991; Hoffman y cols.,  1987; Muñoz y 

cols.,  1995b), subunidad β1-integrina (Muñoz y cols.,  1995a; Muñoz y cols.,  

1995b), bomba Na+K+ ATPasa (Agote y cols.,  2001), receptor de insulina (Muñoz 

y cols.,  1995b), SCAMPs (secretory carrier membrane protein) 37 y 39 (Muñoz y 

cols.,  1995b), proteína específica de túbulos transversos (tt28) (Muñoz y cols.,  

1995a; Muñoz y cols.,  1995b), óxido nítrico 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 músculos de conejo, ratón, rata y pollo. Por lo cual esta es considerada una 

técnica debidamente validada para identificar la localización de las distintas 

proteínas musculares. 

Con el procesamiento inicial de los músculos con bajas concentraciones de 

NaCl (100 mM) fue posible colectar una fracción de microsomas pesados 

(estructuras vesiculares de membrana formadas artificialmente). En cuanto a la 

expresión de SVCT2 en esta fracción 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 proteínas totales de LDAL. Si bien la masa molecular descrita para el 

transportador correspondería a 63 KDa, variaciones en su masa han sido 

reportadas. En este sentido, la determinación 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 utilización de un péptido inhibitorio  derivado de la secuencia interna 

de SVCT2 de rata en los ensayos de Western blot, nos permitió comprobar que 

este anticuerpo reconoce a la banda de 95 KDa como SVCT2 lo que concuerda  
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adicionalmente con las masas moleculares descritas para SVCT2 en otros tipos 

celulares.  

La localización de SVCT2 fue determinada junto con otras proteínas 

asociadas a membrana como la bomba Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico, 

el receptor de dihidropiridina y la bomba Na+K+ ATPasa en la fracción de 

microsomas pesados. Estos resultados concuerdan directamente, con lo reportado 

para la bomba Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico y receptor de rianodina a 

nivel de la fracción de microsomas desde músculos de ratón y pollo, 

respectivamente (Airey y cols.,  1990; Hoffman y cols.,  1987; Muñoz y cols.,  

1995b). Considerando estos antecedentes, nosotros concluimos que proteínas 

presentes tanto en el retículo sarcoplásmico como a nivel de los túbulos 

transversos y otras vesículas se encuentren en esta fracción, como es el caso del 

receptor de dihidropiridina y el receptor de insulina (Agote y cols.,  2001; Muñoz y 

cols.,  1995a).  

Por otra parte, bajos niveles de la bomba Ca2+ ATPasa del retículo 

sarcoplásmico, 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 músculo esquelético la localización de la bomba Na+K+ ATPasa ha 

sido determinada por ensayos inmunohistoquímicos en el sarcolema a nivel de la 

línea Z y M de los sarcómeros a los cuales se encuentra unidas a través de la 

interacción con β-espectrina, α-foldrina y ankirina 3 (Williams y cols.,  2001). 

Ensayos de fraccionamiento de membrana en músculos esqueléticos de 

mamíferos han permitido avalar estos resultados localizando preferencialmente a 

esta bomba a nivel del sarcolema y en menor proporción en los túbulos 

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 túbulos transversos 

(Muñoz y cols.,  1995a; Muñoz y cols.,  1995b). Bajo nuestras condiciones 

experimentales, la determinación del receptor de dihidropiridina en la fracción de 

microsomas pesados concuerda directamente con estas observaciones. De forma 



111 
 

similar al receptor de dihidropiridina, la determinación de la bomba Ca2+ ATPasa 

del retículo sarcoplásmico fue localizada a nivel de los microsomas (Hoffman y 

cols.,  1987; Muñoz y cols.,  1995b).  

La forma en que las proteínas asociadas a membrana como el receptor de 

dihidropiridina, la bomba Ca2+ ATPasa del retículo sarcoplásmico 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, podría ser explicado debido a su conformación estructural, lo 

que impide la acción de detergentes no-iónicos como Tritón X-100, disminuyendo 

su solubilización (Bronner y Kleinzeller, 1979). Por otra parte, la acción de alta 

fuerza iónica (500 mM de NaCl) utilizados en nuestro estudio,  permitiría solubilizar 

las proteínas contenidas en las estructuras de membrana formadas durante el 

fraccionamiento, tal como ha sido descrito para la óxido nítrico sintasa (Brenman y 

cols.,  1995). 

