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RESUMEN

Introduccion: Entre las manifestaciones extrapulmonares de la EPOC, la disfuncién y la pérdida de peso
muscular son las de mayor repercusion en la calidad de vida de los pacientes. Nuestro objetivo fue evaluar
los mecanismos moleculares potencialmente implicados en el menor desarrollo de masa muscular en el
diafragma y gastrocnemio de ratones con enfisema inducido experimentalmente.
Métodos: Modelo experimental en ratones, a los que se les indujo un enfisema mediante instilacién local
de elastasa (n=6), administrandose suero fisiolégico en los controles (n=7). Se determinaron los niveles
de estrés oxidativo, sistemas de protedlisis, vias de sefializacion, factores de crecimiento y diferenciacién
celular (western-blot) en el diafragma y el gastrocnemio de todos los ratones tras 34 semanas.
Resultados: En los ratones con enfisema respecto de los controles, se observaron los siguientes hallazgos:
a) una menor ganancia de peso corporal total y un menor peso del diafragma y del gastrocnemio; b) en
el diafragma, los niveles de oxidacién proteica estaban aumentados, los sistemas antioxidantes mitocon-
driales disminuidos, los niveles de miostatina y los de las vias de sefializacion ERK1/2 y FoxO1 fueron
superiores, y el contenido de miosina fue menor (67%), y c) en el gastrocnemio de los ratones enfisema-
tosos, los antioxidantes citosélicos estaban disminuidos, y los niveles de miostatina y los de las vias de
sefializacién JNK y NF-kB estaban incrementados.
Conclusiones: La reduccién del contenido en miosina observado en el diafragma de ratones con enfisema
podria explicar su menor tamaiio. El estrés oxidativo, la miostatina y FoxO podrian estar implicados en
la pérdida de esta proteina estructural.
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Reduction of Muscle Mass Mediated by Myostatin in an Experimental Model
of Pulmonary Emphysema

ABSTRACT

Introduction: Among the extrapulmonary manifestations of COPD, dysfunction and loss of muscle
mass/weight are those that have the greatest impact on the quality of life of patients. Our objective
was to evaluate the molecular mechanisms that are potentially implicated in the limited development
of muscle mass in the diaphragm and gastrocnemius of mice with experimentally-induced emphysema.
Methods: An experimental model in mice, in which emphysema was induced by means of the local
instillation of elastase (n=6), while saline was administered to the controls (n=7). We determined the
levels of oxidative stress, proteolytic systems, signaling pathways, growth factors and cell differentiation
(western-blot) in the diaphragm and gastrocnemius of all the mice after 34 weeks.

Results: Upon comparing the mice with emphysema with the controls, the following findings were obser-
ved: (1) lower total body weight and lower weight of the diaphragm and gastrocnemius; (2) in the
diaphragm, the levels of protein oxidation were increased, the mitochondrial antioxidant systems redu-
ced, the levels of myostatin and of the ERK1/2 and FoxO1 signaling pathways were higher, and the myosin
content was lower (67%); and (3) in the gastrocnemius of the emphysematous mice, the cytosolic antio-
xidants were decreased and the levels of myostatin and of the JNK and NF-kB signaling pathways were
increased.
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Conclusions: The reduction of the myosin content observed in the diaphragm of mice with emphysema
could explain their smaller size. Oxidative stress, myostatin and FoxO could be implicated in the loss of

this structural protein.

© 2011 SEPAR. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La disfuncién muscular, acompafiada o no de pérdida de masa
muscular, es una de las manifestaciones sistémicas mas importan-
tes de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y tiene
un fuerte impacto en la calidad de vida de los pacientes'. Aunque
la etiologia de la disfuncién muscular no esta todavia bien escla-
recida, diversos mecanismos como la inmovilizacién, la hipoxia, la
inflamacién sistémica y el estrés oxidativo parecen contribuir en
mayor o menor medida2. Cabe destacar que el estrés oxidativo,
cuyos niveles se han mostrado sistematicamente elevados en los
musculos respiratorios y periféricos de los pacientes con EPOC3-8,
puede también actuar como mecanismo de induccién de pérdida
de masa muscular y atrofia®. Desde un punto de vista molecular,
esto se traduce en una reduccién de la sintesis proteica junto con
un aumento de la actividad de los sistemas de degradacién proteica
muscular en distintos procesos y enfermedades como la caquexia
cancerosa y la EPOC10.11,

Diversos mecanismos moleculares contribuyen a la degrada-
ciéon de proteinas en los musculos de los mamiferos como los
lisosomas, la autofagia, las calpainas, la caspasa-3 y el sistema
ubiquitina-proteosoma. En este sentido, diferentes estudios han
puesto de manifiesto que este Gltimo sistema proteolitico participa
de manera predominante en la degradacién de proteinas muscula-
res en procesos altamente prevalentes como la caquexia cancerosa
y la EPOC!!, Por lo que respecta a las vias de sefializacién impli-
cadas en los procesos de catabolismo proteico aumentado, se ha
demostrado recientemente que la familia de factores de transcrip-
cién fork head box O (FoxO) regula la expresion de atrogin-1 en el
cuadriceps de pacientes con EPOC!2 y en el diafragma de pacien-
tes ventilados mecanicamente!3. Sin embargo, todavia queda por
elucidar si otras vias de sefializacién, especialmente las sensibles
a los oxidantes, podrian estar también implicadas en la regula-
cién de la protedlisis muscular en procesos crénicos como la EPOC.
Otro aspecto que queda aidn por esclarecer es el de la identificacién
de proteinas musculares susceptibles de ser predominantemente
degradadas en los misculos de pacientes portadores de procesos
que cursan con pérdida de masa muscular. En este sentido, seria
de interés conocer si las proteinas que en estudios previos*7:8 han
mostrado una susceptibilidad elevada a los efectos de los oxidan-
tes serian, a su vez, las mayormente degradadas por los sistemas
proteoliticos musculares. Otro aspecto de elevado interés todavia
por determinar es si los patrones de expresién de los diversos mar-
cadores de protedlisis son comunes a los musculos respiratorios y
periféricos.

