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RESUMEN

El estrés oxidativo (EO) se debe a un desequilibrio entre las producciones de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y las defensas antioxidantes. Este
desequilibrio provoca una lipoperoxidacién y oxidacion de proteinas, con la
consiguiente disfuncién celular. Por consiguiente, el EO contribuye a patologias
de diferentes afecciones, incluidas las distrofias musculares, entre ellas la
disferlinopatia.

Las disferlinopatias son un grupo de distrofias musculares autosémicas recesivas
causadas por mutaciones en la disferlina, proteina del musculo esquelético
altamente expresaday critica para la reparacion del sarcolema. Esta enfermedad
comienza entre la segunda y tercera décadas de la vida, afectando primero las
funciones de las extremidades inferiores, luego los muasculos proximales y
paravertebrales y, finalmente, los musculos flexores del antebrazo. Los dos
fenotipos de disferlinopatia mas comunes son la miopatia de Miyoshi y la distrofia
muscular tipo 2B. Las biopsias musculares de pacientes con disferlinopatia
muestran signos de EO, con un aumento de la oxidacion de proteinas y
lipoperoxidacion. También se han observado signos de EO en modelos animales
de disferlinopatia, como aumento del contenido de lipofuscina, oxidacion de la
proteina tiol y carbonilacion de proteinas y altos niveles de ROS en miofibras
aisladas sometidas a estiramiento agudo.

Considerando que el EO podria exacerbar varias patologias humanas, una
terapia antioxidante podria contrarrestar el progreso de las disferelopatias. La
administracion conjunta de dos antioxidantes, resveratrol y coenzima Q10, redujo
las caracteristicas morfoldgicas degenerativas del tejido muscular esquelético de
ratones deficientes en disferlina. Sin embargo, tales hallazgos no fueron
cuantitativos.

En el presente trabajo, se evallo el efecto de la N-acetilcisteina (NAC), un
precursor de glutation y agente antioxidante, en ratones deficientes en disferlina
B6.A/J DysfP™dy ratones silvestres C57 BL/6. En estos modelos, cuantificamos
el efecto del NAC en los niveles de lipoperoxidacion, grupos carbonilo en las
proteinas y antioxidantes endodgenos y exodgenos en los musculos cuadriceps,
gastrocnemio y tibial anterior. También se evaluaron funcionalidad.

Los resultados muestran que la NAC redujo significativamente la peroxidacion de
lipidos y los carbonilos de proteinas en el cuadriceps y gastrocnemios, y mejoré
la resistencia, segun lo medido por la prueba de deteccion invertida de Kondziela.

Palabras Claves: disferlinopatia, disferlina, distrofia muscular, estrés oxidativo,
especies reactivas de oxigeno y N-acetilcisteina.
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ABSTRACT

Oxidative stress (EO) results from an imbalance between the productions of
reactive oxygen species (ROS) and antioxidant defenses. This imbalance causes
lipoperoxidation and protein oxidation, with the consequent cell dysfunction.
Therefore, the EO constitutes a mechanism that contributes to the pathology of
different conditions, including muscular dystrophies such as dysferlinopathy.

Dysferlinopathies are group of autosomal recessive muscular dystrophies caused
by mutations in dysferlin, a skeletal muscle protein highly expressed and critical
for sarcolemma repair. This disease begins between the second and third
decades of life, impairing first lower limb functions, then paravertebral and
proximal upper girdle muscles, and finally forearm flexor muscles. The two most
common dysferlinopathy phenotypes are Miyoshi’s myopathy and limb girdle
muscular dystrophy type 2B. Muscle biopsies from patients with dysferlinopathy
show signs of EO, with an increase in protein oxidation and lipid peroxidation.
Sings of EO have also been observed in animal models of dysferlinopathy, such
as increased lipofuscin content, oxidation of thiol protein and protein carbonylation
and high levels of ROS in isolated myofibers submitted to acute stretching.

Considering that EO could exacerbate several human pathologies, an antioxidant
therapy could counteract the progress of dysferlinopathies. The co-administration
of two antioxidants, resveratrol and coenzyme Q10, reduced the degenerative
morphological characteristics of skeletal muscle tissue of a dysferlin-deficient
mice. However, such findings were not quantitative.

In the present work, we evaluated the effect of N-acetylcysteine (NAC), a
glutathione, precursor and antioxidant agent, in dysferlin-deficient B6.A / J
Dysfprmd mice, and wild mice C57 BL/6. In these model, we quantified the effect
of NAC on the levels of lipoperoxidation, carbonyls proteins and endogenous and
exogenous antioxidants in the quadriceps, gastrocnemius and anterior tibial.
Functionality was also evaluated.

The analyses show NAC significantly reduced lipid peroxidation and protein
carbonyls in quadriceps and gastrocnemius, and it improved strength, as
measured by Kondziela’s inverted screen test.

Key Words: dysferlinopathy, dysferlin, muscular dystrophy, oxidative stress,
reactive oxygen species and N-acetylcysteine.
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CAPITULO |

1. Planteamiento del problema
Las distrofias musculares (DM) comprenden una gran familia que incluye mas
de 30 trastornos clinicos genéticos que se caracterizan por debilidad y
degeneracion progresiva del musculo esquelético usado durante movimientos
voluntarios (Munzur y Muntoni, 2009). Gran parte de estos trastornos
determinados genéticamente por mas de 350 mutaciones diferentes en genes
distintos, que estan en constante estudio para determinar nuevas mutaciones

0 genes causantes de dicha enfermedad (Kaplan y Hamroun, 2014).

Entre las DM, se estima que su distribucion mundial e incidencia es de 1/2000
nacidos vivos. Segun datos publicados el afio 2015 extrapolados de cifras
prevalentes de estudios internacionales a la poblacion chilena del afio 2013,
se estiman que existirian 1860 pacientes portadores de distrofias musculares

en Chile (Castiglioni C., Bevilacgua J., y Hervias K. C., 2015).

Los institutos Teletén, a lo largo del pais atienden el 85% de la poblacion
portadora de una discapacidad motora. Segun el informe del afio 2012, las
enfermedades neurodegenerativas tienen una prevalencia del 12% y una
incidencia del 13% en los institutos Teletén (Paolineli C. y Gonzélez M., 2014).
Sin embargo, en Chile no hay datos epidemioldgicos exactos relacionados con

estas enfermedades.



A partir del descubrimiento del gen de la distrofia muscular de Duchenne
(DMD), en los ultimos afios se ha desencadenado una linea de investigacion
que abarca la estructura y funcion del sarcolema, membrana vital para la
integridad y supervivencia de la fibora muscular (Bonilla et al., 1988; Campbell,
1995 y Emery, 2002); dichos estudios se han basado en las mutaciones de
una amplia variedad de proteinas, incluyendo aquellas de la matriz
extracelular del sarcolema, del citoesqueleto, citosdlicas y de la membrana
nuclear, cuyo déficit han demostrado producir diferentes formas de distrofias
musculares (Cohn y Campbell, 2000). Dentro de estos estudios aparece una
proteina transmembranal, disferlina (Dysf), cuya reduccion o ausencia
producto de mutaciones del gen que la codifica desencadena la patologia

autosémica recesiva, Disferlinopatia (Aoki et al., 2001).

La incidencia y prevalencia exacta de disferlinopatias se desconoce en todo
el mundo, pero se ha estimado que representa hasta el 30% de las distrofias
musculares progresivas recesivas en el Medio Oriente y la India (Urtizberea

et al., 2008).

Aunqgue la base genética de muchos de estos trastornos se ha identificado, el
mecanismo de la patogénesis exacto no esta claro; actualmente la evidencia
experimental sugiere que la interaccion entre el defecto genético primario y
niveles elevados de especies reactivas de oxigeno (ERO) contribuyen a la
patologia de varias distrofias musculares (Tidball y Wehling-Henricks, 2007) y

se sita en el ambito de la atencion terciaria, terapéuticamente.



El problema es que la disferlinopatia es una enfermedad de la cual su
conocimiento es relativamente reciente, antes solo se clasificaba como una
distrofia muscular inespecifica, por otra parte, actualmente no existe evidencia
gue demuestre una cura para este tipo de DM (Urtizberea et al., 2008), ni
tampoco una alternativa terapéutica especifica para los pacientes portadores

de disferlinopatia, siendo los tratamientos paliativos la Unica.



2. Hipotesis de trabajo

N-acetilcisteina normaliza los parametros REDOX tisulares, y retrasa la
aparicion de cambios funcionales asociados a la disferlinopatia en un modelo

animal.

3. Objetivos

3.1 General

Determinar el efecto de una dieta con N-acetilcisteina sobre parametro de
estrés oxidativo tisulares, y cambios funcionales asociados a la disferlinopatia

en modelo animal.



3.2 Especificos

Determinar el efecto de la N-acetilcisteina sobre la funcionalidad de los
ratones con disferlinopatia y controles.

Determinar el efecto a nivel sistémico, de la N-acetilcisteina sobre los
niveles de creatina quinasa en ratones con disferlinopatia y controles.
Determinar el efecto a nivel muscular, de la N-acetilcisteina sobre los
niveles de dafio oxidativo (lipoperoxidacion y oxidacion de proteinas) en
ratones con disferlinopatia y controles.

Determinar el efecto a nivel muscular de la N-acetilcisteina sobre las
defensas antioxidante (enzimaticas, SOD, CAT, GSH/GSSG; y no

enzimaticas, TRAP) en ratones con disferlinopatia y controles.



4. Justificacion del estudio
Para poder establecer de forma objetiva la utilidad de un tratamiento en una
enfermedad neuromuscular, es necesario disponer previamente de
parametros conocidos cuyos cambios nos indique que el tratamiento
ensayado esta siendo efectivo o no. Para determinar estos indicadores es
preciso conocer la historia de la enfermedad, es decir, con que clinica se
manifiestay como evoluciona a lo largo del tiempo. Existen estudios evolutivos
bien diseflados de la enfermedad DMD en los que posteriormente se han
basado varios ensayos clinicos, pero estudios de este tipo no se han realizado

en pacientes con una disferlinopatia.

Con este trabajo, en una primera instancia pretendemos conocer parametros
de dafo oxidativo y defensas antioxidantes, a nivel muscular, estos
parametros son imprescindibles para establecer de forma objetiva la utilidad
real de un tratamiento; para posteriormente observar cémo varian frente a un
tratamiento antioxidante junto a una evaluacién funcional en un modelo con
disferlinopatia. Con el propésito de dar evidencia del rol de las ERO en la
progresion de esta patologia, este estudio medira distintos marcadores tanto
de dafo oxidativo como de defensa antioxidante en disferlinopatias en un

modelo de raton deficiente de Dysf.



CAPITULO Il

1. Antecedentes: Breve resefia de informacion de trabajos previos
Se ha informado previamente que el estrés oxidativo esta implicado
principalmente en el deterioro patogénico del musculo en el modelo de raton
mdx para MD deficiente en distrofina (Disatnik et al., 1998). La
lipoperoxidacion es un indice comun de lesion mediada por radicales libres
(Halliwell y Gutteridge, 1989). Mediciones anteriores en musculos deficientes
en distrofina han indicado niveles elevados de la peroxidacion lipidica tanto
en humanos como en ratones (Kar y Pearson, 1979; Jackson et al., 1984,
Mechler et al., 1984, Ragusa et al., 1997). Varios estudios informaron de la
reduccion del estrés oxidativo por diversas intervenciones, como la
suplementacion con antioxidantes, que condujeron a una reduccion de los
eventos adversos en diferentes patologias (Buck y Chojkier, 1996; Aragno et

al., 2002; Buetler et al., 2002; Grounds y Torrisi, 2004; Kaczor et al., 2007).

Frente a lo descrito anteriormente, Potgieter y colaboradores (2011)
estudiaron las modificaciones celulares, mediante histologia, frente a la
suplementacion de coenzima Q10 y resveratrol en ratones SJL / J. Si bien, es
poco probable que la suplementacion de un antioxidante en un modelo
distréfico revertira la remodelacion patologica, el presente estudio demostré
por histopatologia, que en cuadriceps de animales afectados tratados con

altas dosis de CoQ10 y una combinacion de resveratrol / CoQ10 disminuye la



incidencia necroética de la fibra muscular y disminuye la cantidad de focos
inflamatorios; de este modo ayudando a la regeneracion muscular eficiente en

el masculo con deficiencia de Dystf.

En pacientes con DM, se han demostrado actividades alteradas de las
enzimas antioxidantes (Burr, Asayama y Fenichel, 1987), disminucion de la
actividad de los complejos mitocondriales y la activacién de factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF- kp).
Se han descrito dafios oxidativos sistémicos y musculares especificos y
funcion antioxidante alterada en los musculos de los pacientes con DMD
(Jongpiputvanich, Sueblinvong y Norapucsunton, 2005). Sin embargo, estos
estudios en los modelos disferlinopatia son escasos; pero Renjini y
colaboradores (2011) analizaron marcadores de estrés oxidativo y funcion
antioxidante en biopsias musculares de pacientes con 3 tipos de distrofias
musculares (DMD, sarcogliconopatia y disferlinopatia) con el fin de comparar
la contribucion de estos marcadores en dichas patologias musculares;
ademéas de evaluarlo en modelos animales de DM y mioblastos. Renjini
demostro altos niveles de oxidaciéon de proteinas en los tres tipos de DM, pero
no encontraron diferencias significativas en enzimas antioxidantes. Para
explicar el dafio oxidativo en DM evaluaron si el complejo glutation (GSH) se
alteraba, evidenciando una alteracion en los distintos compontes del complejo.
El dafio oxidativo en disferlinopatia fue demostrado por una reduccién de la
actividad de glutation peroxidasa (GPx), lo que estaria directamente

relacionado con la degeneracion muscular. A pesar de que los niveles de GSH



se mantuvieron inalterados en la disferlinopatia, la reducciéon de las
actividades de glutation-s-transferasa (GST) y GPx podria contribuir al dafio
oxidativo y a la patologia muscular. Ademas, la peroxidacion lipidica en

disferlinopatia podria atribuirse a la pérdida de actividad de GST.