Finalmente, la localización de proteínas asociadas al citoesqueléto como 

miomesina y actina en los extractos totales, en el sobrenadante S y a nivel de los 

microsomas pesados, sugieren una solubilización parcial como resultado de una 

liberación incompleta desde otras proteínas 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 

inmunohistoquímicos sugieren la localización de SVCT2 en regiones de 

membrana correspondientes al retículo sarcoplásmico de fibras lentas oxidativas. 

Es importante señalar que el retículo sarcoplásmico corresponde al principal 

reservorio intracelular de calcio en el músculo esquelético y que su liberación 

desde este organelo, además de ser importante para el proceso de contracción 

muscular, permite estimular la expresión de genes específicos del fenotipo 

muscular (Kaisto y Metsikkö, 2003).  

La expresión de genes en fibras musculares ha sido relacionada con la 

activación de vías de transducción de señales dependientes de calcio que inducen 

la transición fenotípica de las fibras musculares desde el tipo rápido 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 activación de calcineurina  y 

posteriormente del factor de transcripción NFAT induciendo la expresión de 

proteínas contráctiles lentas como las cadenas pesadas de miosina y troponina I 

(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 transcripción MEF2, permitiendo la expresión de genes 

lentos (Spangenburg y Booth, 2003).  

Considerando aspectos tan importantes como la potente acción 

antioxidante descrita para la vitamina C, la localización de SVCT2 a nivel del 

retículo sarcoplásmico determinada por nuestros ensayos y los niveles de 

especies oxidativas que permiten regular diversas proteínas, entre ellos el 

principal canal de calcio a nivel de la fibra como el receptor de rianodina (Hidalgo y 

cols.,  2004) y factores de transcripción específicos (Catani y cols.,  2004), 

sugerimos que la expresión de SVCT2 y su localización posterior a nivel del 

retículo sarcoplásmico podría tener un rol durante el proceso de plasticidad 

muscular, permitiendo activar la expresión de genes específicos del fenotipo lento 

en aves como en mamíferos, incluyendo el humano, durante el período post-natal 

(Figura 30). 

 

5. SVCT2 se expresa in vitro en miotubos de pollos  
Se ha reportado que en condiciones in vitro, los mioblastos de pollo se 

diferencian al fenotipo rápido independientemente del músculo del cual fueron 

extraídos y esta condición sólo puede ser revertida cuando toman contacto con 

motoneuronas (DiMario y Stockdale, 1997; Jordan y cols.,  2003) o bajo patrones 

de estimulación eléctrica específicos (Crew y cols.,  2010). En este contexto, 

nosotros realizamos la determinación de la expresión y localización de SVCT2 en 

miotubos de pollo por medio de ensayos de inmunolocalización y Western blot. 

Nuestras observaciones indicaron que durante el proceso de diferenciación, 

SVCT2 se expresa en miotubos rápidos de pollo y se distribuye intracelularmente 
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bajo el mismo patrón estriado transversal de forma similar a las fibras musculares 

in vivo.  

Considerando estos resultados, nosotros sugerimos que SVCT2 es expresado 

en miotubos rápidos con la finalidad de incrementar la capacidad antioxidante 

contra moléculas reactivas producidas durante la diferenciación muscular (Musaro 

y cols.,  2010; Vettor y cols.,  2009), tales como las especies oxidativas derivadas 

del oxígeno, que son generados principalmente a nivel mitocondrial desde el 

complejo NAD(P)H (Malinska y cols.,  2011) y por los especies oxidativas 

derivadas del nitrógeno producidas por la óxido nítrico sintasa (Reid y Durham, 

2002) o posiblemente relacionarse con un potencial efecto en la internalización de 

vitamina C durante la miogénesis (Low, 2010; Low y cols.,  2011). 

Respecto a rol de vitamina C durante la diferenciación muscular se ha indicado 

que, concentraciones crecientes de vitamina C inducen en células C2C12 un 

incremento tanto en su área, como en el número de núcleos (indicador de fusión) 

(Low, 2010). Por otra parte, se han reportado importantes antecedentes respecto a 

la posible función de la vitamina C como un factor inductor de la miogénesis 

demostrando que la fusión de las células musculares L6 se favorece bajo 

tratamiento con una forma estable de ascorbato (ácido ascórbico 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 expresión de miogenina y las cadenas pesadas de miosina, 

potenciando de esta manera la capacidad de los mioblastos a fusionarse (Shima y 

cols.,  2011). 