En este sentido, nuestra hipétesis fue la de identificar meca-
nismos moleculares potencialmente implicados en el menor
desarrollo de masa muscular en los musculos respiratorios y perifé-
ricos en animales portadores de una enfermedad pulmonar crénica
de interés como el enfisema. Asi, un primer objetivo del presente
estudio fue determinar diversos marcadores de estrés oxidativo,
sistemas proteoliticos musculares, entre ellos la miostatina, vias de
sefializacion y proteinas musculares susceptibles de ser degradadas
(actina, miosina y creatincinasa) en el diafragma y el gastrocne-
mio de ratones con enfisema inducido experimentalmente tras
la administracion de elastasa. Un segundo objetivo, mas colateral
en el estudio, fue el de establecer un modelo animal de enfisema
con afectacién muscular respiratoria y periférica que permita lle-
var a cabo en el futuro estudios basados en objetivos distintos, asi
como evaluar estrategias terapéuticas diversas. Ante los resultados

obtenidos en la presente investigacion, se puede concluir que el
modelo experimental animal también da respuesta a este segundo
objetivo.

Métodos
Poblacién de estudio y grupos experimentales

A fin de evitar problemas ligados al envejecimiento, se estu-
diaron ratones macho adultos jévenes (2 meses de edad, 21-23g
de peso corporal) de la cepa A/] a los que se les indujo un enfi-
sema, junto con los respectivos ratones control. Se ha utilizado
un modelo clasico de enfisema pulmonar mediante una Gnica
instilacion (aspiracién orofaringea) de elastasa de alta pureza
(EC134Gl, Elastin Products Company) con una concentraciéon de
0,15mg/100 g de peso o el equivalente a 20U de enzima/100 g de
peso. Se trata de una metodologia validada previamente en otros
estudios!#41>, en la que se han caracterizado adecuadamente las
diferentes etapas del dafio alveolar. Al inicio del estudio, los rato-
nes fueron asignados aleatoriamente a dos grupos: a) ratones con
enfisema que fueron sacrificados a las 34 semanas de evolucién
de su enfermedad (n=6) y b) grupo control, a los que se les ins-
tilé exclusivamente suero fisiol6gico en la cavidad orofaringea, y
que también fueron sacrificados a las 34 semanas tras dicha instila-
ci6én Gnica (n=7). A lo largo del periodo de estudio de 34 semanas,
los animales de ambos grupos recibieron diariamente alimento y
agua ad libitum y permanecieron bajo las condiciones ambienta-
les habituales de estabulacién. También mantuvieron los niveles
de actividad fisica habituales en este tipo de animales durante todo
el periodo de estudio.

Se trata de un estudio controlado, disefiado de acuerdo con
la normativa vigente en nuestra institucién para la experimenta-
cién en animales y a la convencién de Helsinki sobre la utilizacién
y el cuidado de los mismos. También se ha tenido en cuenta lo
dispuesto en la normativa legal vigente (Real Decreto 1201/2005
de 10 de octubre) sobre proteccién de los animales utilizados
para experimentacion y otros fines cientificos. Todos los experi-
mentos fueron aprobados por el Comité Etico de Experimentacién
del Centro para la Investigacion Médica Aplicada (CIMA) en Pam-
plona (Navarra). Cabe sefialar que por razones de indole ético
los ratones empleados en la presente investigacion se utilizaron
también en un estudio previo!'®> cuyo objetivo fue la cuantifica-
cién del grado de enfisema mediante el empleo de metodologias
diversas.

Caracteristicas de los animales

La confirmacién histolégica de la presencia de enfisema en
los pulmones de los ratones enfermos respecto de los ani-
males control se realizé de forma cuantitativa en un estudio
previo'>, Por otro lado también se evalud, en el mismo estudio, en
ambos grupos de ratones, la distensibilidad pulmonar previa
al sacrificio de los mismos, con la publicacién de los datos
correspondientes!>.

Ademas, en el presente estudio, en los dos grupos de ratones
se procedid, previamente a su sacrificio (semana 34), a la confir-
macién radiolégica de la presencia de enfisema en los animales
enfermos mediante tomografia axial computarizada (TAC) (fig. 1A-
B). También se determiné el peso de todos los animales: a dia 0 e
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Figura 1. A) Tomografia axial computarizada de pulmén de ratén control. B) Tomografia axial computarizada de pulmén de ratén tratado con elastasa. C) Tincién de
hematoxilina/eosina de pulmén de ratén control. D) Tincién de hematoxilina/eosina de pulmén de ratén tratado con elastasa. La flecha sefiala una zona del parénquima

pulmonar en la que se aprecia un aumento del espacio interalveolar.

inmediatamente antes de su sacrificio (semana 34). Dada la edad de
los animales, la tendencia en todos ellos fue a ganar peso a lo largo
del periodo de estudio. En todos los ratones se ha utilizado como
variable de estudio el porcentaje de ganancia de peso corporal a la
semana 34 respecto del peso de cada animal al inicio (basal, dia 0).