De Luna y colaboradores (2012) evaluaron la regulacion de la expresion de
Dysf en células HL60 por de vitamina D3 usando distintas dosis (10, 25, 50 y
100 nmol/l) y tiempos de exposicion (24, 48 y 72 horas). Mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) demostraron que vitamina D, de una manera
dosis dependiente aumenta la expresion de Dysf, alcanzado la mayor
expresion a las 48 hrs en cultivos con 50 y 100 nmol/l. También se estudio
la expresion de Dysf por Western blot (WB) donde se observa la expresion
maxima de Dysf después de 72 horas de incubacion con 100 nmol/l de
vitamina Ds. Por otra parte, se ha informado que los portadores de una
mutacion en el gen DYSF tienen disminucion de la expresion de Dysf en su
musculo esquelético y monocitos (llla et al., 2007 y Parada et al., 2009); por
lo cual, De luna y colaboradores estimularon la expresion de Dysf en
monocitos de sangre periférica (PBM) sanos y portadores de la mutacion del
gen DYSF con 100nmol/l de vitamina Ds durante 72 horas, dando como
resultado un aumento en la expresion de la proteina Dysf en ambos PBM. Por
lo tanto, se puede concluir que la suplementacion con vitamina D es una

terapia potencial para el tratamiento de disferlinopatias.



Las ERO provocan un dafio celular mediante la alteracion directa e
irreversiblemente de macromoléculas tales como proteinas, lipidos de
membrana y el ADN (Halliwell y Gutteridge, 2007), pero otra consecuencia de
la exposicion celular a ERO es la modificaciéon reversible de cadenas laterales
tioles de proteinas; los tioles bioldgicos incluyen tioles libres de bajo peso
molecular y tioles de proteinas, el grupo funcional del aminoé&cido cisteina.
Estas modificaciones en los grupos tioles son reversibles a través de la accion
de enzimas antioxidantes (tiorredoxina, peroxirredoxina, asi como cisteina

libre y glutation (Biswas, Chida'y Rahman, 2006; Ferreira y Reid, 2008).

Ademas de los antecedentes descritos anteriormente, Terrill y colaboradores
(2012) presentaron nuevos datos en una gama de musculos de ratones
deficientes en Dysf a A/J (A/JJYS™) sobre la oxidacion de tioles de proteinas, y
la contribucién del estrés oxidativo a la gravedad de la histopatologia, en
comparacion con los ratones controles A/J de diversas edades. Los ratones
A/IDSH-muestran cambios distréficos, incluyendo necrosis e inflamacion, que
son histolégicamente evidente a los 12 meses de edad en los musculos
proximales, mientras que los musculos distales parecen relativamente poco
afectados incluso en etapas tardias de la enfermedad. Ademas, a los 19
meses se observé un aumento significativo de carbonilos en el musculo

cuédriceps de ratones A/J¥s"-en comparacion a controles jovenes.
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Finalmente se evidencio un aumento en la oxidacion de tioles en los musculos
psoas y cudadriceps a los 8, 12 y 19 meses, siendo este ultimo el que
demuestra un aumento mayor. Este patrén de oxidacion se correlacionaria

con la manifestacion y progresion de la enfermedad con la edad.

2. Marco Tebrico

2.1 Estado REDOX
En bioquimica se considera oxidacion a todo proceso en el que ocurre pérdida
de electrones, captacion de oxigeno o0 una cesion de hidrégeno
(deshidrogenacion) y reduccion al proceso en el cual se captan electrones o
se pierden oxigenos. Todo proceso de oxidacion va siempre acompafiado de
otro de reduccion. Estas reacciones de oOxido-reduccion (REDOX) son
fundamentales, puesto que los seres vivos obtienen la mayor parte de su

energia libre a partir de ellas (Venereo, 2002; Lin y Beal, 2006).

Sin embargo, estas reacciones, esenciales para la vida, pueden ser también
fuente de enfermedad a través de una produccion incontrolada de radicales
libres de oxigeno (RLO) que dafian las macromoléculas como lipidos,
proteinas, hidratos de carbono y acidos nucleicos, por lo tanto, alteran los
procesos celulares como funcionalidad de las membranas, produccion de

enzimas, respiracion celular, induccién génica, etc. (Elejalde, 2001).
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2.1.1 Estrés Oxidativo y Radicales Libres
El estrés oxidativo (EO) se define como una serie de alteraciones que se
producen debido a un desequilibro entre la produccion de radicales libres (RL),
0 agentes prooxidantes, y los mecanismos de accién antioxidante (AO) que
posee un organismo (sistema de defensa enzimatico y no enzimatico, y
mecanismos de reparacion o eliminacion de moléculas). A consecuencia de
este desequilibrio se produce el dafio de los componentes celulares y
tisulares, lo cual propicia la aparicién de procesos patoldgicos (Storey, 1996;

Valavanidis et al., 2006).

Los RL son moléculas que tienen un electron desapareado en el ultimo orbital,
lo que hace que sean altamente inestables, muy reactivos y de vida media
muy corta. Se producen a través de diferentes mecanismos bioldgicos, como
en la cadena respiratoria mitocondrial, cadena transportadora de electrones a
nivel microsomal y cloroplastos, y en las reacciones de oxidacion. El dafio
celular provocado por los RL tiene origen en la interaccion de éstos con las
principales biomoléculas del organismo, las cuales corresponden a los
carbohidratos, proteinas, lipidos, acidos nucleicos y derivados de cada uno de

ellos (Rodriguez, Menéndez y Trujillo, 2001; Venereo, 2002).

2.1.2 Especies Reactivas de Oxigeno
Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son generadas a partir de la
reduccion del oxigeno triplete o dioxigeno (Fig. 1), el que reacciona con

moléculas biolégicas para contribuir en procesos relacionados con la
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sefializacion celular o en la generacién de patologias bajo condiciones

metabolicas anormales (Apel y Hirt, 2004; Zelickson et al., 2013).

Origeno triplete  Anionradical  Ion perésido lon oxano Ion éxido
superoxido
0, =— oy = o© == o o —£— ¢
J lH* JZH‘ 2H lH' lZH'
0, HO; H,0, HO  OH' H,0
Oxigeno singlete Radical Peroxido de hidrogeno Agua Radical hidroxilo Agua

perhudroxil

Figura 1: Especies reactivas de oxigeno (ERO) generadas a partir de la reduccion del oxigeno
triplete (Apel y Hirt, 2004).

Dentro de las principales ERO se encuentra el oxigeno singlete, el anién
radical superoxido, el peréxido de hidrogeno y el radical hidroxilo (Zelickson

et al., 2013).

El oxigeno singlete (*O2) es una molécula no radicalaria, ya que no tiene un
electréon desapareado, pero es una forma del oxigeno altamente reactiva. Esta
molécula tiene una vida media de alrededor de 3,7 us en medio acuoso

(Gutteridge, 1994, Lesser, 2006).

El anion radical superdxido (O2*) es una especie radicalaria que tiene
propiedades oxidativas y reductoras dentro de los sistemas biolégicos, segun
el tipo de solucién en el cual se encuentre. Al encontrarse en solucién acuosa,

el O2* actia como un agente oxidante. No obstante, este radical se comporta
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como un agente reductor, pudiendo reducir complejos férricos como el
citocromo C. Este radical es estable en el interior de las membranas biolégicas
(tilacoides y mitocondrias). Por otra parte, el O2*" participa en la formacion de
peroxido de hidrégeno (H202) a través de la reaccion de dismutacion. La
enzima superoxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacion del O2*", llegando
a tener este ultimo una vida media de alrededor de 50 ps (Lesser, 2006;

Gutteridge y Halliwell, 2010).

El peroxido de hidrégeno (H20:2), no es un radical libre, es una molécula que
es biosintetizada en diversas vias metabdlicas oxidativas (incluyendo la
reaccion de la dismutacion del O2*") y posee una estructura covalente sin
carga. Es relativamente estable en ausencia de iones de metales de transicion
y es capaz de difundir rapidamente a través de las membranas celulares,
pudiendo causar un dafio directo sobre componentes celulares (Gutteridge,
1994; Lesser, 2006). Asimismo, es considerada por participar en vias
metabolicas en condiciones normales al actuar como un segundo mensajero

(Bienert, Schjoerring y Jahn, 2006).

El H202 también puede comportarse como una especie prooxidante
generando un RL altamente reactivo, el radical hidroxilo (HO?®), el cual es
producido en presencia de iones de metales de transicion a través de la

reaccion de Fenton y Haber-Weiss (Kehrer, 2000).
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El radical hidroxilo (HO®) es la especie de oxigeno mas reactiva, teniendo una
vida media de 107 segundos y llegando a causar gran dafio oxidativo al
reaccionar con biomoléculas. En los sistemas biolégicos, este radical puede
activar cadenas de reacciones provocando dafio en membranas lipidicas,
proteinas y acidos nucleicos, producto del proceso oxidativo. La produccién
de HO® esta regulada por la disponibilidad de i6én ferroso (Fe?"), el cual
participa en la reaccion de Fenton, y por el O2*, como agente reductor en la

reaccion de Haber-Weiss (Gutteridge, 1994).

Existen otras especies quimicas llamadas especies reactivas de nitrogeno
(ERN), aligual que las ERO, participan en procesos biologicos de sefalizacion
celular y en la generacion de patologias; las ERN derivan del éxido nitrico
(NO®). Este es producido por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), y en
conjunto con el O2° es capaz de generar el anidn peroxinitrito (ONOQO"), el cual
es un potente agente oxidante. El ONOO™ puede reaccionar con diéxido de
carbono (CO2) para formar nitrosoperoxicarbonato (ONO2CO2’), que al
someterse a una fision homolitica produce el radical dioxido de nitrégeno
(NO2*) y el radical carbonato (CO3*), cuya reactividad puede causar dafo en
las moléculas bioldgicas (Radi et al., 2001; Zelickson et al., 2013). Ademas, el
ONOO" puede ser protonado para formar acido peroxinitroso (ONOOH), el
cual se descompone por homolisis para producir NO2* y HO® (Radi et al.,

2001).
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Las ERO y ERN interactian con los lipidos que componen las membranas
celulares a traves de la lipoperoxidacion, afectando directamente en la pérdida
de la integridad de la membrana, lo que altera ciertas funciones relacionadas
con la sefalizacion y la permeabilidad, provocando incluso la muerte celular
(Girotti, 1998; Grune, Catalgol y Jung, 2013). En este proceso, los acidos
grasos poliinsaturados son oxidados por especies reactivas formando radical
peroxilo (LOO®). Estos Ultimos son reducidos para formar hidroperoxidos
lipidicos (LOOH), los cuales pierden su estabilidad relativa al reaccionar con
metales ionicos, generando radicales alcoxilo (LO®). Los hidroperoxidos
lipidicos se comportan como intermediarios para producir epoxidos,
compuestos carbonilos tales como el hexanal y 4-hidroxi-2-nonenal, cetonas,
isoprostanos y aldehidos, como el malondialdehido (MDA). Muchos de estos
productos pueden reaccionar con proteinas y formar aductos de ADN,

teniendo un efecto tdéxico y mutagénico (Marnett, 1999).

2.1.3 Efectos de las Especies Reactivas de Oxigeno y Nitrégeno
La oxidacion de proteinas es una de las consecuencias importantes del EO,
ya que el daflo generado puede provocar la pérdida de la funcionalidad
catalitica de proteinas especificas e inducir a la pérdida de una funcion

bioguimica particular (Sohal, 2002).

Ademas de las ERO y ERN, existen otros compuestos producto de reacciones

secundarias generadas por EO que pueden oxidar proteinas, tales como
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carbohidratos y lipidos modificados por dafio oxidativo, en donde se incluyen

productos de la lipoperoxidacion (Grune, Catalgo y Jung, 2013).

Dentro de las modificaciones proteicas que son inducidas por las ERO se
encuentran la formacion de carbonilos, la pérdida de grupos sulfhidrilo, la
formacion de entrecruzamientos disulfuro, entrecruzamientos ditirosina,

nitrotirosina, glioxidacion y aductos de la peroxidacion lipidica (Sohal, 2002).

El dafio al ADN corresponde a otra de las consecuencias de importancia
debido al EO, ya que genera una serie de procesos tales como alteraciones
en la replicacion, transcripcién, y alteraciones mutagénicas, producto de la
ruptura de las hebras, fragmentacién de azlcares y supresion de bases
nitrogenadas (Imlay y Linn, 1988; Cadet et al., 1997; Marnett, 2002; El-

Khamisy y Cadelcott, 2006; Rowe, Degtyareva y Doetsch, 2008).

Por otra parte, el malondialdehido (MDA), secundario a reacciones iniciadas

por ERO y ERN puede producir deterioro en el ADN (Marnett, 2002).

2.1.4 Fuentes de Produccién de Especies Reactivas
Las ERO son producidas por fuentes endégenas y exdgenas. Uno de los
principales sitios de produccion endogena de ERO corresponde a la
mitocondria, durante el proceso de la cadena transportadora de electrones, en
donde el anién radical superdxido es producido en la membrana mitocondrial

interna a través de la enzima NADH deshidrogenasa en el complejo I,y en la
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interface entre la ubiquinona y el complejo Ill. Mediante la reaccion de
dismutacion, el O2* que se genera en este proceso es transformado en H20:.
La difusion de protones a través de la membrana interna de la mitocondria

disminuye la produccién de ERO (Brookes, 2005).

Asimismo, las células inmunes son una fuente importante en la produccion de
ERO, ya que las células fagociticas como los neutréfilos y macrofagos pueden
secretar ERO, tales como O2* y acido hipocloroso (HOCI) para promover la
fagocitosis (Schraufstéatter et al. 1990; Halliwell 1991; Tidball 2005). Las ERO
se producen en las células inmunes por diversas enzimas, incluidas las
NADPH oxidasa y la mieloperoxidasa. La NADPH oxidasa es una enzima
unida a la membrana, por ejemplo, de bacterias, que cataliza la produccion de
02* (Babior 2000). La mieloperoxidasa es una enzima Hem gque se expresa
de forma abundante en leucocitos que convierte el H202y cloruro en HOCI
(Harrison et al. 1976; Babior 1999; Hart et al. 1988). EI HOCI es una ERO
altamente reactiva que causa dafio a lipidos, ADN y proteinas, ademas de

reaccionar con los tioles proteicos (Pritz 1996).

También citocinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNF),
modulan la produccién de ERO. El TNF es secretado por una amplia gama de
células inflamatorias y de otro tipo (musculo esquelético), y es una quimiocina
potente que atrae mas células inflamatorias (Collins et al. 2001). A su vez,
aumenta el EO tanto en sus células dianas como en las células circundantes

(Halliwell et al. 2007), tanto en la catalisis de NADPH oxidasa como de las

18



mitocondrias (Hughes et al. 2005). Ademas, el TNF estimula la activacién de
NF-kB, complejo proteico que juega un rol critico en muchos procesos

biologicos, incluido la expresion de citocinas (Hayden et al. 2004).