Con la finalidad de complementar nuestras observaciones en cuanto a la 

localización de SVCT2 en los miotubos de pollo, nosotros realizamos 

adicionalmente ensayos de Western blot a partir de extractos de proteínas 

citosólicas y de membrana. Interesantemente y en forma concordante con los 

resultados obtenidos in vivo, en criosecciones longitudinales de LDAL, detectamos 

que SVCT2 segrega en la fracción de proteínas de membrana (fracción 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 señalar que, coincidentemente con el proceso de 

alineamiento y fusión de los mioblastos para formar miotubos, comienza la 

expresión de proteínas características del músculo esquelético. Durante este 

período, se ha descrito que la expresión 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 localización de la bomba Na+K+ ATPasa, a 

nivel de la fracción de proteínas asociadas a membrana obtenidas en nuestros 

ensayos de Western blot nos permiten corroborar este fenómeno. Sin embargo, su 

detección a nivel de la fracción de proteínas insolubles (fracción TX- KCl) estaría 

explicado por sus características estructurales, debido a que esta tiene la 

particularidad de unirse a proteínas estructurales de las líneas Z y M del 

sarcómero (Williams y cols.,  2001). 

La detección de los marcadores estructurales del sarcómero como 

miomesina y la isoforma rápida de la proteína C en la fracción insoluble, 

demuestra que este procedimiento permite recuperar a las proteínas citosólicas y 

de membrana de las restantes proteínas presentes en los miotubos. La  

localización de la isoforma rápida de la proteína C a nivel de la fracción de 

proteínas citosólicas podría ser explicado en virtud de su activa biosíntesis durante 

el transcurso de la diferenciación de los miotubos (Obinata y cols.,  1984). 

 Con respecto a la localización de SVCT2 en miotubos diferenciados, se 

debe considerar la estructuración del retículo sarcoplásmico. Durante la 

miogénesis el retículo sarcoplásmico se genera a partir de proyecciones 

vesiculares desde el retículo endoplásmico. A medida que el miotubo se 

desarrolla, las proyecciones vesiculares se dirigen en varias direcciones y 

finalmente coalecen en estructuras vesiculares de mayor tamaño alrededor o 

adyacentes a la banda I y a la línea Z de las miofibrillas (Ezerman y Ishikawa, 

1967; Rossi y cols.,  2008). Posteriormente, durante el proceso de diferenciación, 

la distribución de proteínas como la bomba Ca2+ ATPasa del retículo 
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sarcoplásmico y el receptor de rianodina se hace evidente en regiones específicas 

del retículo sarcoplásmico (Jorgensen y cols.,  1977). Es así como dentro de los 6 

primeros días de diferenciación se produce una reorganización de estas proteínas 

en el retículo sarcoplásmico longitudinal para el caso de la bomba Ca2+ ATPasa 

del retículo sarcoplásmico y del receptor de rianodina a nivel de las cisternas 

terminales del retículo sarcoplásmico de unión (Cusimano y cols.,  2009). Nuestros 

ensayos han podido determinar que la localización subcelular de SVCT2 se 

restringe a nivel del retículo sarcoplásmico longitudinal en los miotubos de pollo, lo 

que sugiere que, al igual que los miotubos de mamíferos, el retículo sarcoplásmico 

se ensambla y reorganiza sus proteínas constituyentes durante los primeros días 

de su diferenciación.  

Por otra parte, considerando el modelo del desarrollo y reorganización de las 

proteínas del retículo sarcoplásmico descrito recientemente (Rossi y cols.,  2008), 

la  localización intracelular de SVCT2 en la fibra muscular podría ser resultado de 

una mayor afinidad a las regiones centrales del retículo sarcoplásmico longitudinal, 

de manera similar a lo descrito para la bomba Ca2+ ATPasa del retículo 

sarcoplásmico en fibras musculares de pollo (Tillack y cols.,  1974) y ratón 

(Kaakinen y cols.,  2008). Finalmente, el grado de relación topográfica entre 

SVCT2 con miomesina observado in vitro nos permite concluir que  tanto la 

expresión como su localización dentro del retículo sarcoplásmico 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 expresión de SVCT2 es modificada por patrones de estimulación 
eléctrica 

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

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

demostrado por la segregación preferencial a las fibras musculares lentas 

oxidativas sugieren que este transportador está relacionado con la definición del 

fenotipo muscular desde etapas tempranas del desarrollo y potencialmente con la 
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internalización de AA para el control de los niveles de moléculas oxidativas 

generadas por la actividad física.  