Procedimientos quirtirgicos y obtencion de las muestras

En los dos grupos de ratones se obtuvieron los musculos
diafragma y gastrocnemio y los pulmones. Para ello se administro,
previo al sacrificio, pentobarbital sé6dico 50 mg/kg por via intra-
peritoneal y, tras comprobar que el animal estaba completamente
anestesiado, sin ningin dolor, se procedi6 a la realizacién de las
extracciones correspondientes, comenzando por el misculo de
las extremidades y finalizando por el diafragma y los pulmones.
Una vez extraidos los muasculos del animal, se procedié a su
congelacién inmediata con nitrégeno liquido, para su posterior
conservacion a -80°C. Los pulmones fueron extraidos y fijados
en formol a una presién constante de 20 cmH,O0, para ser poste-
riormente incluidos en parafina con el fin de realizar los bloques y
cortes histolégicos correspondientes!>.

Experimentos de biologia molecular

Andlisis morfoldgico

Tal como se ha mencionado anteriormente, la cuantificacién
del grado de enfisema en los ratones se realiz6 mediante diver-
sas metodologias en un estudio previo'>. Dado que ya se confirmé
claramente la presencia de enfisema en todos los pulmones de los
mismos animales utilizados en el presente estudio?®, no se procedi6
arealizar dichas mediciones de nuevo en el trabajo actual, si bien si
se realizaron nuevos cortes histol6gicos de los pulmones de ambos
grupos de animales sobre los que se han practicaron tinciones de

hematoxilina-eosina con el fin de evaluar macroscépicamente y de
forma cualitativa el aumento de los espacios interalveolares en los
pulmones de los ratones con enfisema (fig. 1C-D).

Identificacion de marcadores moleculares

Se procedi6 a la determinacién de diversos marcadores mole-
culares de protedlisis, vias de sefializacién, estrés oxidativo y
proteinas musculares en los musculos diafragma y gastroc-
nemio de los dos grupos de animales mediante la técnica de
western-blot, siguiendo exactamente los mismos procedimien-
tos publicados anteriormente por el grupo3->78. Brevemente,
se homogeneizaron las muestras de diafragma y gastrocnemio
en un tampén de lisis y se calculé la concentracién de pro-
teinas mediante el método de Bradford!'S. En cada uno de los
pozos de los geles se cargé la misma cantidad de proteinas
para todas las muestras. Las proteinas fueron sometidas a elec-
troforesis de una dimensién, transferidas a una membrana e
incubadas con los anticuerpos primarios descritos a continuacién
(tabla 1): anti-grupos carbonilo del kit Oxyblot (Chemicon Inter-
national Inc., Temecula, CA, EE. UU.), anti-nitrotirosina (Invitrogen,
Van Allen Way Carlsbad, CA, EE. UU.), anti-aductos proteicos
de malondialdehido (MDA, Academy Bio-Medical Company,
Inc., Houston, TX, EE. UU.), anti-CuZn-superéxido dismutasa
(SOD), anti-Mn-SOD, anti-creatina cinasa, anti-mitogen activa-
ted kinase (MAPK), cinasa extracelular (ERK)1/2, anti-fork-head
box O (FoxO), anti-c-Jun terminal (JNK), anti-NF-kB p50, anti-
MAPK p38, y anti-ligasa atrogin-1 (Santa Cruz Biotechnology,
CA, EE. UU.), anti-glutatién peroxidasa-1, anti-peroxiredoxina-2
y anti-peroxiredoxina-3 (AB Frontier, Seul, Corea), anti-actina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), anti-miosina (Upstate,
Billerica, MA, EE. UU.), anti-miostatina (Bethyl, Montgomery, TX,
EE. UU.), anti-subunidad C8 del complejo 20S del proteasoma
(Biomol, Plymouth Meeting, PA, EE. UU.), anti-conjugante E214x y
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Tabla 1
Resumen de todos los marcadores analizados en los misculos de los ratones

Proteinas ubiquitinadas
ERK1/2
Miogenina

Protedlisis muscular
Vias de sefializacion

Equilibrio redox

Oxidantes

Antioxidantes

Proteinas musculares susceptible de degradacion

Grupos carbonilo
Mn SOD
Miosina

C8-20S Atrogin-1 E2p4x MURF-1
Miostatina NFkBeta-p50 JNK FoxO-1 P38
Aductos proteicos MDA Nitracion proteica

Peroxiredoxina-3 Peroxiredoxina-2 GPX-1 CuZn-SOD

Actina Creatincinasa

E244: enzima conjugante de la ubiquitina E2; ERK1/2: cinasas reguladas por sefiales extracelulares 2; NF-kBeta p50: factor nuclear kappa beta subunidad p50; JNK: cinasa
C-Jun amino terminal que interactda con la proteina 3; FoxO: fork-head box protein O; MDA: malondialdehido; Mn-SOD: manganeso superéxido dismutasa; GPX: glutation
peroxidasa; CuZn-SOD: cobre-zinc superéxido dismutasa; Atrogin-1: muscle atrophy F-box protein; MURF-1: muscle-specific RING finger protein 1.

Tabla 2

Porcentajes correspondientes al cambio en el peso corporal al final del estudio respecto del basal y pesos absolutos de los mdsculos diafragma y gastrocnemio

Grupo n Peso al inicio Peso final Cambio de peso (%) Peso del gastrocnemio Peso del diafragma
Control 7 18,71 £ 0,67 29,36 + 2,22 36,01 0,1460 + 0,013 0,0874 + 0,015
Enfisema 6 18,07 + 1,13 20,68 + 4,19 10,07° 0,1154 + 0,015 0,0575 + 0,012°

n: nimero de animales.
Los datos se presentan como media + desviacién estandar.