Por otra parte, en las fuentes exdgenas de produccion de ERO encontramos
diversos desencadenantes, tales como radiaciones ionizantes y no ionizantes
(radiacién ultravioleta, radiacion visible, exposicion a contaminantes (O3)

(Spikes, 1989; Gutteridge, 1994).

Ademas, existen diversos elementos y condiciones que pueden alterar la
produccion de ERO, entre ellos los habitos de vida, tales como, horas de
suefio, dieta, enfermedades concomitantes, actividad fisica, entre otros
(Haliwell y Gutteridge, 1989; Kahleova et al., 2011; Mathangi, Shyamala y

Subhashini, 2012; Kim, Cho y Park, 2012).

2.1.5 Sistemas de Defensa Antioxidante
Los mecanismos de defensa AO tienen el objetivo de mitigar los efectos
nocivos producidos por las ERO y ERN a traveés del estrés oxidativo. Estas
defensas pueden actuar previniendo la formacion de agentes oxidantes o bien
neutralizarlos una vez que se han formado (Wolf, Barrer y Dean, 1986; Sies,

1993).

Los sistemas AO han sido clasificados en enziméticos, como las enzimas

superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx); y
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no enzimaticos, como el acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina
E), B-caroteno (vitamina A), el glutation (GSH) y compuestos polifendlicos,

entre otros (Halliwell y Gutteride, 1984).

La enzima SOD ha sido encontrada en diversas partes de células eucariontes,
cuya funcion de la SOD es catalizar la reaccion de dismutacion del O2* para

la produccién de H202y Oz (Fridovich, 2013).

La enzima CAT se encuentra en los peroxisomas, donde cataliza la
conversion de H202 a agua y oxigeno molecular, previniendo la formacién del
radical hidroxilo. La catalasa es altamente efectiva al actuar sobre altas
concentraciones de H202 (Di Giulio et al., 1989; Kirkman et al., 1999; Lesser,

2006; Monaghan, Metcalfe y Torres, 2009).

Finalmente, dentro de las defensas AO enziméaticas se encuentra el sistema
glutation reductasa/peroxidasa, cuya funcion es catalizar la conversion de

H202 a H20 (ecuacién 1) (Di Giulio et al., 1989).

(1)

GPx
2 GSH + H202 » GSSG + 2 H20

4\/ NADPH
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Por otra parte, los AO no enziméticos cumplen una funcién importante en la
defensa contra el dafio producido por estrés oxidativo. En este tipo de
defensas es posible encontrar compuestos que son sintetizados por via
endogenay compuestos que son incorporados en un organismo, por ejemplo,
a través de la dieta, principalmente frutas y verduras (Monaghan, Metcalfe y
Torres, 2009). Los compuestos antioxidantes no enzimaticos actian
interceptando a las especies reactivas una vez que se han formado, con el fin
de transformarlas en compuestos no radicalarios y romper con las reacciones

en cadena iniciadas por las especies reactivas (Sies, 1993).

Este grupo de AO se puede clasificar en: hidrofilicos y lipofilicos. Los AO
hidrofilicos, moléculas reductoras pequefias, son vitamina C, glutatién
reducido, acido Urico, bilirrubina, albumina, fenoles, entre otros. Mientras que
los AO lipofilicos son vitamina E, carotenoides, ubiquinona, entre otros

(Montero, 1996; Cabrera y Serrano, 2014).

Las ERO y el desbalance REDOX tienen un papel fundamental en la fisiologia
de muchos tejidos y diversas patologias. Un tejido que es susceptible de
modificaciones oxidativas es el musculo esquelético, ya que las ERO se
generan constantemente en el musculo esquelético durante condiciones
basales y, en circunstancias tales como el ejercicio, el envejecimiento y la
inflamacion. El estrés oxidativo estd asociado con muchas condiciones de
atrofia muscular, como el VIH / SIDA, la diabetes, la sepsis y las distrofias

musculares (Moylan y Reid, 2007). En consecuencia, la estructuray la funcion
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del musculo esquelético hacen que sea mas susceptible a la generacion de
ERO, desencadenando una disfuncion celular como consecuencia de la
generacion de ERO, por lo tanto, a continuacion, se describira la estructura,

fisiologia y la participacion de las ERO en el musculo esquelético.

2.2 Musculo Esquelético
El masculo esquelético, es el tejido mas abundante en el cuerpo humano,
constituye aproximadamente el 40% de la masa corporal. Este es un tejido
contractil especializado que tiene como funcion desplazar el cuerpo humano;
ademas de participar en la respiracion, regulador de metabolismo y una fuente
generadora de calor. EI musculo esquelético se compone de dos tipos

celulares: musculo esquelético y tejido conectivo (Fig.2) (Huard et al., 2002).

mature myofiber

Figura 2: Estructura del musculo esquelético. EI endomisio es una capa de tejido conectivo
que rodea las miofibras individuales. El perimisio rodea fasciculos o haces de fibras
musculares, y la capa que rodea el musculo en si es el epimisio. Cuando un musculo se
lesiona, o durante el desarrollo, las células satélites se activan y se convierten en mioblastos.
Estos se diferencian y se fusionan para formar miotubos que maduran en miofibras
(Modificado de Huard et al., 2002).
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La célula de musculo esquelético maduro se llama miocito o fibra muscular,
gue poseen una longitud variable que puede llegar a los 140 cm o0 mas en los
seres humanos. Son células multinucleadas cilindricas con un diametro de 10
a 100 um. Las miofibras derivan de la fusién de multiples mioblastos (células
precursoras miogénica) (Fig. 2), donde los mioblastos contienen un solo
nacleo y se fusionan para formar miotubos multinucleados que exhiben la
nucleacién central (Huard et al.,, 2002). A medida que los miotubos se
convierten completamente inervados y maduros en una fibra muscular, estos
mionucleos finalmente migrar a una posicion periférica debajo de la
membrana celular (denominada el sarcolema en el musculo). La aparicion de
nucleos centrales en el musculo adulto normal es un indicio de un proceso de
regeneracion del musculo o de una denervacién muscular. Como se muestra
en la Figura 2, cada fibra muscular esta rodeada de una capa de tejido
conectivo llamado endomisio, haces de fibras musculares estdn a su vez
rodeados por otra capa de tejido conjuntivo llamada perimisio, y todo el
musculo esta rodeado por el epimisio, una capa de tejido conectivo que se
continda con el tenddén, un tejido conectivo denso que ancla el musculo al

hueso (McArdle et al., 2009).

2.2.1 Contraccion del Masculo Esquelético
Dispuestos a lo largo de la longitud de las miofibras en el citoplasma
(sarcoplasma) se encuentran las unidades funcionales mas pequefas
llamadas miofibrillas. Estas miofibrillas estan formadas por subunidades aun

mas pequefias llamadas miofilamentos, compuestos por proteinas del
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citoesqueleto (actina y la miosina) (Fig. 3 a 'y b). Los filamentos de miosina
(flamentos gruesos) estan conformados por paquetes de polipéptidos
formados por dos cadenas pesadas y dos ligeras; los extremos globulares de
las cadenas pesadas forman las cabezas con actividad ATPasa. Los
filamentos de actina (flamentos finos) estan conformados de moléculas
pequefias dispuestas en 2 cadenas helicoidales, unidos a otras dos proteinas,
troponina y tripomiosina. La organizacion de superposicién de filamentos de
actina y miosina forman la unidad funcional de la miofibra-sarcomero (Fig. 3c)
(McArdle, Katch F y Katch V, 2009). Existen otras proteinas que también
contribuyen a la estructura de los sarcomeros y a la contraccion muscular; que
frente a mutaciones en alguna de ellas conllevan a enfermedades musculares

(Bénnemann y Laing, 2004).

a) Thick filament: Myosin b) Thin filament: Actin
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Figura 3: Esquema de la estructura de los sarcoremos. a) Filamentos gruesos, se compone
de moléculas de miosina con dos cabezas globulares en sus extremos que tienen actividad
ATPasa. b) Filamento delgado, se compone de dos cadenas helicoidales de moléculas de
actina, con las proteinas de regulacion: troponina y tropomiosina. ¢) Diagrama esguematico
de un sarcémero dentro de una fibra muscular. La disposicion estructural entre los filamentos
gruesos y delgados permite que los puentes cruzados de ciclismo se produzcan durante la
contraccion (traducido al espafiol desde Saladin, 2007).
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Los sarcoOmeros estan organizados en serie a lo largo de una miofibrilla, y
ocurre un proceso que permite el acortamiento sucesivo de los sarcomeros,
causando que la miofibra se acorte en secuencia, lo que lleva a la contraccion
de toda la miofibrilla. Este proceso comienza con la estimulacion eléctrica que
viaja por el nervio motor, que permite la liberacion de acetilcolina en la union
neuromuscular y que activa receptores nicotinicos en la superficie de la
miofibrilla (sarcolema), produciendo el acoplamiento excitacidbn-contraccion
(ECC). Esto implica que el potencial de accién desencadenado por la
motoneurona alfa se propague a lo largo del sarcolemay baje por los tubulos
T (extensiones del sarcolema que entran en el sarcoplasma y se extienden
sobre el reticulo sarcoplasmico). Este rapido cambio en el potencial eléctrico
activa los receptores de dihidropiridina en la membrana de los tabulos T, que
interactan mecanicamente con los canales de liberacion de calcio (Ca?"), los
receptores de Ryanodina (RyR), activandolos y haciendo que el reticulo
sarcoplasmico libere el Ca?" en el sarcoplasma (Fig. 4). El Ca?" se une al
complejo troponina-tropomiosina, revirtiendo la inhibicién de la miosina de la
unioén con la actina. La cabeza de la miosina se une a la actina, y también se
combina con una enzima llamada miosina ATPasa, que rompe la union de
ADP a la miosina, conllevando a la liberacién de energia en forma de ATP.
Esta energia permite el movimiento de los puentes cruzados. EL ATP se une
a la miosina de los puentes cruzados, lo que permite una "golpe de fuerza™-
movimiento de la cabeza de miosina que causa el deslizamiento de los
filamentos gruesosy finos, y que conduce a un acortamiento del musculo (Fig.

4) (McArdle et al., 2009; MacIntosh et al., 2012).
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Figura 4: Acoplamiento excitacion-contraccion y la utilizacion de ATP en la célula. (modificado
de Song et al., 2011).

2.2.2 Reparaciéon del Masculo Esquelético
El misculo esquelético posee la capacidad de cambiar el tamafio y tipo de
fibora muscular. Dentro de los factores que inducen a estos cambios se
encuentran la nutricion, el ejercicio y la actividad, los que pueden conducir a
un aumento (hipertrofia) o disminucion (atrofia) de la masa muscular (Brunelli

et al.2008).

Las miofibras del musculo esquelético que se contraen normalmente sufren
con frecuencia alteraciones de la membrana plasmatica, especialmente en

contracciones excéntricas generadoras de alta fuerza (Clarke et al. 1993). Es
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importante destacar que el desgaste muscular ocurre cuando las miofibras,
debido a un defecto genético, son incapaces de reparar la membrana (Bansal

et al. 2003).

Una ruptura fisica en la integridad del sarcolema desencadena una entrada
de Ca?'y un cambio en el balance redox (Fig. 5a), lo cual puede dar la sefial
para comenzar el proceso de reparacion o en exceso causara la muerte rapida
de la célula dafiada (Steinhardt et al. 1994; Verkhratsky 2007). La entrada de
Ca?* provoca la activacion de proteinas como la anexina | y Il, disferlina y
calpaina (Bansal y Campbell 2004; McNeil et al. 2006), las que poseen por
funcién participar del proceso de reparacion del sarcolema dafiado. (Basal et
al. 2003; Glover y Brown 2007; Kerr et al. 2014). Por otra parte, el aumento
de los ROS promueve el reclutamiento de MG53 (Cai et al. 2009) proteina que
también cumple un rol fundamental en el proceso de reparacién del sarcolema

dafado (Fig. 5).

La activacion de disferlina, anexinas y proteias MG53, permite el
reclutamiento, agregacion y fusion de vesiculas y otros organelos
membranosos son reclutados cerca del sitio de la lesién formando una gran
vesicula rica en dirferlina, mediada por anexina, calpaina y la proteina MG53
gue actuaran como parche membranoso que restaurara el sarcolema dafiado
(Fig. 5) (Bansal y Campbell 2004; McNeil et al. 2006; Mellgren et al. 2007;

McDade et al. 2014).
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Figura 5: Modelo de reparacién de membrana. (a) Entrada de calcio extracelular y oxidantes
extracelulares desencadenan respuesta local. (b) Vesiculas transportadas hacia sitio de
lesion por la proteina kinesina motora de microtibulos, entregando materiales para
construccion requeridos, como membrana intracelular. Citoesqueleto cortical de actina se
desmonta después de la activacion de la proteasa calpaina por calcio, eliminando barrera
fisica para eventos de fusion. (c) Vesiculas se unen y fusionan entre si, formando “un parche
membranoso”. El reclutamiento de vesiculas esta mediado por MG53 oxidado. La fusion esta
mediada por anexina y disferlina activada por Ca?* y por SNARE. (d) El parche membranoso
se fusiona con membrana plasmatica, completando la reparacion. MG53, anexina y disferlina
también participan en este evento de fusién (traducido al espafiol desde McNeil 2009).
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En el caso de una lesion aguda de la fibra muscular, se estimula la inflamacion
y la miogénesis para reparar la fibra dafiada; mientras que en el caso de la
necrosis cronica o repetitiva (como en estados de enfermedad), aumenta
progresivamente la fibrosis y se deteriora la miogénesis para dar lugar a la
sustitucion de tejido muscular por tejido graso conectivo fibroso. Esta pérdida
progresiva del tejido muscular ocurre en la mayoria de las distrofias

musculares (Brunelliy Rovere-Querini, 2008).