A nivel muscular se ha determinado que la actividad física incrementa los 

niveles de agentes oxidantes y estimula mecanismos antioxidantes en el músculo 

lento (Palomero y Jackson, 2010). Recientemente, Low y cols. (2011) han 

determinado que la expresión de SVCT2 es incrementada durante el proceso de 

diferenciación e interesantemente como respuesta a la depolarización con altas 

concentraciones de K+ en miotubos de pollo.  En este contexto, se ha observado 

que la depolarización de membrana en miotubos regula un número aproximado de 

400 genes, incluyendo el factor de transcripción NFAT (Valdés y cols.,  2008) e 

isoformas lentas de troponina I (Juretic y cols.,  2007), IL-6 (interleuquina 

6)(Carrasco y cols.,  2003), Hsp70 y Hmox-1  (Jorquera y cols.,  2009) e isoformas 

lentas y rápidas de la troponina I en fibras aisladas de ratón (Casas y cols.,  2010). 

La expresión de genes específicos en el músculo esquelético es 

consecuencia de la activación transcripcional de vías dependientes de calcio como 

NFAT y MEF2. Al respecto, el análisis in silico del promotor de SVCT2 de pollo 

determinó la presencia de sitios consenso para los factores de transcripción NFAT 

y MEF2 (Low, 2010) y demostró que la expresión de SVCT2 es inducida por 

depolarización con K+ en miotubos de pollo, sugiriendo que la expresión del 

transportador puede ser regulada positivamente en respuesta a depolarización de 

membrana. Es por esta razón, que se procedió a evaluar la expresión de SVCT2 

bajo patrones de estimulación eléctrica que permiten la transición fenotípica rápida 

a lenta.  

La plasticidad muscular rápida a lento en el tejido muscular ha sido inducida 

experimentalmente como respuesta a la estimulación eléctrica (Close, 1965; Pette 

y Vrbová, 1985) y particularmente con patrones de baja frecuencia (10 Hz) 

(Berchtold y cols.,  2000). Nuestros resultados han demostrado que la expresión 

de SVCT2 es incrementada en fibras aisladas de ratón siguiendo un patrón similar 

a la expresión de la isoforma lenta de la Troponina I. La aplicación de pulsos 

eléctricos de baja frecuencia (20 Hz) a fibras aisladas de ratón aumentan los 

niveles de expresión de Troponina I  (Casas y cols.,  2010). Por otro lado en 
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miotubos de ratón la depolarización de membrana inducida por estimulación 

eléctrica indujo un incremento en los niveles de expresión de SVCT2. Es por esta 

razón que nosotros podemos concluir en base a nuestros resultados que la 

depolarización de membrana inducida por estimulación eléctrica induce la 

expresión de SVCT2 y otros genes lentos en las fibras musculares como parte del 

proceso de plasticidad muscular in vitro.  

 

7. La localización subcelular de SVCT2 es modificada en respuesta a 
depolarización  eléctrica  

El músculo esquelético posee un rol fundamental en la mantención de la 

homeostasis de glucosa en el organismo (Hashiramoto y James, 2000; Ploug y 

cols.,  1998). En relación a esto el transporte de glucosa a través de la membrana 

es mediado por miembros tejido específicos de la familia de transportadores 

facilitativos de glucosa, siendo GLUT4 la principal isoforma presente en el músculo 

esquelético (Ploug y cols.,  1998) 

De forma interesante, los GLUTs, como se ha mencionado anteriormente, 

también participan en la internalización de vitamina C, bajo su forma oxidada ácido 

dehidroascórbico (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 vesículas que contienen GLUT-4 

translocan y se fusionan con la membrana plasmática a nivel de los túbulos 

transversos en respuesta a insulina o ejercicio  (Marette y cols.,  1992; Rodnick y 

cols.,  1992), lo que incrementa la entrada de glucosa al músculo esquelético para 

cubrir su demanda energética. 