" p<0,05 diferencias entre los ratones con enfisema y los controles para cada una de las variables.

anti-proteinas ubiquitinadas (Boston Biochem, Cambridge, MA,
EE. UU.), y anti-ligasa especifica muscle ring finger (MURF)-1
(Everest Biotech, Oxfordshire, Reino Unido). Los marcadores
analizados en el presente estudio se resumen en la tabla 1.
En cada animal y mdsculo se calcularon las densidades 6pti-
cas para cada uno de los pardmetros mediante el programa
informdatico Quantity One version 4.6.5 (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EE. UU.). Una vez finalizada la electrofore-
sis de cada marcador, se comprobé la igualdad de carga de
proteina para todos los pocillos de los geles mediante la tincién de
Coommassie!”. En el caso de los marcadores de estrés oxidativo
(proteinas carboniladas y nitradas y aductos proteicos de MDA) y
de protedlisis (proteinas ubiquitinadas), el valor final en cada uno
de los misculos del ratén se obtuvo mediante la suma de las

densidades 6pticas de todas las bandas proteicas detectadas en cada
caso.

Andlisis estadistico

Las variables numéricas (porcentajes de cambio de peso y den-
sidades Opticas para cada marcador) se expresan como media
y desviacion estandar en cada grupo de ratones. La compara-
cién de medias de cada variable entre ambos grupos se realizé
mediante la prueba del t-test para muestras independientes. El
nivel de significacion estadistica se estableci6 a partir de un valor
de p<0,05.
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con la proteina 3 (JNK) en el misculo gastrocnemio. D) Contenido de factor nuclear kappa beta subunidad p50 (NF-kBeta p50) en el misculo gastrocnemio. E) Contenido de
miostatina en el musculo diafragma. F) Contenido de miostatina en el mdsculo gastrocnemio. D.O.: densidad éptica. u.a.: unidades arbitrarias. Valores de media y desviacién
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Figura 3. Contenido proteico de miogenina en el mdsculo diafragma de los rato-
nes con enfisema y en los animales control. D.O.: densidad éptica. u.a.: unidades
arbitrarias. Valores de media y desviacion estandar. *p <0,01.

Resultados
Caracteristicas de los animales

En el presente estudio, la confirmacién cualitativa de la presen-
cia de enfisema en los ratones tratados con elastasa respecto de los
animales control se realizé mediante técnicas radiolégicas (TAC)
y la tincién de hematoxilina-eosina (fig. 1A-D, respectivamente).
Transcurrido el periodo de estudio (semana 34), la ganancia de
peso corporal total de los ratones enfisematosos fue significati-
vamente menor que la ganancia de peso corporal de los ratones
control (tabla 2). De igual manera, los pesos de los musculos objeto
del presente estudio —diafragma y gastrocnemio— de los ratones
enfisematosos fueron también significativamente inferiores a los
pesos de los mtsculos de los ratones control (tabla 2).

Marcadores moleculares de protedlisis

En el diafragma y el gastrocnemio de los animales con enfi-
sema, respecto de los animales control, no se observaron diferencias
significativas en los niveles totales de proteinas ubiquitinadas, la
subunidad C8 del proteasoma, la ligasa E2 atrogin-1, la enzima
E214x conjugante de la ubiquitina o la ligasa E3 MURF-1 (tabla 3).

Vias de sefializacion de protedlisis

Via de las MAPK

En el diafragma (fig. 2A), pero no en el gastrocnemio (tabla 3)
se observé un incremento significativo de la enzima ERK1/2 en los
animales con enfisema respecto de los controles. Los niveles pro-
teicos de la via JNK fueron superiores en el misculo gastrocnemio
de los ratones con enfisema respecto de los controles (fig. 2B), no
siendo asi en el diafragma (tabla 3). No se detectaron diferencias
significativas entre los ratones con enfisema y los controles en
ninguno de los musculos por lo que respecta al marcador p38
(tabla 3).

Via FoxO

Se observé un incremento significativo de los niveles de FoxO1
en el diafragma de los ratones enfisematosos respecto de los con-
troles (fig. 2C), no resultando ser asi en el gastrocnemio (tabla 3).

Via del NF-kB

Los niveles del factor de transcripcién p50 fueron superiores
en el gastrocnemio de los ratones enfisematosos respecto de los
controles (fig. 2D), pero no en el diafragma (tabla 3).
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Figura 4. Contenido proteico de marcadores de estrés oxidativo en el diafragma de
los ratones con enfisemay en los animales control. A) Contenido de grupos carbonilo
en el masculo diafragma. B) Contenido de aductos proteicos de malondialdehido
(MDA) en el mdsculo diafragma. D.O.: densidad 6ptica. u.a.: unidades arbitrarias.
Valores de media y desviacién estandar. *p<0,01.

Crecimiento y diferenciacion muscular

Mientras que los niveles proteicos de miostatina fueron superio-
res en el diafragma y el gastrocnemio de los ratones con enfisema
(fig. 2E-F), los niveles del factor de transcripcién miogenina resul-
taron ser inferiores solo en el diafragma (fig. 3), pero no en el
gastrocnemio de dichos ratones (tabla 3).

Equilibrio redox

Oxidacion proteica

Los niveles totales de proteinas carboniladas y de aductos pro-
teicos de MDA fueron superiores en el diafragma de los ratones
enfisematosos que en los controles (fig. 4A-B), mientras que no se
observaron diferencias en estos marcadores en el gastrocnemio de
ambos grupos de animales (tabla 3).