La necrosis de miofibras normalmente inicia una secuencia rapida de eventos
regenerativos y miogénesis. El proceso de necrosis implica ruptura irreversible
del sarcolema, ya sea a través de toda su longitud o parte de la fibra muscular.
Esto se refleja en el aumento de los niveles de creatina quinasa (CK), proteina
citosodlica del miocito que es liberada en la sangre. Los niveles plasmaticos de
esta proteina constituyen una herramienta de diagnéstico para distrofias
musculares (Charge y Rudnicki, 2004). El dafio al sarcolema también da lugar
a un aumento de Ca?* intracelular, que puede aumentar la necrosis por la
estimulacién de la protedlisis, impulsado por calpainas, que son proteasas
dependientes Ca?* (Grounds, 1991; Charge y Rudnicki 2004). Al ocurrir una
lesion, pocas horas después, la propagacion de la necrosis se detiene para
localizar el sitio de la lesién, desencadenando una condensacion de
miofilamentos (hipercontraidos) para generar un resellado como barrera
protectora (Papadimitriou et al.,, 1990; Jarvinen et al., 2005). Posterior a la
lesion se produce una invasion de células inflamatorias como neutrofilos y

macrofagos (Tidball 2005), cuya funcidn es secretar citoquinas como TNF y
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fagocitar el tejido dafiado (Grounds, 1991; Tidball 1995). Sin embargo, el
proceso de regeneracion puede ser inhibido por la presencia persistente del

tejido necratico (Grounds et al., 2002).

Si bien, las células inflamatorias son esenciales para este proceso, una
invasién excesiva de estas células puede exacerbar el dafio muscular a causa

de la secrecion de ERO proveniente de los neutréfilos (Tidball, 2005).

2.2.3 Estrés Oxidativo y Musculo Esquelético
El masculo esquelético durante su estado de reposo y contraccion genera
ERO, ya que se requieren niveles optimos de ERO para la regulacion de la
fisiologia del musculo esquelético es su estado normal. Las ERO y las
especies reactivas de nitrdgeno se generan a partir de diferentes fuentes en
el musculo esquelético, incluyendo las mitocondrias, NADPH oxidasas y NOS
desde el sarcolema. Las principales especies producidas son superdxido y
oxido nitrico (NO) y estas moléculas conducen a la formacién de varias ERO
secundarias y ERN (Jackson, 2011). La contraccion del musculo esquelético
provoca un aumento significativo de la generacion de ERO y ERN; ademas,
la inflamacion (que se produce en diferentes situaciones, incluyendo dafio en

el musculo) también puede aumentar ERO y ERN en el tejido muscular.

Las ERO que estan involucrados en los procesos fisiologicos normal del
musculo, no sélo participan en modificaciones de proteinas de recambio u

oxidacion de tioles de las proteinas contractiles del musculo esquelético, que
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van a dar lugar a la disfuncién contractil y la fatiga, sino también participan a
través de la modulacion de vias de sefalizacion relacionadas con la sintesis

de proteinas y su degradacion (Arthur, Grounds y Shavlakadze, 2008).

La literatura indica que las ERO participan de estos procesos activando o
regulando complejas vias de sefalizacion intracelular y frente a un exceso son
capaces de provocar una reduccidon en la sintesis de proteinas o
descomposicién de éstas llevando a una atrofia muscular (Bonetto et al.,
2009); la cual explicaria varios procesos de distrofia musculares, pero sus
mecanismos todavia no son claros (Arthur, Grounds y Shavlakadze, 2008).
También se cree que la activaciéon de NFkB por medio de ERO generado
durante la contraccion muscular, es un factor importante para la adaptacion

del musculo (Powers, Talbert y Adhihetty, 2011).

A pesar de esto, la produccion de ERO cumplen un rol esencial en el masculo
esquelético, principalmente en la produccion de la fuerza, gracias a su efecto
bifasico (Fig. 6). Es asi como el musculo requiere de un nivel éptimo de ERO
para aumentar la fuerza mientras que concentraciones extremas, muy bajas
o altas de ERO deprimen la fuerza (Reid 2001); estas condiciones se pueden
producir durante esfuerzos mecanicos extenuantes, enfermedades

inflamatorias y musculares (Smith y Reid, 2006; Dutka et al., 2012).
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Figura 6: Modelo que representa los efectos bifasicos del estado REDOX sobre la fuerza
muscular. A: estado basal del misculo fatigable. B: musculo fatigable expuesto al agente
antioxidante o reductor. C: musculo fatigable expuesto a niveles bajos de ERO. D: musculo
afectado por el exceso de ERO. Las lineas verticales discontinuas indican el estado redox
basal (musculo en reposo sin estimulo REDOX exdgeno) y el estado redox 6ptimo (estado en
gue la fuerza es maxima) (traducido al espafiol desde Reid, 2001).

La literatura describe uno de los mecanismos posibles que podria explicar los
efectos de las ERO en la fatiga y la produccion de fuerza en el musculo,
concluyendo que seria una consecuencia de la oxidacion de grupos tioles en
las proteinas de los canales de liberacion de Ca?" y en las proteinas
miofibrilares, incluyendo la troponina, tropomiosina, miosina y actina que
contienen grupos tioles sensibles a la oxidacion (Fig. 7) (Crowder y Cooke,
1984; Liu, Wang y Stracher, 1990; Root y Reisler, 1992;. Putkey, Dotson y
Mouawad, 1993; Andrade et al., 1998; Dalle-Donne et al., 2003; Tiago et al.,
2006; Hertelendi et al., 2008; Prochniewicz, Spakowicz y Thomas, 2008;

Mollica et al., 2012).
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Figura 7: Los grupos tioles de las proteinas miofibrilares. Arriba: circulos — actina; linea gruesa
oscura — tropomiosina; ovalada — troponina. Abajo: Miosina. La oxidacion (formacién de
enlaces disulfuro) puede conducir potencialmente a la inhibiciéon de la formacién de puentes
cruzados, a pesar de las modificaciones en la funcién de la proteina, la interaccion de proteina
y la actividad ATP. (modificado de Ferreira'y Reid, 2008).

Estudios revelan que las modificaciones de los tioles proteicos pueden alterar
el acoplamiento excitacion-contraccion y la formacion de puentes cruzados;
asimismo la oxidacion de tioles de proteinas de los canales de Ca?" y de las
proteinas miofibrilares puede conducir a numerosas modificaciones en la
funcién contractil de la miofibrilla. Dichos estudios in vitro sugieren, que
niveles bajos de ERO pueden mejorar la produccién de la fuerza mediante el
control del sensible a Ca?* del acoplamiento excitacion — contraccion. En tanto
el exceso de ERO puede disminuir la fuerza por diversos mecanismos:
modulaciones de los niveles de Ca?*, disminucion de la produccion de ATP,
alteraciones de proteinas y modificaciones de union a proteinas. (Williams Jr.
Et al., 1992; Anzaj et al., 2000; Pessah y Feng, 2000; Andrade et al., 2001;

Dalle-Donne et al., 2003; Aracena-Parks et al., 2006; Tiago et al., 2006;
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Zissimopoulos et al., 2007; Hertelendi et al., 2008; Prochniewicz et al., 2008;

Pinto et al., 2011; Mollica et al., 2012).

Existe evidencia que demuestra que el EO esta implicado en los distintos tipos

de distrofias musculares, dentro de estas las Disferlinopatias.

2.3 Distrofia Muscular
Las distrofias musculares (DM) comprenden mas de 30 trastornos clinicos
genéticos que se caracterizan por debilidad y degeneracion progresiva del
musculo esquelético usado durante movimientos voluntarios (Manzur y
Muntoni, 2009). La palabra distrofia deriva del griego dis, que significa "dificil"
o "defectuoso," y trof, "nutricién." Por lo general, comparten caracteristicas
histolégicas comunes, incluyendo variacién en el tamafio de miofibras,
degeneracion de miofibas y regeneracion, y la sustitucion de tejido muscular
por tejido conectivo y grasa (Manzur y Muntoni, 2009). Estas condiciones
varian en muchos aspectos, entre ellos la prevalencia, la edad de inicio, la
gravedad, los musculos afectados y el defecto genético subyacente (Emery,
2002). A pesar de estas variabilidades, la caracteristica comun mas
importante entre todos estos trastornos es la degeneracion necrotica de las

células del musculo esquelético (Rando, 2002).

La literatura describe 9 grupos de distrofias musculares diferentes. Si bien
algunas aparecen en edad temprana (infancia o nifiez), otras pueden aparecer

durante la adolescencia y/o adultez. Dentro de las distrofias que comienzan
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en la infancia encontramos la distrofia muscular de Duchenne, de Becker,
congénita y de Emery-Dreifuss. Por otra parte, las distrofias de inicio mas
tardio encontramos la distrofia muscular facioescapulohumeral (FEH),
Distrofia de Cintura o del anillo éseo, Distrofia de Miyoshi o muscular distal,
Distrofia muscular miotonica y Distrofia muscular oculofaringea (Fig. 8)

(Mercuri y Muntoni, 2013).

Figura 8: Patrones de distribucién de la debilidad. (A) Distrofia muscular de Duchenne y
Becker. (B) Distrofia muscular de Emery-Dreifuss. (C) Distrofia muscular de cinturas. (D)
Distrofia muscular facioescapulohumeral. (E) Distrofia muscular distal o de Miyosh (F)
Distrofia muscular Oculofaringea. El sombreado representa las zonas afectadas. (traducido
al espanol desde Mercuri y Muntoni, 2013).

Estos trastornos se deben a mutaciones en una amplia variedad de proteinas,
incluyendo la matriz extracelular del sarcolema, del citoesqueleto, citosolicas
y de la membrana nuclear (Cohny Campbell, 2000). Aunque la base genética
de muchos de estos trastornos se ha identificado, el mecanismo exacto de la
patogénesis no esté claro; actualmente la evidencia experimental sugiere que

la interaccion entre el defecto genético primario y niveles elevados de ERO
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contribuyen a la patologia de varias distrofias musculares (Tidball y Wehling-

Henricks, 2007).

Si bien se aprecia evidencia cientifica en la mayoria de las distrofias
musculares, el mayor aporte ha sido en la distrofia muscular de Duchene,

dando las bases para comprender las Disferlinopatias.

2.3.1 Rol del Estrés Oxidativo en DMD
La literatura evidencia que la generacion de ERO en el musculo distréfico
implica la oxidacion irreversible de lipidos de membrana y de proteinas, lo que
responde ala necrosis causada por el aumento de la afluencia de Ca?* (Rando
2002). Otra hipodtesis que explica la relaciéon de las ERO en el musculo
distréfico es que esto éstos conllevan a modificaciones, reversibles, de los
tioles de proteinas, provocando alteraciones en la sefializacion celular, la

contractilidad y la inflamacion (Terrill et al., 2012).

La produccion de ERO en el musculo distrofico también puede reflejar una
falta de integridad del sarcolema, dando lugar a un exceso de Ca?* intracelular
y cascadas de sefializacion inflamatoria. En la década del 70, se describié que
en el musculo esquelético de la DMD existe un aumento de Ca?" y desde
entonces los investigadores se han dividido entre dos hipdtesis sobre la
entrada de Ca?" a la célula, si esta ocurre principalmente a través de roturas
de la membrana o mediante la alteracién de los canales de iones (Whitehead

et al., 2008).
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Como consecuencia de este desequilibrio de los niveles de Ca?* citosolico, se
puede inducir la activacion excesiva de las proteasas tales como la calpaina
que promueven la proteolisis y necrosis (Whitehead et al., 2008). Esta bien
documentado que altas concentraciones de Ca?* citosélico a su vez aumentan
el Ca®" mitocondrial para impulsar la sintesis de ERO, mediante el aumento
del potencial de membrana mitocondrial y un aumento en la sintesis de ATP

(Brookes et al., 2004; Camello-Almaraz et al., 2006; Feissner et al., 2009).

Finalmente, la literatura sugiere otro mecanismo potencial para la generacién
de ERO en el musculo distrofico, a través de la inflamacion. Como en este tipo
de patologias se observa un estado inflamatorio persistente, existe un
aumento del nimero y activacion de mastocitos, de citoquinas y de la
sefalizacion de quimiocinas, ademas invasion de células del sistema inmune

(Porter et al., 2002; Radley y Grounds, 2006).

2.3.2 Disferlinopatias
La literatura sugiere que el término disferlinopatias abarca dos tipos de
miopatias: distrofia muscular de cinturas tipo 2B (LGMD 2B) y miopatia de
Miyoshi (MM). Ambas se describen como enfermedades raras para adultos,
donde los pacientes muestran debilidad funcional en cualquiera de los
musculos distales (Miyoshi) o musculos de las extremidades proximales de
cintura (LGMD 2B) (Laval y Bushby, 2004; Rocha y Hoffman, 2010). La LGMD
2B y MM se considera que son variaciones alélicas del mismo gen DYSF, un

gen de gran tamafo que abarca mas de 150 kb de ADN gendmico que se
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encuentra en el cromosoma 2p13 (Bashir et al., 1998; Liu et al., 1998; Aoki et
al., 2001) y que produce una proteina transmembranal de paso unico de 237
kDa (Fig. 9) (Anderson et al., 1999; Matsuda et al., 1999). La Dysf, es una
proteina perteneciente a la familia ferlina, proteinas asociadas al trafico y
fusion de vesiculas (Lek et al., 2012). Las mutaciones del gen Dysf trae como
consecuencia la ausencia de Dysf (Bashir et al., 1998; Liu et al., 1998). Sin
embargo, la razén por la que las mutaciones de este gen dan lugar a dos

fenotipos diferentes se desconoce (Ueyama et al., 2001).

Matriz extracelular

Coldgena tipa VI
grinas
o7, 4Bl
Distroglicanos membrana
plasmaética
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Figura 9: Representacion esquematica del complejo de proteinas asociadas a la distrofina y
otras proteinas sarcolemales relacionadas con distrofias musculares. Modificado Bonneman
y Finkel (2002).
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La patologia se presenta con una reduccion o ausencia de Dysf, como
resultado de mutaciones recesivas autosomicas en el gen que codifica para
Dysf, y que comprende un numero de diferentes fenotipos de distrofia

muscular conocidos como disferlinopatias (Aoki et al., 2001).

La Dysf se localiza en el sarcolema y tabulos T de miofibras, cardiomiocitos vy,
en menor grado, se encuentra en otros tejidos tales como monocitos, cerebro
y riién (Anderson et al., 1999; Bansal et al., 2003; Glover y Brown, 2007; Lek
et al., 2012). Esta proteina tiene un papel esencial en la reparaciéon de la
membrana y se ha comprobado que musculos deficientes en Dysf es incapaz
de volver a sellar adecuadamente la membrana de miofibrillas después de la
lesion mecanica (Bansal et al., 2003). Sin embargo, masculos deficientes de
Dysf después de un dafo experimental y mionecrosis parecen tener una
excelente capacidad para la nueva formacién de musculo in vivo como se
muestra por muchos experimentos en ratones SJL/ J (McGeachie y Grounds,
1995; Mitchell, Grounds y Papadimitriou, 1995; Rocha y Hoffman, 2010).
También se ha informado alteraciones en el proceso inflamatorio y
regenerador en los ratones deficientes de Dysf (Chiu et al., 2009; Roche y

Hoffman, 2010).