Con el propósito de determinar los niveles de expresión y localización de 

SVCT2, bajo condiciones que inducen la transición fenotípica rápida a lenta, fibras 

musculares aisladas de ratón adulto fueron estimuladas con un patrón eléctrico de 

20 Hz de frecuencia (Casas y cols., 2010). Nuestras observaciones determinaron 

que asociado con el incremento en la expresión de SVCT2 a nivel de ARNm, se 
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observó un incremento de SVCT2 a nivel de proteína. Este fenómeno 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 expresión, se observó una redistribución de la localización subcelular 

de SVCT2 en las fibras estimuladas bajo un patrón de aspecto vesicular. Para 

evaluar la relevancia de nuestros resultados se debe considerar en primera 

instancia que el retículo sarcoplásmico corresponde a un subdominio del retículo 

endoplásmico (Ezerman y Ishikawa, 1967; Nori y cols.,  2004; Volpe y cols.,  1992) 

y que proteínas como calsecuestrina pueden movilizarse entre el retículo 

sarcoplásmico y el complejo de Golgi para ser modificadas por N-glicosilación y 

finalmente localizarse en su posición definitiva, a nivel de las cisternas terminales 

(Nori y cols.,  2001). 

Estos resultados abren la posibilidad de un mecanismo de tráfico 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 

redistribución de SVCT2, la naturaleza de las estructuras vesiculares en las cuales 

potencialmente son movilizadas y además de su rol a nivel del retículo 

sarcoplásmico en donde SVCT2 podría acumularse y eventualmente translocar al 

sarcolema como respuesta a estímulos específicos como depolarización bajo 

patrones de estimulación eléctrica. 

Una probable explicación a la redistribución de SVCT2 inducido por la 

estimulación eléctrica, consideraría que el transportador incrementaría su 

expresión y posteriormente se localizaría 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 internalización 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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VIII. CONCLUSIONES 
 

 En este estudio determinamos la expresión de SVCT2 durante la etapa 

post-natal del desarrollo muscular de pollo, donde se distribuye preferencialmente 

en fibras lentas oxidativas. Adicionalmente, hemos correlacionado la modificación 

de los niveles de expresión de SVCT2 con el incremento del tamaño de las fibras 

musculares, la proporción de fibras con metabolismo oxidativo y la expresión de 

las isoformas lenta y rápida de una proteína estructural del sarcómero  como parte 

de las características morfológicas, metabólicas y moleculares que definen el 

fenotipo muscular. Nuestros resultados sugieren, aún cuando SVCT2 se mantiene  

particularmente elevado en las fibras musculares lentas oxidativas su expresión 

disminuye el transcurso de la vida post-natal. 

 Por otra parte, los estudios de inmunolocalización como fraccionamiento 

subcelular nos permitieron circunscribir la localización del transportador a dominios 

internos de membrana correspondientes a las regiones central del retículo 

sarcoplásmico en relación topográfica a la línea M del sarcómero. 

 Finalmente, abordamos la posible relación causa-efecto entre la expresión 

de SVCT2 y el fenotipo muscular por medio de ensayos de estimulación eléctrica 

en miotubos y fibras aisladas adultas. Observamos que en respuesta a una 

estimulación eléctrica que induce la modificación del fenotipo muscular rápido 

hacia uno lento, la expresión de SVCT2 se incrementa y sufre una redistribución 

de su patrón de localización subcelular. Esto sugiere que el músculo esquelético 

incrementa la expresión de SVCT2 con la finalidad de incorporar AA en 

condiciones normales de actividad y durante la transición plástica desde un 

fenotipo muscular rápido-glicolítico a uno lento-oxidativo en donde es necesaria 

debido a la alta tasa de generación de especies oxidativas. Por ello, la expresión 

de SVCT2 en el contexto del tejido muscular podría 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 músculos lentos durante la etapa embrionaria tardía, 

post-natal temprana y la adultez en aves 

- SVCT2 se expresa preferencialmente en fibras musculares lentas oxidativas 

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

- SVCT2 se localiza a nivel subcelular en la región central del retículo 

sarcoplásmico longitudinal in vitro e in vivo. 

- La expresión de SVCT2 es positivamente regulada durante la transición 

fenotípica rápido a lenta en fibras musculares adultas.   

- La localización de SVCT2 sufre una reorganización subcelular como 

respuesta a la modificación plástica del fenotipo. 

- La expresión de SVCT2 podría ser una consecuencia del proceso de 

plasticidad muscular, permitiendo incorporar AA a fin de controlar las 

especies oxidativas generadas por la actividad física.   
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