Proteinas nitradas

No se observaron diferencias significativas en los niveles de
nitracién proteica en los misculos diafragma y gastrocnemio entre
los ratones con enfisema y los controles (tabla 3).

Antioxidantes: superéxido dismutasas

Se observé una disminucién significativa del contenido de Mn-
SOD en el diafragma de los ratones con enfisema respecto de los
controles (fig. 5A), sin diferencias entre grupos en el gastrocnemio
(tabla 3). Los niveles proteicos de CuZn-SOD fueron superiores en
el diafragma de los ratones con enfisema respecto de los controles
(fig. 5B), mientras que se observé una disminucién significativa en
el contenido de dicha enzima en el gastrocnemio (fig. 5C).
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Tabla 3
Marcadores moleculares cuyos niveles proteicos no mostraron diferencias significativas entre ambos grupos de animales
Marcador Misculo Control Enfisema p
Protedlisis muscular
Proteinas ubiquitinadas Diafragma 0,488 + 0,134 0,526 + 0,15 0,639
Gastrocnemio 0,457 + 0,099 0,544 + 0,122 0,184
C8, subunidad 20S Diafragma 1,07 £ 0,113 1,21 £ 0,131 0,065
Gastrocnemio 1,00 &+ 0,106 0,84 £+ 0,182 0,101
Atrogin-1 Diafragma 0,082 + 0,071 0,078 + 0,042 0912
Gastrocnemio 0,148 + 0,048 0,142 + 0,019 0,795
E214x Diafragma 0,590 + 0,15 0,480 + 0,178 0,256
Gastrocnemio 0,363 £ 0,053 0,304 + 0,135 0,434
MURF-1 Diafragma 0,364 + 0,132 0,576 + 0,375 0,191
Gastrocnemio 0,767 + 0,346 0,808 + 0,134 0,797
Vias de sefializacion
ERK1/2 Gastrocnemio 0,603 £ 0,215 0,504 + 0,081 0,313
FoxO Gastrocnemio 0,058 £+ 0,074 0,031 £+ 0,03 0,444
JNK Diafragma 0,298 + 0,085 0,284 + 0,095 0,78
NF-kB p50 Diafragma 0,225 + 0,132 0,254 + 0,046 0,617
p38 Diafragma 0,166 + 0,041 0,152 + 0,045 0,575
Gastrocnemio 0,099 + 0,034 0,179 £+ 0,123 0,172
Miogenina Gastrocnemio 0,415 £+ 0,168 0,503 £ 0,087 0,276
Equilibrio redox, oxidantes
Grupos carbonilo Gastrocnemio 0,198 + 0,030 0,231 + 0,060 0,236
Aductos de MDA Gastrocnemio 0,327 + 0,091 0,289 + 0,042 0,367
Nitracién proteinas Diafragma 0,272 + 0,096 0,330 + 0,11 0,341
Gastrocnemio 0,439 + 0,081 0,500 + 0,128 0,324
Equilibrio redox, antioxidantes
Mn SOD Gastrocnemio 0,204 + 0,057 0,148 + 0,033 0,065
GPX Diafragma 0,025 + 0,019 0,027 + 0,018 0,849
Gastrocnemio 0,026 + 0,014 0,032 £ 0,019 0,481
Peroxiredoxin 2 Gastrocnemio 0,467 £+ 0,189 0,396 + 0,199 0,525
Peroxiredoxin 3 Diafragma 0,362 + 0,13 0,357 + 0,129 0,94
Proteinas musculares susceptibles de degradacion
Miosina Gastrocnemio 0,467 + 0,098 0,421 + 0,083 0,734
Actina Diafragma 0,171 £ 0,072 0,214 + 0,038 0,215
Gastrocnemio 0,154 + 0,057 0,125 + 0,062 0,403
Creatina cinasa Diafragma 0,208 + 0,066 0,233 £+ 0,033 0,405
Gastrocnemio 0,389 + 0,077 0,426 + 0,074 0,397

Los datos se expresan como media =+ desviacion estandar, diferencias entre los dos grupos; densidades épticas (D.O.) expresadas en forma de unidades arbitrarias (u.a).
E24: enzima conjugante de la ubiquitina E2; ERK1/2: cinasa reguladas por sefiales extracelulares; NF-kB p50: factor nuclear kappa beta subunidad p50; JNK: cinasa C-
Jun amino terminal que interactda con la proteina 3; FoxO: fork-head box protein O; MDA: malondialdehido; Mn SOD: manganeso superéxido dismutasa; GPX: glutation
peroxidasa; CuZn SOD: cobre-zinc superéxido dismutasa; Atrogin-1: muscle atrophy F-box protein; MURF-1: muscle-specific RING finger protein 1.

Antioxidantes: peroxiredoxinas y glutation peroxidasa

Se observé un aumento significativo de los niveles de la
peroxiredoxina-2 en el diafragma de los ratones con enfisema en
comparacioén con los controles (fig. 5D y tabla 3). Los niveles pro-
teicos de peroxiredoxina-3 fueron inferiores en el gastrocnemio de
los ratones con enfisema (fig. 5E), pero no en el diafragma (tabla
3). En el diafragma y el gastrocnemio no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos de animales en relacion a los
niveles proteicos de la glutatién peroxidasa-1 (tabla 3).

Proteinas musculares susceptibles de degradacion

Se observé una disminucioén significativa de los niveles de mio-
sina (67%) en el diafragma de los ratones con enfisema respecto
de los controles (fig. 6), pero no en el gastrocnemio (tabla 3). Los
niveles proteicos de actina y creatincinasa no mostraron diferen-
cias significativas entre ambos grupos de animales en el misculo
respiratorio o periférico (tabla 3).