Clinicamente, ambas enfermedades, LGMD 2B y MM, son trastornos que
progresan lentamente con patologia muscular heterogénea, y la edad de
aparicion es muy variable, pero es en promedio ocurre durante la edad adulta

temprana (Linssen et al., 1997; Klinge et al., 2010).
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2.3.3 Tratamientos actuales paradisferlinipatias
Actualmente no existe evidencia que demuestre una cura para las
disferlinopatias, siendo los tratamientos paliativos la Gnica opcién para los
pacientes con esta patologia (Urtizberea et al., 2008). Ha habido poco éxito
con medicamentos farmacoldgicos. Un estudio refleja que el farmaco
dantroleno (un relajante muscular que suprime el acoplamiento excitacion-
contraccioén) redujo los niveles de CK en 2 pacientes, pero no se ha mostrado
ninguna mejora de la patologia muscular (Hattori et al., 2007). Del mismo
modo, otro estudio demostré que dos pacientes tratados con el anticuerpo
monoclonal para la proteina CD20 (que se encuentran en la superficie de los
linfocitos de células B) parecieron aumentar la fuerza muscular (Lerario et al.,
2010), pero, de nuevo, no se han establecido los efectos sobre el fenotipo

muscular.

Actualmente gran parte de las investigaciones sobre los tratamientos para
disferlinopatias se ha centrado en la definicion de la base de los enfoques de
la enfermedad y de la transferencia de genes, utilizando un adenovirus
asociado a un vector de transferencia (AAV) (Bartolomé et al., 2011). Estos
tratamientos han mostrado una mejora en ratones con deficiencia de Dysf,

pero aun estan en etapas tempranas de desarrollo.

2.3.4 Rol del Estrés Oxidativo en Disferlinopatia
Segun la revision de la literatura se sugiere que una posible consecuencia de

la ausencia de Dysf es la generacion excesiva de ERO; puesto que la falta de
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esta proteina podria conducir a la desregulacion de los niveles de Ca?

intracelular a través de modificaciones de la membrana plasmatica y de la
disfuncion de sefializacion celular (Bansal et al., 2003; McNeil y Kirchhausen,
2005; Covian-Nares et al., 2010; De Morrée et al.,, 2010). Estd bien
documentado que los niveles elevados de Ca?* citosélico puede aumentar el
Ca?* mitocondrial que conduce a la sintesis de ERO, producto de un aumento
del potencial de membrana mitocondrial y un aumento en la sintesis de ATP

(Brookes et al., 2004; Camello-Almaraz et al., 2006; Feissner et al., 2009).

Hoy en dia, existe poca investigacion sobre el papel del EO en las
disferlinopatias, hay referencias de un estudio de caso en un solo paciente
presenté un aumento de la oxidacién de proteinas, lipidos y el contenido de
tioles en proteinas de los musculos afectados, lo que sugiere una mayor
presencia de ERO en musculos deficiente de Dysf, asi como alteraciones en
grupos tioles de proteinas (Dhanarajan et al., 2011). En este estudio también
se observé un aumento de los antioxidantes enddgenos incluyendo glutation

y catalasa.

La identificaciéon de los posibles cambios en el EO en disferlinopatias

representa una posible via para el tratamiento terapéutico con ayuda de

farmacos antioxidantes que ya han sido exploradas para la DMD.
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2.3.5 El Estrés Oxidativo como un objetivo terapéutico para las
distrofias musculares

Gracias a la amplia evidencia que se refiere a la relacion del estrés oxidativo
en la DMD, es posible que se realicen mas investigaciones sobre el efecto
benéfico que pueden tener los tratamientos con antioxidantes. Estos estudios
se han llevado a cabo en pacientes con DMD y modelo animal (ratones mdx);
donde se han utilizado numerosos antioxidantes, incluyendo compuestos tales
como vitamina E (tocoferol a-) que son esencialmente eliminadores de ERO,
enzimas antioxidantes, tales como catalasa y superoxido dismutasa que
funcionan para reducir el dafio oxidativo mediante la descomposicion de ERO
en aguay oxigeno, y el antioxidante N-acetilcisteina (NAC) es un tiol precursor
de L-cisteina y glutation reducido (Roelofs et al. , 1979; Stern et al., 1982;
Fenichel et al., 1988; Buetler et al., 2002; Dorchies et al., 2006; Call et al.,
2008; Nakae et al., 2008; Whitehead et al., 2008; Evans et al., 2010; Hori et
al., 2011; Selsby,2011; Spurney etal., 2011; Nakae et al., 2012; Senzi Moraes

Pinto et al., 2012).

Si bien se han realizado estudios con tratamiento de antioxidante, la literatura
muestra que los ensayos en humanos con terapias AO no han tenido éxito,
aunque muchos estudios en ratones mdx indican que los AO pueden disminuir
la patologia muscular y mejorar la funcion (Grounds, 2008). Esta disparidad
podria atribuirse a las diferencias fenotipicas entre los nifios con DMD y
ratones mdx, que tienen un fenotipo relativamente suave, debido a las

diferentes fases de crecimiento y las propiedades biomecanicas entre las
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especies, ademas de la gran variacion entre la severidad y la progresion de la

enfermedad a edades especificas para nifios con DMD (Giustarini et al., 2009)

Frente a esto, distintos autores sugieren que la interrupcion de la funcién y la
homeostasis de los sistemas de proteinas con grupos tioles es la
caracteristica mas central del EO en condiciones tales como el envejecimiento
y la enfermedad relacionada con la edad (Jones, 2008). Un AO que ha
mejorado la patologia mdx través de la modulacién de los procesos redox es

la que contiene tiol, NAC.

2.4 N-acetilcisteina precursores de la cisteina
Existe evidencia que describe que NAC es un suplemento disponible por via
oral que se ha utilizado clinicamente para tratar diversas condiciones,
incluyendo, sobredosis con acetaminofeno (N-acetil-p-aminofenol), también

conocido como paracetamol (Aruoma et al., 1989; Zafarullah et al., 2003).

Como la literatura lo describe, NAC tiene un grupo tiol que le permite ejercer
sus propiedades antioxidantes, ya que reacciona con numerosos oxidantes
bioldgicos incluyendo ERO y ERN y a su vez reducir los disulfuros (Aruoma et

al., 1989; Gillissen et al., 1997; Zafarullah et al., 2003; Ferreira 'y Reid, 2008).

NAC es un derivado acetilado de la cisteina, por lo tanto, puede aumentar las
concentraciones intracelulares y extracelulares de cisteina. Se ha descrito que

la cisteina puede funcionar directamente como un antioxidante, ademas de
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ser utilizada en la sintesis de los principales antioxidantes enddgenos,
glutation (GSH) (Medved et al., 2004; Dilger et al., 2007); el GSH se compone
de tres aminoacidos: glutamato, glicina y cisteina, siendo la cisteina un
precursor de la sintesis de GSH, por lo cual su disponibilidad puede afectar la

velocidad de su sintesis (Ferreiray Reid 2008).

Ghezzi (2005) sugiere que el tratamiento con NAC disminuye la oxidacién de
tioles de proteinas a través de la oxidacion directa o aumentando las
concentraciones de cisteina y GSH; por tanto, es la base para que se utilice
con éxito en el tratamiento de numerosas patologias. Por ejemplo, estudios
han demostrado que el tratamiento con NAC puede reducir la fatiga muscular
durante la actividad muscular contractil realizada durante la respiracion en
ejercicios de resistencia inspiratoria (Travaline et al., 1997; Kelly et al., 2009.)
y en ejercicios en bicicleta hasta el agotamiento (Medved et al., 2004;

McKenna et al., 2006; Bailey et al., 2011).

Por otra parte, el tratamiento con NAC ha demostrado que mejora la patologia
del musculo esquelético después de la lesién producto de una contraccion
muscular fatigante, ya que existe una disminucion plasmatica de inflamacion

y CK (Pinheiro et al., 2012).

NAC se ha utilizado en experimentos preclinicos con ratones mdx (Whitehead
et al., 2008) tratados con una solucién de agua potable 1% NAC durante 6

semanas, lo que da como resultado una reduccioén significativa en miofibras
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nucleadas centralmente (lo que indica una reduccion de la necrosis), asi como
la reduccion de expresion de NF-kB. Por otra parte, el tratamiento ex vivo de
los musculos mdx con NAC disminuy¢ el déficit de fuerza de estiramiento
después del dafio muscular inducido y la reduccién de la permeabilidad de la

membrana (Terrill et al., 2012).

Dado los antecedentes revisados anteriormente sobre las distrofias
musculares y como estas se relacionan estrechamente con la produccion de
ERO, alterando el balance REDOX en esta patologia, se podria pensar que el
consumo del antioxidante NAC modifica los niveles de ERO, y, por ende,

reduciria la progresion de las disferlinopatias.
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CAPITULO Il

1. Tipo deinvestigacion

Este estudio es de tipo cuasi-experimental, transversal, cuantitativa con

muestreo no probabilistica y mediciones posteriores a tratamiento.

2. Disefio de lainvestigacion

En esta investigacion se utilizaron ratones wild type (WT, C57 BL/6) y ratones
deficientes de Dysf (B6.A/J Dysf"™). La utilizacion de los ratones fue
aprobada por el Comité Institucional de Bioética para la investigacion en
animales de experimentacion de la Universidad de Valparaiso (Anexo 1). Los
ratones deficientes de Dysf se dividieron en dos grupos: uno alimentado con
dieta normal y el segundo grupo alimentado con dieta normal mas NAC (1%
disuelta en el agua), ad libitum, desde el sexto mes de vida. La dosis
administrada de NAC fue seleccionada de acuerdo con lo utilizado por otros
autores (Terrill et al.,2012). Al término del tratamiento los animales fueron
sacrificados a los ocho meses y dos semanas de edad. A los cuatro grupos
se les evalué la funcién muscular durante el periodo de estudio, y parametros
de dafio oxidativo (TBARS y carbonilo) y AO enziméticos (SOD, CAT,

GSH/GSSG) y AO no enzimaticos (TRAP) al octavo mes de vida (Fig.10).
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Caracteristicas de disefo especifico para cada grupo:

Grupo 1 (G1): Ratones WT (C57 BL/6) con dieta normal.

Grupo 2 (G2): Ratones WT (C57 BL/6) con dieta normal mas NAC al 1%
durante 10 semanas.

Grupo 3 (G3): Ratones deficientes de Dysf (B6.A/J DysfP™9) con dieta normal.
Grupo 4 (G4): Ratones deficientes de Dysf (B6.A/J DysfP™%) con dieta normal

mas NAC al 1% durante 10 semanas.

— m Funcionalidad —

@ Wild type eTest Pantalla Invertida
(WT)

m Plasma —
eCreatina quinasa

@ - SH
+H;C)I\N£fo v
H , B -
e Musculo

@ *TBARS
B6.A/J Dysfe™d eCarbonilo
M (Disferlinopatia) oCAT
*SOD
*GSH/GSSG

@ o SH
+ )J\“di(o *TRAP
A e Sangre
B6.A/J Dysfrmd NAC —

Figura 10: Disefio experimental
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3. Definicién de variables e indicadores (Tabla 1)

Tabla 1: Variables de estudio

G1: Ratén C57
BL/6
G2: Ratén C57
BL/6 + NAC
Grupos Independiente Tratamientos . n ratones (n por
G3: Ratén B6.A/J | 9rupo)
Dysfprmd
G4: Raton B6.A/J
DysfP™md + NAC
Test pantalla . Prueba mide funcién | Funcionalidad en
. . Dependiente : Segundos
invertida muscular el tiempo
Creatina Dependiente Prueba mide CK Concentracion U/L
guinasa P proteina
TBARS Dependiente I?rgeba gue mide dafio a | Concentracion de | nM MDA / mg
lipidos. MDA proteina
. Prueba que mide dafio a | Concentracion nM carbonilo /
CARBONILO Dependiente proteinas grupo carbonilo mg proteina
SoD Dependiente Pru_ebffl que mide actividad AC'[I-VId,a.d U enzima SOD/
enzimética de SOD enzimatica mg proteina
CAT Dependiente Prugbq que mide actividad AC'[I.VId’a.d U enzima CAT/
enzimatica de CAT enzimatica mg proteina
. Prueba que mide complejo | Complejo
GSH/GSSG Dependiente glutation glutation
Prueba que mide | Concentracién
TRAP Dependiente capacidad antioxidante | equivalente TEAC uM
total Trolox ®
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4. Poblacion y muestra

4.1 Poblacion
El estudio se llevé a cabo en un modelo de raton deficiente de Dysf (ratdén
B6.A/J Dysf"™) que se mantienen en el Bioterio de la Facultad de Ciencias,
Universidad de Valparaiso. La aparicion de la enfermedad se observa a los
siete meses de edad, y el deterioro en la mayoria de los musculos se consigue
a los cuatro meses de edad. El orden de gravedad de los muasculos méas
afectados son psoas, cuadriceps femoral, tibial anterior y gastrocnemio (Lostal
et al. 2010). Asimismo, se trabajara con una cepa de animal wild type (C57
BL/6), que también se mantiene en esta instalacion, para ser utilizado como
un control. El raton deficiente de Dysf fueron donados del Bioterio de la

Facultad de Medicina, de la Universidad de Chile.

Para corroborar la cepa de los animales se realizd genotipificacion de los

roedores utilizando un pequefio trozo de la cola (Fig. 11).

Figura 11: Bandas detectadas por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en los
animales 1 (C57 BL/6), peso molecular 207 bd, animales 2, 3, 4 y 5 (B6.A/J Dysf’™d) peso
molecular 234 bp y 7 (control negativo).
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4.2 Muestra
El calculo del tamafio muestral fue obtenido utilizando la ecuacion de recursos
proporcionada por Centro Nacional de Refinamiento, Reemplazo y Reduccion
de Animales para la Investigacién de Reino Unido (Charan, J. y Kantharia, N.

D., 2016).

La formula consiste en:

E = (NUumero de experimentos por condicion) X (namero de grupo por
condicién) - nimero de grupos por condicién.

Donde E es el numero de animales que se podra utilizar. Para este estudio se
haran 4 experimentos para cada condicion y seran 4 condiciones: (G1)
Animales control, (G2) control suplementado con NAC, (G3) deficientes- Dysf
y (G4) deficientes- Dysf suplementado con NAC, todos de 8 meses y 2

semanas.

Para las mediciones se utilizaran los mismos animales para extraer sangre y

los distintos tipos de musculos.