Discusion

Los hallazgos mas destacables de la presente investigaciéon se
resumen a continuacién. En el diafragma de los ratones con enfi-
sema, respecto de los animales control se observéd: a) pérdida del
contenido de proteinas estructurales como la miosina; b) incre-
mento de los niveles proteicos de importantes vias de sefializacién

celular como la miostatina, las MAPK y el factor de transcripcién
FoxO1; c¢)descenso de los niveles de miogenina, y d) aumento de los
niveles de oxidacién proteica, una disminucién de los antioxidan-
tes mitocondriales y un aumento de los mismos en el citosol. En el
musculo periférico los hallazgos mas relevantes fueron: a) aumento
de factores de transcripcién implicados en la atrofia como la mios-
tatina; b) incremento de los niveles proteicos de componentes de
las vias de sefializacién celular JNK y NF-KB, y ¢) disminucién en los
niveles del antioxidante peroxiredoxina-3.

El modelo experimental utilizado en el presente estudio podria
considerarse como un modelo de enfisema que comparte caracte-
risticas, en cierta forma, con la pérdida de masa muscular de los
pacientes con EPOC. Asi, en los ratones a los que se les habia indu-
cido el enfisema mediante la instilacién de elastasa, se observé una
menor ganancia de peso corporal total a lo largo del periodo de
estudio, respecto de los animales control. Ademas, los musculos
diafragmay gastrocnemio fueron de menor tamafio en los animales
enfermos que en los controles. En el presente estudio consideramos
de interés identificar los mecanismos moleculares que condujeron
auna menor ganancia de peso corporal total y a un menor desarrollo
de masa muscular en los ratones con enfisema. Cabe la posibilidad
de que los mecanismos moleculares puedan corresponderse con los
subyacentes en los musculos de los pacientes con EPOC y caque-
xia. De ser asi, el presente modelo animal podria resultar de gran
interés para el disefio de dianas terapéuticas encaminadas a paliar
la caquexia de los pacientes con EPOC en un futuro cercano. Tras
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Figura 5. Contenido proteico de marcadores de estrés oxidativo en los misculos de los ratones con enfisema y en los animales control. A) Contenido de manganeso superéxido
dismutasa (Mn-SOD) en el misculo diafragma. B) Contenido de cobre-zinc superéxido dismutasa (CuZn-SOD) en el misculo diafragma. C) Contenido de cobre-zinc superéxido
dismutasa (CuZn-SOD) en el misculo gastrocnemio. D) Contenido de peroxiredoxina 2 en el misculo diafragma. E) Contenido de peroxiredoxina 3 en el misculo gastrocnemio.
D.O.: densidad 6ptica. u.a.: unidades arbitrarias. Valores de media y desviacién estindar. p <0,05; ’p<0,01; °p<0,001.

el andlisis de los niveles proteicos de diferentes marcadores que
podrian estar involucrados en los mecanismos causantes de esta
caquexia en los ratones con enfisema, es posible observar que los
musculos diafragmay gastrocnemio presentan diferentes patrones,
que se exponen a continuacion.

Vias de sefializacion y protedlisis

En el diafragma de los ratones enfisematosos se ha observado un
aumento de los niveles proteicos de FoxO1, factor de transcripcién
implicado en la via del IGF-1/AKT y regulador de la expresion de
genes implicados en vias de degradacién proteica y atrofia mus-
cular, como atrogin-1'819, En un estudio previo?°, en el que se
generaron ratones transgénicos caracterizados por sobreexpresar
FoxO1, se observé una pérdida de peso respecto de los ratones
control y una disminucién en la masa de diversos misculos de
las extremidades20. Asi mismo se detecté que la expresién de los
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Figura 6. Contenido proteico de miosina en el mdsculo diafragma de ratones con
enfisemay animales control. D.O.: densidad 6ptica. u.a.: unidades arbitrarias. Valores
de media y desviacién estandar. *p <0,05.

genes relacionados con las proteinas estructurales de las fibras tipo [
estaba disminuidaZ®. Desde un punto de vista histolgico se observé
una disminucién del tamafio de las fibras tipo I y II, un decremento
del porcentaje de fibras tipo I, detectdndose ademas un aumento
del catabolismo proteico2?. En el diafragma de pacientes con EPOC
también se puso de manifiesto un aumento de la expresién de
Fox0'2, asi como en el diafragma de pacientes expuestos a ven-
tilacién mecanica prolongada'3. Sin embargo, los niveles de FoxO
en el masculo periférico de los ratones con enfisema no resultaron
ser diferentes de los de los animales control. Se podria concluir que
el factor de transcripciéon FoxO parece jugar un papel relevante en la
sefializacién de una degradacién proteica aumentada en el misculo
esquelético en modelos murinos experimentales y en los pacientes
con EPOC.

Se han descrito 4 subfamilias de la via de las MAPK: ERK1/2,
JNK, ERK5 y p38. Esta via de sefializacién esta implicada, entre
diversas funciones celulares, en la degradacién de proteinas?!.
Respecto de los animales control, los niveles de ERK1/2 fue-
ron significativamente mas elevados en los diafragmas de los
ratones con enfisema, mientras que los niveles de JNK resulta-
ron ser mayores en el gastrocnemio de los mismos animales.
En modelos experimentales se ha implicado tanto a JNK como a
ERK1/2 en la sefializacién de sistemas de protedlisis celular!. Sin
embargo, en una investigacion reciente de nuestro grupo (observa-
ciones no publicadas) se ha demostrado que la via sefializacién de
MAPK no estaba alterada en el cuadriceps de pacientes con EPOC
avanzada.

Por otra parte, se ha observado también un aumento de los nive-
les proteicos de la subunidad p50 de la via del NF-kB en el misculo
periférico, no siendo asi en el diafragma. La via del NF-KB/IKKB ha
sido ampliamente estudiaday, entre multiples funciones, se ha des-
crito suimplicacién directa en procesos y enfermedades que cursan
conunadisminucién de masa musculary atrofia2, Asi, la pérdida de
masa muscular observada en el gastrocnemio de los ratones enfise-
matosos podria estar también mediada por esta via de sefializacion.
Estos datos se corresponden con otros publicados en un estudio en
el que se demostré un aumento de la sefializacién mediante la via
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del NF-kB en el vasto lateral de pacientes con EPOC grave y pérdida
de masa muscular?3. Otro trabajo reciente24 también ha puesto de
manifiesto un aumento de la expresién del NF-kB en el diafragma
de pacientes con EPOC grave. En resumen, esta via de sefializacién
parece jugar un papel clave en el proceso de protedlisis muscu-
lar en modelos experimentales y en los misculos respiratorios y
periféricos de pacientes con EPOC avanzada.

En el diafragma, pero no en el gastrocnemio, de los ratones con
enfisema respecto de los animales control, los niveles del factor
de crecimiento muscular miogenina estaban disminuidos, mien-
tras que los de miostatina estaban aumentados. Estos resultados
se corresponden claramente con los obtenidos en un estudio muy
reciente?4, en el cual se reporté un decremento de los niveles de
miogenina y un aumento de los de miostatina en el diafragma
de pacientes con EPOC grave y muy grave. La miostatina es un
potente inhibidor del crecimiento de la masa muscular y se cree
que podria inhibir la proliferacién y la diferenciacién de las célu-
las musculares precursoras, que a su vez podrian tener capacidad
para regular positivamente la degradacién de proteinas mediante
el sistema ubiquitina-proteasoma24-26, Por otra parte, la miogenina
es un factor de crecimiento que favorece la proliferacién y la dife-
renciacion de las fibras musculares. Datos recientes (observaciones
no publicadas) han revelado hallazgos muy similares en el vasto
lateral de pacientes con EPOC grave y pérdida de masa muscular
por lo que respecta a los niveles de miostatina y de miogenina en
dichos musculos. Cabe tener en cuenta, de hecho, que el presente
estudio obedece a un modelo de menor aumento del tamafio de
peso corporal y de masa de los misculos en los ratones enfermos
y no a un modelo de pérdida de peso. En este sentido, el aumento
de los niveles del inhibidor del crecimiento muscular miostatina
junto con la disminucién de los niveles del factor potenciador del
crecimiento muscular miogenina parece guardar coherencia con
el modelo experimental de menor ganancia de peso y musculo del
presente estudio.

Uno de los hallazgos mas relevantes de la presente investiga-
cion lo constituye la disminucién significativa en el contenido de la
proteina contractil miosina del musculo respiratorio —pero no en
el periférico— de los ratones con enfisema respecto de sus contro-
les. Cabe afadir también que en los ratones con enfisema, respecto
de los controles, el porcentaje de no ganancia de masa muscular en
el diafragma fue del 34%, mientras que en el gastrocnemio resulté
ser del 21%. Estas diferencias entre ambos misculos, dentro del
mismo grupo de ratones, también podrian explicar el porqué de
la disminucién de los niveles de miogenina y de miosina solo en
los misculos respiratorios en los ratones con enfisema respecto
de los animales control, hallazgos que no pueden observarse en el
miusculo periférico.

Por lo que respecta a la ausencia de diferencias en el conte-
nido de otras proteinas estructurales, aparte de la miosina, también
analizadas en el presente estudio, cabe sefalar que los hallazgos
son similares a los descritos en trabajos previos del grupo basa-
dos en el estudio del diafragma’ y el vasto lateral (observaciones
no publicadas) de pacientes con EPOC grave. De hecho, mediante
microscopia electrénica, en los masculos respiratorios y periféricos
del paciente critico recientemente se ha establecido la existencia de
una miopatia que afecta exclusivamente a los filamentos gruesos
de la estructura de la sarcomera, es decir a los filamentos de mio-
sina, y no a los de actina. Esta entidad se conoce clasicamente como
la miopatia de los filamentos gruesos2’. Por analogia a la miopatia
que afecta en exclusiva a los filamentos gruesos de la sarcémera
de pacientes en estado critico, cabe plantearse que el menor con-
tenido de miosina detectado en el diafragma de los ratones con
enfisema del presente modelo estd en la misma linea argumental.
Si bien en el presente trabajo no se ha tenido acceso al estudio de
la estructura muscular por las limitaciones esgrimidas mas abajo
(véase «Limitaciones del estudio»), cabe pensar que de producirse

alteraciones estructurales en el diafragma de los ratones con
enfisema, estas afectarian también muy probablemente a los fila-
mentos de miosina.

Es preciso comentar también que en el presente estudio no se
han observado diferencias entre los dos grupos de ratones res-
pecto a las vias de protedlisis analizadas (proteinas ubiquitinadas).
Conviene destacar que el hecho de no haber observado diferen-
cias en los marcadores de protedlisis analizados en el presente
estudio y si en las vias de seflalizacién conduce a pensar que en
los musculos de los ratones con enfisema podrian estar implica-
dos otros mecanismos de degradacion proteica, como las proteasas
activadas por calcio, los lisosomas y la autofagia. Por razones rela-
cionadas con el tamafio de los especimenes musculares, dichos
sistemas de protedlisis no han sido analizados en la presente inves-
tigacidn, si bien podrian ser objeto de estudio en investigaciones
posteriores.