5. Método de trabajo
Para el estudio se utilizaran cuatro grupos de ratones y desde el sexto mes a
su dieta habitual se les administrara NAC en el agua durante 10 semanas, lo

cual es descrito a continuacion (Tabla 2):
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Tabla 2: Protocolos de administracién de NAC (Terrill et al. (2012).

Durante 34 semanas los ratones tuvieron un
ciclo de 12 h de luz / oscuridad, en
condiciones normales, con acceso libre a
comida y agua potable.

G1 Ratén WT, C57 BL/6

Durante 34 semanas los ratones tuvieron un
ciclo de 12 h de luz / oscuridad, en
condiciones normales, con acceso libre a
G2 Ratén WT, C57 BL/6 mas NAC comida y agua potable, durante las dltimas
10 semanas a la dieta se suma 1% de NAC,
con un consumo aproximadamente de 2 g
de NAC / kg por dia.

Durante 34 semanas los ratones tuvieron un
ciclo de 12 h de luz / oscuridad, en
condiciones normales, con acceso libre a
comida y agua potable.

G3 Rat6n B6.A/J Dysfrmd

Durante 34 semanas los ratones tuvieron un
ciclo de 12 h de luz / oscuridad, en
condiciones normales, con acceso libre a
G4 Ratén B6.A/J DysfP™@ mas NAC comida y agua potable, durante las dltimas
10 semanas a la dieta se suma 1% de NAC,
con un consumo aproximadamente de 2 g
de NAC / kg por dia.

5.1 Test Pantalla Invertida
Los animales de los cuatro grupos fueron sometidos a una prueba de fuerza
muscular usando las cuatro extremidades desde el comienzo hasta finalizar

las 10 semanas del estudio; la prueba se realizara cada 15 dias.

Esta prueba se llevo a cabo segun lo descrito por Kondziela (1969), se utilizd
una pantalla cuadrada de 43 cm de malla de alambre de 12 cuadrados de 1
mm de diametro. Estara rodeado de madera de un cm de ancho por 4 cm de

profundidad (Fig.12).
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Figura 12: Test pantalla invertida con roedor al centro de la pantalla cuadrada

Dicha prueba consta de colocar al roedor en el centro de la malla de alambre,
inicial el crondbmetro y girar la pantalla a una posicién invertida (girarla en
180°). Mantener la pantalla de manera constante a 40 — 50 cm sobre una
superficie acolchada. El roedor queda suspendido boca abajo sobre la

superficie acolchada y se registrara la latencia al caer en segundos (Fig. 13).
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Figura 13: Test pantalla invertida con roedor en suspension de la malla de la pantalla.

5.2 Extraccion muestra de sangre y de tejidos
Los animales de los cuatro grupos fueron sacrificados a las 36 semanas de
edad mediante decapitacion, con previa anestesia (isoflurano). En primera
instancia se extrajo un volumen de sangre total, el cual se agreg6 a un tubo
heparinizado post decapitacion y se dejé atemperatura ambiente para analisis
de creatina quinasa. Posteriormente, se extrajeron los musculos: cuadriceps,
gastrocnemio Yy tibial anterior, para el analisis de parametros redox, que se

almacenaran a -80°C y un trozo de cola para la genotipificacion.

53



5.3 Preparacion de las muestras

a) Sangre
La muestra sanguinea fue sometida a un proceso de centrifugacién durante
15 minutos a 3000 r.p.m., una vez finalizado este proceso se obtendran tres

fases en la muestra: plasma, globulos blancos y glébulos rojos (GR).

b) Tejido Muscular
Para los andlisis de pardmetros redox se utilizaron macerados musculares, de
las muestras musculares previamente extraidas. Se homogeneizaron en 3 mL
de tampon de lavado NaCl 0.15 M, Na2HPO4 0.01, NaH2PO4 0.01, pH 7.4) y
se centrifugaron a 3000g por 15 minutos a 4 °C. Luego, con el fin de obtener
la muestra mas homogenizada se sonicaron. Una vez obtenidos los
macerados, se almacenaron a -20°C en 4 tubos eppendorf para las pruebas:
carbonilo, SOD, CAT, GSH/GSSG y TRAP. Finalmente, para la prueba
TBARS se extrajo en un tubo eppendorf, prueba que debid realizarse

inmediatamente.

Para la determinacién de carbonilo, SOD, CAT y GSH/GSSG, previamente se
establecio la concentracion de proteinas totales mediante el método de Lowry
(1951) que mide la reaccion de los residuos de tirosina con el reactivo Folin-

Ciocalteu.
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5.4 Determinacion de Creatina Quinasa
La determinacion de la creatina quinasa (CK) se obtuvo mediante la extraccion
de sangre, los cuales fueron llevados al Laboratorio Clinico Etcheverry, donde

se analizaron las muestras de sangre.

Este andlisis se realizé segun Valtek, proveedor del kit CK-NAC. La actividad
de CK se utiliz6 el plasma sanguineo de las muestras de los roedores y se
determiné por duplicado utilizando el kit CK-NAC. El método utiliza creatina
fosfato y ADP como sustrato de la CK. Para la lectura de las muestras se
realizé un barrido en espectrofotdmetro a 340 nm con el fin de determinar la
formacion de NADPH, que es proporcional a la actividad de la enzima

presente en la muestra (Tietz, 1976; Szasz & Clin, 1976; Moren et al. 1977).

5.5 Determinacion de parametros REDOX
La determinacién de parametros REDOX se obtuvo mediante la extraccion de
tejido muscular, los cuales fueron llevadas al Laboratorio de Investigacién —
Estrés Oxidativo de la Escuela de Kinesiologia, Facultad de Medicina, de la
Universidad de Valparaiso —, donde se analizaron, parametros oxidativos de
dafno através de la prueba TBARS y carbonilo, ademas de defensa enzimatica

(SOD, CAT y GSH/GSSG) y AO no enzimética (TRAP).
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5.5.1 Determinacion de Dano Oxidativo

a) Lipoperoxidacién (TBARS)
Este andlisis se realiz6 segun lo descrito en Esterbauer et al. (1982). Para el
analisis se utilizaron macerados musculares de cuadriceps, gastrocnemio y
tibial anterior, los que se mezclaron con acido tricloroacético (TCA) al 30% plv,
luego se centrifugaron por 15 minutos a 3000 r.p.m. para obtener un pellet
(precipitacion de proteinas) y sobrenadante. A continuacion, al sobrenadante
extraido se le agrego acido tiobarbitarico (TBA) al 0,67% p/v que reacciona
con el aldehido de la muestra. Posteriormente la solucion se llevo a ebullicion
por 20 minutos. Para la lectura de las muestras se realiz6 un barrido en
espectrofotdmetro entre 400- 600 nm con el fin de determinar la absorbancia

maxima de MDA, a los 535 nm aproximadamente.

a) Carbonilo
Este andlisis se realiz6 segun lo descrito en Levine y cols. (1990). Este método
se basa en la reaccién de los grupos carbonilo generado por la oxidacion de
proteinas con 2,4 dinitrofenilhidracina (DNPH). Para el analisis se utilizaron
macerados musculares que se mezclaron con acido tricloracético (TCA al 20%
p/v). Ellos se dejaron en hielo por 5 minutos y luego fueron centrifugados por
3 minutos a 11000 r.p.m., resultando un pellet y sobrenadante, este ultimo fue
eliminado. Posteriormente, a las muestras se le DNPH 0,3% en HCI 2M,
mientras que en el tubo control se agregd 500 pL de HCI 2M; los cuales fueron

agitados y almacenados en oscuridad durante una hora a temperatura
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ambiente, agitando cada 15 minutos. Transcurrida la hora se agreg6 a cada
tubo TCA al 20% pl/v, luego la mezcla fue agitada, dejada en hielo por 5
minutos y centrifugada durante 3 minutos a 11000 r.p.m., resultando un pellet
y sobrenadante, este ultimo fue eliminado. El pellet fue suspendido en
etanol:acetato de etilo (1:1), y fue agitada y dejada en reposo durante 10
minutos. Pasado el tiempo, se centrifugo por 3 minutos a 11000 r.p.m., y se
eliminé el sobrenadante (se repetira 3 veces). Tras los pasos anteriores, el
precipitado serd secado con N2 gaseoso. Finalmente, el precipitado, se
mezcl6 con urea 6 M disuelta e incubo durante 15 minutos a 37°C. El producto

fue leido en un espectofotdmetro a 370 nm.

5.2.2 Determinacion de Defensa Antioxidante

a) SOD
Este andlisis se realiz6 segun lo descrito en Fridovich (1994). Utilizando la
muestra SOD guardada previamente, se medié espectrofotométricamente la
formacion de radical superdxido en el sistema xantina/xantina oxidasa. Se
prepard una soluciéon A compuesta de xantina y citocromo C en una relacion
1:11 disueltos en un tampoén fosfato (EDTA 0,1 mM, NazHPO4 50 mM vy
NaH2PO4 50 mM) ajustado a pH=7,8; y una solucién B compuesta por Xantina
Oxidasa (XO) y EDTA en una relacion 1:40 la que se mantuvo en hielo. La
actividad enzimatica fue detectada a 550 nm, durante dos minutos, mezclando
la solucién A, mas la solucion B y el macerado muscular de muestra SOD, por

separado. Los resultados se expresaron como unidades de enzima/mg
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proteina usando la determinacion de proteinas totales obtenidas mediante el

método de Lowry.

b) CAT
Este analisis se realizd segun lo descrito en Aebi (1984). Utilizando la muestra
CAT guardada previamente, se medio la cinética de degradacion de H20z2,
detectando la pérdida de la absorbancia a 240 nm mediante
espectrofotometria; en una solucion de H202 mas la muestra macerado
muscular de muestra CAT, por separado mas PBS (NazHPOs 50mM vy
NaH2PO4 50 nM) ajustado a un pH 7,0. La lectura se realizé a 240 nm durante
90 segundos y los valores se expresaron como unidades de enzima/mg
proteina usando la determinacion de proteinas totales obtenidas mediante el

método de Lowry.

c) GSH/GSSG
Este analisis se realiz6 segun lo descrito en Rahman et al. (2006) con la
muestra guardada previamente. Los macerados musculares fueron
resuspendidos y homogenizadas en tampén de extraccion (0,1% Triton-X y
0,6% de acido sulfosalicilico en KPE) y en hielo, y sonicados por 2-3 minutos
agitando por 30 segundos en agua con hielo. Para asegurarse de que las
muestras estaban bien lisadas, se congelaron a -70°C. Posteriormente, se
descongelaran los tubos y se centrifugaran a 3.000 g por 4 minutos a 4°C.

Una vez realizado este paso, el sobrenadante fue transferido a un tubo
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Eppendorf, previamente refrigerado, el que fue utilizado para la estimacion de

GSH/GSSG.

Para el analisis se mezclaran tampon KPE (potasio fosfato 0.1M con EDTA 5
Mm, pH 7,5), mas macerado muscular y solucion DTNB / GR (1:1) (2 mg de
DTNB en 3 mL de tampén KPE; 40uL de GR (25 unidades mL™) en 3 mL de
KPE). Se espero 30 segundos, se agrego 3-NADPH (2 mg de B-NADPH en 3
mL de KPE), se agitd y ley6 a 412 nm por 2 min. La cantidad de GSH y GSSG
se determin6 desde una curva estandar y se expresé en equivalentes GSH
(ejemplo nM o pM * mg de proteina?) de cuerdo al trabajo de Rahman et al.

(2006).

d) Proteinas totales
La concentraciéon de proteinas totales se determind mediante la reaccién entre
los residuos de tirosina presentes en la muestra y el reactivo Folin-Ciocalteu,
segun lo descrito en Lowry et al. (1951). Para el analisis se preparé el reactivo
de cobre alcalino (RCA) (Na2C0Os3 a 0,94 M, KNaC4H40s6 a 3,5 mM, CuSO4 a 2
mM y NaOH a 0,5M) y se mezclé con el reactivo Folin-Ciocalteu (1:20 en agua
destilada) mas el macerado muscular. La solucioén resultante fue incubada a
55°C durante 5 minutos. Finalmente, se ley0 en espectrofotométricamente a

650 nm.
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e) Capacidad antioxidante total (TRAP)
Este andlisis se realizé segun lo descrito por Romay et al. (1996) con la
muestra previamente guardada. Para el analisis se preparé una mezclade 1:1
de ABTS con ABAP, la cual fue incubada durante 30 minutos a 45°C, dando
una solucién verde azulada. Luego, se utiliz6 macerado muscular y se mezclé
con tampén TRAP PBS (NaCl 0,005 mL, Na2HPO4 0,01M, NazH2PO4 0,01M
ajustado a pH 7,4). La mezcla se hizo reaccionar y la solucién restante fue
leida en una cinética de espectrofotométrica a 734 nm durante 50 segundos.
Los datos se extrapolaron en una curva TROLOX® y se expresara en uM

TEAC.

6. Técnicas de analisis de datos
Mediante la determinacién de creatina quinasa, pesos, test funcional, dafio
oxidativo y defensa antioxidante, se reportaron los datos, promedios y
desviacién estandar. Para el analisis estadistico se utilizd el software
GraphPad Prism 8; donde los datos fueron sometidos a prueba de distribucion
de normalidad (paramétrica) de Pearson. En el caso de ser paramétrica, se
realizo el analisis ANOVA vy la prueba a posteriori de Tukey; en el caso de los
datos no paramétricos, se utiliz6 Kruskal-Wallis para mdiltiples muestras
independientes y Wilcoxon para dos muestras dependientes. En cualquiera

de los casos se utilizo un nivel de significancia de p = 0,05 (Zar, 1999).
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7. Instrumentos de coleccion de datos
Espectrofotometro UV visible. Marca Rayleigh. UV-2601
Software estadistico GraphPad Prism versién 8. Afio 2018.

Balanza analitica. Marca RADWAG, modelo AS220-C/2

8. Limitaciones
El siguiente estudio puede tener limitaciones metodologia, ya que hay pruebas
gue no han sido evaluadas en los distintos musculos de estudio. De igual
manera el modelo animal que se ocupara para dicho estudio fue sometido a
estrés por trabajos cercanos al bioterio que pudieran afectar los parametros a

medir.

61



CAPITULO IV

1. Seguimiento durante estudio

Los animales desde su nacimiento tuvieron acceso libre tanto a ingesta de
agua como alimento. Desde la semana 24 se comenz0 la administracion del
tratamiento con NAC, el cual duré 10 semanas, periodo en el cual se realizo
un seguimiento de los animales. Durante esta etapa se observo y monitorizo

la ingesta diaria de agua, alimento y variacion de peso corporal.