Estrés oxidativo

El presente estudio también pone de manifiesto un incremento
de los niveles totales de oxidacién (proteinas carboniladas y aduc-
tos proteicos de MDA) de proteinas musculares en el diafragma,
pero no en el gastrocnemio, de los ratones enfermos respecto de sus
controles. Estos resultados se corresponden con los obtenidos en
estudios previos de nuestro grupo®’, en los cuales se demostré que
los diafragmas de pacientes con EPOC mostraron un aumento de los
niveles de oxidacién proteica en sus diafragmas?, y que dichas pro-
teinas resultaron ser la creatincinasa, la anhidrasa carbénica III, la
actinaylamiosina’. Dado que las proteinas carboniladas y los aduc-
tos proteicos de MDA son potentes marcadores de estrés oxidativo,
cabria concluir que el diafragma de los ratones enfisematosos del
presente estudio muestra un claro aumento de los niveles de oxida-
cién proteica. Ello puede obedecer a las contracciones musculares
continuadas e intensas a las que se ha visto sometido este musculo
en los ratones con enfisema a lo largo de todo el periodo de estudio.
Por otro lado, la relativamente escasa actividad del misculo peri-
férico, por oposicioén al diafragma, especialmente en los animales
portadores de enfisema, podria explicar la ausencia de alteraciones
enlos niveles de estrés oxidativo en el muasculo de las extremidades
en dichos animales.

El contenido del antioxidante mitocondrial Mn-SOD estaba dis-
minuido en los diafragmas de los ratones enfermos, concluyendo
asi que los sistemas antioxidantes mitocondriales se encontraban
afectados en el musculo respiratorio. Ello podria contribuir a un
incremento en la produccién de oxidantes en el compartimento
mitocondrial, ya que los sistemas antioxidantes disminuidos no
tendrian suficiente capacidad para neutralizar la abundante pro-
duccién de radicales oxigenados en el diafragma de los ratones
con enfisema, sometidos crénicamente a elevadas cargas respira-
torias. Esto resultaria, por tanto, en un equilibrio a favor de los
oxidantes. Conviene destacar que en pacientes con EPOC, los niveles
de Mn-SOD y catalasa no se vieron modificados en el diafragma de
pacientes con EPOC grave respecto de los controles sanos’. En el
caso de los sistemas antioxidantes citoplasmaticos como son la
CuZn-SODy la peroxiredoxina-2 se observé un aumento de los nive-
les proteicos de estos en el diafragma de los ratones enfermos. Esto
podria ser debido al intento por parte de los sistemas antioxidan-
tes celulares de neutralizar el exceso de oxidantes pero sin lograrlo
totalmente, dado que se produjo un aumento final de los niveles de
oxidacién proteica.

Hay que destacar, por otro lado, que la moderada reduccién en el
contenido de algunos de los sistemas antioxidantes citosélicos en el
gastrocnemio de los animales enfermos no tuvo repercusiéon en
el equilibrio redox final de los musculos periféricos. Estos hallaz-
gos contrastan con los reportados en el cuadriceps de pacientes
con EPOC, donde se ha puesto de manifiesto un aumento en el
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contenido de los enzimas antioxidantes Mn-SOD y CuZn-SOD3$,
Las diferencias en el metabolismo celulary en la actividad muscular
entre el modelo murino y los pacientes con EPOC podrian explicar
las disimilitudes en el contenido de las diversas enzimas antio-
xidantes, asi como en el equilibrio redox final observado en cada
mdsculo.

Limitaciones del estudio

He aqui las limitaciones mas destacables del presente estudio:
En primer lugar, debido a la falta —por razones de tamafio de las
muestras musculares en el ratén— de preparaciones histolégicas de
ambos musculos, no ha sido posible analizar las posibles alteracio-
nes estructurales, como la composicién fibrilar de cada mdsculo, asi
como sus tamaifios. En segundo lugar —también por razones logis-
ticas experimentales relacionadas con el tamafio de los animales—,
tampoco se ha podido valorar la funcién muscular de los anima-
les. Dadas las limitaciones del tamafio de los especimenes, en el
presente estudio se priorizé de forma absoluta, en una primera
instancia, la determinacién de forma exhaustiva de los mecanis-
mos moleculares potencialmente implicados en la pérdida de masa
muscular en este modelo de enfisema pulmonar experimental.
Una vez identificados los mecanismos moleculares mas predomi-
nantes y verificada la existencia de alteraciones moleculares en
los misculos de ratones portadores de un enfisema experimen-
tal sera posible, en futuros estudios, destinar gran parte de las
muestras a describir potenciales alteraciones estructurales pre-
sentes en los musculos respiratorios y periféricos en ratones con
enfisema.

Conclusiones

La reduccién del contenido en miosina observado en el dia-
fragma de ratones con enfisema podria explicar su menor tamafio
en estos animales. El estrés oxidativo, la miostatina y otras vias de
sefializacién celular como FoxO parecen estar implicados en la pér-
dida de esta proteina estructural en el muasculo respiratorio. Las
diferencias en el metabolismo y la actividad entre el musculo res-
piratorio, sometido a contracciones continuadas durante todo el
periodo de estudio, y el de las extremidades, con relativa escasa
actividad, podrian explicar las disimilitudes encontradas en cuanto
al contenido de miosina, los niveles de estrés oxidativo y los de las
vias de sefializacion, asi como el grado de pérdida de masa muscular
en cada tipo de musculo.
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