La variacion de peso corporal fue determinada mediante la medicion del peso

corporal de los animales durante las 10 semanas de tratamiento.

Los resultados obtenidos arrojaron que la muestra en estudio posee valores
dentro de los rangos de normalidad del peso de los animales segun edad y
especie animal. El peso promedio de los animales de G1 fue de 34,7 £ 5,52,
de G2 fue de 33,3+ 1,6,de G33fuede 32,8+25yde G44fuede32,1+2,2

(Fig.14).
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Figura 14: Control de peso durante el estudio de los grupos G1 (C57 BL/6), G2 (C57 BL/6 +
NAC), G3 (B6.A/J Dysfprmd) y G4 (B6.A/J Dysfprmd + NAC) (n=6, promedio + desviacion
estandar).

2. Prueba Funcional

La prueba de pantalla invertida fue aplicada a los cuatro grupos de estudio, al
inicio y al final de la administracién de NAC. Los roedores de G1 (C57 BL/6) y
G2 (C57 BL/6 + NAC) no presentaron cambios significativos en sus tiempos
de mantencion en la pantalla. El tiempo promedio de los animales de G1 al
inicio fue de 151,8 + 175,72y al final fue de 112,8 £ 131,25. Por otra parte, los
tiempos de G2 al inicio fue de 50,7 = 54,84 y al final fue de 102,8 * 66,23

(Fig.15).
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Figura 15: Test pantalla invertida realizado en los grupos G1 (C57 BL/6) y G2 (C57 BL/6 +
NAC) (n=6, promedio * desviacion estandar) Las dos barras de la izquierda corresponden a
animales sin NAC, las de la derecha a animales tratados con NAC

Los roedores de G3 (B6.A/J DysfP™) no presentan cambios significativos en
el tiempo que se mantienen sostenidos en la pantalla. Sin embargo, los
roedores de G4 (B6.A/J Dysf"™d + NAC) presentan cambios significativos,
aumentando el tiempo de mantencion en la pantalla al final del consumo del
NAC (p=0,0011). Eltiempo promedio de los animales de G3 3 al inicio fue de
37,6 £ 47,76 y al final fue de 39,4 + 70,8. Por otra parte, los tiempos de G4 al

inicio fue de 29,9 + 16,50y al final fue de 148,8 + 62,09 (Fig.16).
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Figura 16: Test pantalla invertida realizado en los grupos G3 (B6.A/J DysfP™d) y G4 (B6.A/J
DysfP™md + NAC) (n=6, promedio + desviacién estandar). Las dos barras de la izquierda
corresponden a animales sin NAC, las de la derecha a animales tratados con NAC. * p<0,01
y **p < 0,001 respectivamente.

3. Creatina Quinasa

La actividad enzimatica de CK se determiné en el plasma de los cuatro grupos
de estudio. Los resultados obtenidos arrojaron que la muestra en estudio
posee valores dentro de los rangos de normalidad de CK y no presenta
variaciones segun cepa del roedor. El promedio de G1 (C57 BL/6) fue de
9735,4 £ 1599,71, de G2 (C57 BL/6 + NAC) fue de 12552,0 = 5624,4, de G3
(B6.A/J DysfP™) fue de 12619,8 + 2970,3 y de G4 (B6.A/J Dysf"™ + NAC)

fue de 10531,3 + 6,83,8 (Fig. 17).
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Figura 17: Actividad enzimatica de CK (U/L) plasmatica de los G1 (C57 BL/6), G2 (C57 BL/6
+ NAC), G3 (B6.A/J Dysfprmd) y G4 (B6.A/J Dysfprmd + NAC) (n=6, promedios * desviacion
estandar).

4. Pardmetros de Dafo Oxidativo
El dafio oxidativo de los ratones fue determinado a través de la evaluaciéon de

lipoperoxidacion (ensayo TBARS) y dafio a proteinas (ensayo carbonilo).

4.1 Ensayo TBARS
El dafio a lipidos se determiné en los tres masculos de los cuatro grupos de
estudio. En el masculo cuadriceps al evaluar diferencias entre grupos se
evidencia una diferencia entre G3 (B6.A/J DysfP™d) que tiene mayores

parametros de lipoperoxidacion que G1 (C57 BL/6) (p= 0,0007) y G4 (B6.A/J
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DysfP™ + NAC) disminuye sus parametros de lipoperoxidacion en relacion

con G3 (B6.A/J DysfP™d) (p= 0,0018) (Fig. 18).
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Figura 18: Lipoperoxidacion (nM MDA/mg proteinas) muasculo cuadriceps de los G1 (C57
BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J Dysfprmd) y G4 (B6.A/J Dysfprmd + NAC) (n=6,
promedios + desviacion estandar). ** p < 0,001 y *** p < 0,0001 respectivamente.

En el musculo gastrocnemio al evaluar diferencias entre grupos se evidencia
una diferencia entre G4 (B6.A/J Dysf"™ + NAC) que disminuye sus
parametros de lipoperoxidacion en relacion con G3 (B6.A/J DysfP™9) (p=

0,0021) (Fig. 19).
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Figura 19: Lipoperoxidacion (nM MDA/mg proteinas) misculo gastrocnemio de los G1 (C57
BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J Dysfprmd) y G4 (B6.A/J Dysfprmd + NAC) (n=6,
promedios + desviacion estandar). ** p < 0,001.

En el musculo tibial anterior al evaluar diferencias entre grupos se evidencia
una diferencia entre G1 (C57 BL/6) y G2 (C57 BL/6 + NAC) donde el grupo
con NAC aumenta sus parametros de lipoperoxidacion (p= 0,046), al igual que

entre G3 (B6.A/J DysfP™) y G4 (B6.A/J DysfP™ + NAC) (p= 0,0319) (Fig. 20).
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Figura 20: Lipoperoxidacion (nM MDA/mg proteinas) musculo tibial anterior de los G1 (C57
BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J Dysfprmd) y G4 (B6.A/J Dysfprmd + NAC) (n=6,
promedios + desviacion estandar). * p <0,01.

4.2 Ensayo Carbonilo
El dafio a proteinas se determin6 en los tres musculos de los cuatro grupos
de estudio. En el musculo cuadriceps al evaluar diferencias ente grupos se
evidencio que G4 (B.6A/J DysfP™d + NAC) disminuyé significativamente

versus G3 (B.6A/J Dysf"™d) (p=0,0012) (Fig. 21).
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Figura 21: Dafio a proteinas (nM carbonilo/mg proteinas) musculo cuadriceps de los G1 (C57
BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J Dysff™d) y G4 (B6.A/J DysfP™@ + NAC) (n=6,
promedios + desviacion estandar). *** p < 0,0001.

En el mlsculo gastrocnemio al evaluar diferencias ente grupos se evidencio
que G3 (B6.A/J Dysf"™d) presenta mayor oxidacion de proteinas versus G1
(C57 BL/6) (p=0,002). Por otra parte, G4 (B6.A/J Dysf"™@ +NAC) disminuy6 su

oxidacion versus el grupo sin NAC G3 (p=0,0109) (Fig. 22).

70



Gastrochemio

100 -

80 1

60 - * % %k * % %

Carbonilo

(nMCarbonilo/mg proteinas)

Figura 22: Dafio a proteinas (nM carbonilo/mg proteinas) misculo gastrocnemio de los G1
(C57 BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J DysfP™d) y G4 (B6.A/J DysfP™d + NAC) (n=6,
promedios * desviacién estandar). *p < 0,01 y ***p < 0,0001 respectivamente.

En el musculo tibial anterior al evaluar diferencias ente grupos se evidencio
que entre G3 (B6.A/J Dysf’™d) posee mayor oxidacion de proteinas versus G1
(C57 BL/6) (p = 0,022), entre G2 (C57 BL/6 + NAC) y G1 (C57 BL/6) se
evidencio que el primero disminuye su dafio (p = 0,0483) y finalmente entre
G4 (B6.A/J DysfP™Md +NAC) versus G3 (B6.A/J DysfP™) el primero disminuy6

su dafio a proteinas (p = 0,0145) (Fig. 23).
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Figura 23: Dafio a proteinas (nM carbonilo/mg proteinas) musculo tibial anterior de los G1
(C57 BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J DysfP™d) y G4 (B6.A/J DysfP™d + NAC) (n=6,
promedios + desviacion estandar). * p < 0,01.

5. Parametros de Defensa Antioxidante Enzimético
La capacidad AO enzimética de los ratones fue determinada a través de las

evaluaciones de la actividad enzimatica de SOD, CAT y GSH/GSSG.

5.1 Actividad de SOD
La actividad enzimética de SOD se determin0 en los tres musculos de los
cuatro grupos de estudio. En el musculo cuadriceps al evaluar diferencias
entre grupos se evidencia una diferencia entre G3 (B6.A/J DysfP™) que tiene
mayor actividad enzimatica que G1 (C57 BL/6) (p= 0,0005). Ademas, se

evidencié que G2 (C57 BL/6 + NAC) aument6 su actividad enzimatica en
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comparacion a G1 (C57 BL/6) (p= 0,015) y G4 (B6.A/J Dysf’™d + NAC)
disminuy6 su actividad enzimética en comparacion a G3 (B6.A/J Dysf?™d) (p=

0,0034) (Fig. 24).
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Figura 24: Actividad enziméatica de SOD (U enzima/mg proteinas) musculo cuadriceps de los
G1 (C57 BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J DysfP™d) y G4 (B6.A/J DysfP™ + NAC)
(n=6, promedios * desviacion estandar). * p < 0,01, * p < 0,001 y *** p < 0,0001
respectivamente.

En el masculo gastrocnemio al evaluar diferencias entre grupos se evidencia
una diferencia entre G3 (B6.A/J DysfP™) que tiene mayor actividad enzimética
que G1 (C57 BL/6) (p= 0,0001). Ademas, se evidencio que G4 (B6.A/J DysfP™d
+ NAC) disminuyo su actividad enzimatica en comparacion a G3 (B6.A/J

DysfP™ (p= 0,0072) (Fig. 25).
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Figura 25: Actividad enzimética de SOD (U enzima/mg proteinas) musculo gastrocnemio de
los G1 (C57 BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J DysfP™md) y G4 (B6.A/J DysfP™ + NAC)
(n=6, promedios + desviacion estandar). ** p < 0,001 y *** p < 0,0001 respectivamente.

En el musculo tibial anterior al evaluar diferencias entre grupos se evidencia
una diferencia entre G3 (B6.A/J DysfP™) que tiene mayor actividad enzimética
que G1 (C57 BL/6) (p= 0,0001). Ademas, se evidencié que G4 (B6.A/J DysfP™d
+ NAC) disminuy6 su actividad enzimatica en comparacion a G3 (B6.A/J

DysfP™) (p= 0,007) (Fig. 26).
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Figura 26: Actividad enzimatica de SOD (U enzima/mg proteina) muasculo tibial anterior de los
G1 (C57 BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J DysfP™d) y G4 (B6.A/J DysfP™ + NAC)
(n=6, promedios + desviacion estandar). ** p < 0,001 y *** p < 0,0001 respectivamente.

5.2 Actividad de CAT
La actividad enzimética de CAT se determindé en los tres masculos de los
cuatro grupos de estudio. En el masculo cuédriceps al evaluar diferencias
entre grupos se evidencia una diferencia entre G2 (C57 BL/6 + NAC) que tiene
menor actividad enzimatica que G1 (C57 BL/6) (p= 0,0319). Ademas, se
evidenci6 que G4 (B6.A/J Dysf"™d + NAC) disminuy6 su actividad enzimatica

en comparacion a G3 (B6.A/J DysfP™) (p= 0,0145) (Fig. 27).
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Figura 27: Actividad enzimatica de CAT (U enzima/mg proteinas) musculo cuadriceps de los
G1 (C57 BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J DysfP™d) y G4 (B6.A/J DysfP™ + NAC)
(n=6, promedios + desviacion estandar). * p < 0,01.

En el masculo gastrocnemio al evaluar diferencias entre grupos se evidencia
una diferencia entre G3 (B6.A/J Dysf’"™) que tiene mayor actividad enzimética
que G1 (C57 BL/6) (p= 0,0197). Ademas, se evidenci6 que G4 (B6.A/J DysfP™d
+ NAC) disminuy6 su actividad enzimatica en comparacion a G3 (B6.A/J

DysfP™d) (p= 0,0001) (Fig. 28).

76



Gastrochemio

0.15 1

)
©
=
()
o
= 0.10-
S a
S o
S E T = 1
© I * % %
© ¢ 0054 —
‘N -1
[
() —_—
o)
~  0.00-
>
o \?0 & o
QY N X 4
O;;\ x 3 > %
O \Q) N &
\ W «
A% 34 3
% Q
(¢} Q N
oY
Q

Figura 28: Actividad enzimatica de CAT (U enzima/mg proteinas) musculo gastrocnemio de
los G1 (C57 BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J DysfP™md) y G4 (B6.A/J DysfP™ + NAC)
(n=6, promedios + desviacion estandar). *p < 0,01 y *** p < 0,0001 respectivamente.

En el musculo tibial anterior al evaluar diferencias entre grupos se evidencia
una diferencia entre G3 (B6.A/J DysfP™%) que tiene menor actividad enzimética
que G1 (C57 BL/6) (p= 0,0457). Ademas, se evidenci6 que G2 (C57 BL/6 +
NAC) disminuy0 su actividad enzimatica en comparacion a G1 (C57 BL/6) (p=
0,0093), al igual que G4 (B6.A/J Dysf"™ + NAC) disminuyd su actividad

enzimatica en comparacion a G3 (B6.A/J DysfP™) (p= 0,004) (Fig. 29).
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Figura 29: Actividad enzimética de CAT (U enzima/mg proteinas) musculo tibial anterior de
los G1 (C57 BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J DysfP™) y G4 (B6.A/J DysfP™ + NAC)
(n=6, promedios + desviacion estandar). *p < 0,01y ** p < 0,001 respectivamente.

5.3 GSH/GSSG
La relacion de GSH/GSSG se determino en los tres masculos de los cuatro
grupos de estudio. En el musculo cuadriceps al evaluar diferencias entre
grupos se evidencia una diferencia entre G3 (B6.A/J Dysf’™d) que tiene mayor
relacion del complejo glutation que G1 (C57 BL/6) (p= 0,0056). Ademas, se
evidencio que G4 (B6.A/J DysfP"™ + NAC) disminuyé la relacion del complejo

glutation en comparacion a G3 (B6.A/J DysfP"™) (p= 0,0001) (Fig. 30).
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Figura 30: Relacion complejo glutation (GSH/GSSG) musculo cuadriceps de los G1 (C57
BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J Dysfr™d) y G4 (B6.A/J DysfP™ + NAC) (n=6,
promedios + desviacion estandar). ** p < 0,001 y *** p < 0,0001 respectivamente.

En el masculo gastrocnemio al evaluar diferencias entre grupos se evidencia
una diferencia entre G2 (C57 BL/6 + NAC) que tiene menor relacién del
complejo glutation que G1 (C57 BL/6) (p= 0,007). Ademas, se evidenci6 que
G4 (B6.A/J DysfP™Md + NAC) disminuyé su relacion del complejo glutation en

comparacion a G3 (B6.A/J Dysf"™d) (p= 0,0003) (Fig. 31).
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Figura 31: Relacién complejo glutation (GSH/GSSG) musculo gastrocnemio de los G1 (C57
BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J Dysfr™d) y G4 (B6.A/J DysfP™ + NAC) (n=6,
promedios + desviacion estandar). ** p < 0,001 y *** p < 0,0001 respectivamente.

En el musculo tibial anterior al evaluar diferencias entre grupos se evidencia
una diferencia entre G2 (B6.A/J Dysf"™) que tiene mayor relacién del
complejo glutatién que G1 (C57 BL/6) (p= 0,0415). Ademas, se evidencio que
G4 (B6.A/J DysfP™d + NAC) disminuy6 su relacion del complejo glutation en

comparacion a G3 (B6.A/J DysfP™d) (p= 0,0323) (Fig. 32).
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Figura 32: Relacion complejo glutation (GSH/GSSG) musculo tibial anterior de los G1 (C57
BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J Dysfr™d) y G4 (B6.A/J DysfP™ + NAC) (n=6,
promedios + desviacion estandar). * p <0,01.

6. Parametros de Defensa Antioxidante No Enzimatico
La capacidad antioxidante no enzimética de los ratones fue determinada a

través de la evaluacién de TRAP

6.1 TRAP
La capacidad AO no enzimatica se determind en los tres muasculos de los
cuatro grupos de estudio. En el masculo cuadriceps al evaluar diferencias
entre grupos se evidencia una diferencia entre G2 (C57 BL/6 + NAC) que tiene

menor capacidad AO que G1 (C57 BL/6) (p= 0,0001). Ademas, se evidencio
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que G4 (B6.A/J DysfP™ + NAC) aumentd su concentracion en comparacion a

G3 (B6.A/J Dysf’™d) (p= 0,0001) (Fig. 33).
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Figura 33: C apacidad antioxidante total (TEAC uM) musculo cuédriceps de los G1 (C57 BL/6),
G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J DysfP™d) y G4 (B6.A/J DysfP™ + NAC) (n=6, promedios +
desviacion estandar). *** < 0,0001.

En el masculo gastrocnemio al evaluar diferencias entre grupos se evidencia
una diferencia entre G2 (C57 BL/6 + NAC) que tiene mayor capacidad AO que
G1 (C57 BL/6) (p= 0,001). Ademas, se evidenci6 que G4 (B6.A/J DysfP™d +
NAC) aumento su capacidad AO en comparacion a G3 (B6.A/J DysfP™d) (p=

0,001) (Fig. 34).
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Figura 34: Capacidad antioxidante total (TEAC pM) musculo gastrocnemio de los G1 (C57
BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J Dysfr™) y G4 (B6.A/J DysfP™ + NAC) (n=6,
promedios + desviacion estandar). ** p < 0,001.

En el musculo tibial anterior al evaluar diferencias entre grupos se evidencia
una diferencia entre G1 (C57 BL/6) que tiene menor capacidad AO que G2
(C57 BL/6 + NAC) (p= 0,01). Ademaés, se evidenci6 que el G4 (B6.A/J DysfP™
+ NAC) aument6 su capacidad AO en comparacion al grupo tres (B6.A/J

DysfP™d) (p= 0,0001) (Fig. 35).
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Figura 35: Capacidad antioxidante total (TEAC pM) musculo tibial anterior de los G1 (C57
BL/6), G2 (C57 BL/6 + NAC), G3 (B6.A/J Dysfr™) y G4 (B6.A/J DysfP™ + NAC) (n=6,
promedios + desviacion estandar). * p < 0,01y *** p < 0,0001 respectivamente.

7. Discusion
Las distrofias musculares comprenden mas de 30 trastornos clinicos
hereditarios diferentes que se caracterizan por la degeneracion y deterioro
progresivo del muasculo esquelético; y aunque existen investigaciones que
describen una consecuencia del estrés oxidativo, el dafio irreversible a los
componentes celulares de las distrofias musculares aun no es del todo claro,
asimismo, las modificaciones de los parametros redox en el modelo de
disferlinopatia no ha sido evaluado a cabalidad (Karetal. 1979; Mechleretal. 1984;
Haycock etal. 1996; Ragusaetal. 1997; Disatnik et al. 1998; Kaczor etal. 2007; Renijiniet

al.2012).
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A consecuencia que los antioxidantes son una terapia complementaria
durante los tratamientos de diversas patologias (Ho et al., 2004); y teniendo
en consideracion la relacion del balance REDOX con patologias
(Cordero,2009; Hernandez-Garcia et al.,2010), para este estudio se hace
necesario conocer la posible conexion entre el uso de un antioxidante y el
estrés oxidativo en el transcurso de la enfermedad progresiva de distrofia
muscular, ya que estas podrian atenuar el efecto nocivo de las especies
reactivas, y de esta forma, retrasar el proceso de evolucion de dicho tipo de

enfermedad.

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de una dieta con NAC
sobre los parametros REDOX tisulares y cambios funcionales asociados a la
disferlinopatia en un modelo animal. Los parametros REDOX, tras la
administracion de un suplemento — antioxidante no enzimatico — durante el
periodo de 10 semanas, fueron determinados en tejido muscular mediante
biomarcadores de defensa y dafio oxidativo en roedores WT (C57 BL6) y

roedores con disferlinopatia (B6.A/J DysfP™d),

Para esta investigacion se utilizaron roedores de 24 semanas de vida, los
cuales contaron con un seguimiento en su ingesta de agua y alimento junto
con variaciones de peso. Segun lo recién mencionado, se pudo observar que
los roedores de los cuatro grupos de estudio no tuvieron una variacion en su
peso corporal, por lo que se asume que la ingesta de liquidos es adecuada y

el NAC no esta generando efectos nocivos a los roedores.
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Clinicamente la disferlonopatia, mas comiunmente, comienza entre la segunda
y tercera década en pacientes previamente asintomaticos. Al comienzo, la
mayoria de los pacientes suelen ver afectada su musculatura de extremidades
inferiores, asociado a una debilidad muscular, que como consecuencia causa
dificultades para correr o subir escaleras y a veces acompafiados de dolor
(Klinge et al. 2008; Parada et al. 2009; Klinge et al. 2010). Estos sintomas,
junto a la pérdida de la disferlina en humanos y roedores, suelen ir
acompafados de un aumento en los niveles de creatina quinasa (CK) en el
plasma, un marcador de lesion, debilidad y enfermedad muscular (Selcen et
al. 2001; Confalonieri et al. 2003). Sin embargo, esto puede variar en el
modelo animal, y como lo demuestra este estudio, los niveles de CK no son
significativamente diferentes al modelo control al momento de expresar la
patologia. Dichos resultados se pueden contrastar con la literatura donde Chiu
y cols. (2009) y Farini y cols. (2012) encontraron altos niveles de CK en sus
respectivos estudios. Aunqgue Demonbreun y cols. (2016) demostrd que los
niveles de CK dependen del modelo de estudio y de la edad de expresion de

la patologia.

Como lo demuestra la literatura, el estrés oxidativo y la oxidacién de grupos
tioles en proteinas estan involucrados en la patologia del musculo mdx y en
el modelo de raton A/J deficiente en disferlina, mostrando una fuerte
correlacion entre el inicio de aparicion y la gravedad de la patologia en
musculos especificos. Esto sugiere un papel potencialmente importante en la

manifestacion de la patologia en las disferlinopatias (Terrill et al. 2013).
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Frente a lo descrito anteriormente, el estrés oxidativo puede conducir a
disfuncion celular a través de dafio permanente a lipidos, proteinas y ADN,
asi como causar modificaciones reversibles a las cadenas laterales de tiol en
los residuos de cisteina, dando lugar a alteraciones en la funcién de las
proteinas. El ensayo de oxidacion de proteinas, que mide los carbonilos, se
utiliza comdnmente como indicador de dafio oxidativo irreversible a las
proteinas, y se han reportado altos niveles de carbonilo en misculos — tanto
de modelo animal como humano — que carecen de disferlina (Dhanarajan et
al., 2011). El hecho que el producto de término de la lipoperoxidacion (MDA)
y la carbonilacion de proteinas se encontrara aumentada al comparar el grupo
B6.A/J Dysf"™ v/s el grupo C57 BL/6, en la mayoria de los musculos
estudiados, da cuenta de esto; que la produccién descontrolada de especies
radicalarias en el modelo patologico estén reaccionando con los fosfolipidos
de membrana y proteinas del modelo muscular; y que posteriormente al
momento de consumir el NAC, por via oral, en todos los musculos de los
roedores B6.A/J DysfP™d disminuyera significativamente. Este patron se
correlaciona con la manifestacion de la enfermedad en los musculos més

especificos y la progresion con la edad.

Sin embargo, al comparar la lipoperoxidacion entre los grupos B6.A/J DysfP™d
v/s el grupo C57 BL/6, no siempre dio una diferencia significativa y/o un
aumento en la produccion de MDA en el modelo patoldgico, lo que puede
reflejar que el fenotipo del modelo elegido puede requerir de mayor edad para

expresar a la totalidad su dafio oxidativo, o de igual manera, las especies
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radicalarias estén reaccionando con otro blanco de reaccién, pues la literatura
demuestra que la oxidacion de cadenas laterales de tioles si se ven altamente

afectadas en la patologia estudiada.

Estudios anteriores, demuestran que las enzimas AO endogenas también se
ven afectadas por el aumento de oxidacion presente en las patologias del tipo
de distrofia muscular, pues un aumento de EO puede llegar a dafar a estas
mismas al estar formadas de proteinas, donde las ERO son uno de sus
blancos de accién (Gao et al., 2007; Cortés-Rojo, 2009). Es asi como en este
estudio se puede evidenciar que, en todos los musculos estudiados, la
actividad de SOD en el modelo deficiente de disferlina se encuentra
aumentada, versus el comportamiento de la actividad de catalasa que no
presenta dicho comportamiento; por consiguiente, se puede inducir que en
este tipo de modelo patolégico hay un aumento de anién radical superoxido,

el cual termina dafiando tanto lipidos como proteinas.

Para prevenir el exceso de EO, las células deben responder a este aumento
de ERO montando un sistema de defensas antioxidantes, por lo cual, las
enzimas AO juegan un rol fundamental en la reduccién de ERO. La literatura
da la evidencia que el factor de transcripcion primario involucrado en la
activacion de la region de elementos de respuesta antioxidante (ARE) en
condiciones de aumento de EO es el factor 2 relacionado con NF-E2 (Nrf2),
el cual en condiciones de balance REDOX se encuentra, a nivel

citoplasmatico, asociado a una proteina dimérica inhibidora, proteina asociada
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a ECH similar a Kelch (Keapl), la cual interactiia con una cullin 3 E3 ubiquitina
ligasa E3 (Cul3), el cual se ubiquitinizara y degradara protosomicamente (Ray
et al. 2012; Ma,Q 2013; Filomeni et al. 2015; Krajka-Kuzniak et al. 2017). Las
cisteinas reactivas de Keapl son sensores REDOX, por lo cual, tras un
aumento de ERO, Keepl/Cul3 de oxida disociandose de Nrf2, lo que permite
la estabilizacion y Nrf2 trasloca al nucleo (Dinkova-Kostova & Kostov, 2012).
Nrf2 en el nicleo se dimeriza con una proteina Maf y forman un heterodimero
el cual se une al potenciador de ARE y activa la transcripcién de genes
dependiente de ARE transcribiendo las enzimas antioxidantes (Ray et al. cols

2013).

En base a lo descrito anteriormente, los resultados demostraron que en el
modelo B6.A/J Dysf’™ el dafio a lipidos de membranay proteinas del sistema
se encuentran elevados, conjuntamente los niveles de la actividad de SOD,
probablemente producto de la induccion del factor Nrf2 quien induce la via
para la transcripcion de enzimas antioxidantes (Lesser, 2006; Lozada y

Garcia, 2009; Nquyen, Nioi y Pickett, 2009).

Por otra parte, lo que puede explicar el aumento de actividad de SOD, es que
el exceso de ERO estén estimulando otra via de sefializacion que induzca la
transcripcion de defensas AO enddgenas, como la via de FoxO3a, donde las
ERO desencadenan una cascada de quinasas que activan a Sirtuina 1
(SIRT1) y/o a quinasas c-Jun N-terminal (JNKs), las cuales terminan

fosforilando o acetilando a FoxO 3a el cual inducira a la region del ADN para
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gue transcribir las defensas AO (Coffer & Burgering 2004; Van der Horst et al.
2007; Hagenbuchner & Ansserlechner, 2013; Filomeni et al. 2015), lo cual

explicaria el aumento de la actividad de SOD en el modelo patologico.

Rajakumar et al. (2014) demuestra que biopsias musculares de humanos con
disferlinopatia existen alteraciones en el estrés oxidativo, como lo indica una
mayor peroxidacién de lipidos, glutation reducido y proteina tiol en
comparacion con los masculos de control. Asi mismo, se observa un aumento
en la oxidacion de proteinas, alteraciones en la actividad de catalasa, gamma
glutamil cisteina ligasa (GCL) y glutation reductasa; y por otra parte demostro

una disminucion del glutation peroxidasa y glutation-s-transferasa.

Como la literatura lo ha demostrado, en los modelos con disferlinopatia se ve
una alteracién en el complejo de glutation reducido/oxidado, es que en este
estudio evaluamos dicha relacién, donde los resultados demuestran que entre
el modelo con disferlinopatia versus el control este presenta una mayor
relacion, lo cual demuestra que podria existir una mayor concentracion de
glutation oxidando (GSSG), dando cuenta de que el glutation reducido (GSH)
esta tomando las ERO del sistema, oxidando sus grupos de cisteina y junto
con otro GSH terminan formando puentes disulforos y asi generar GSSG y asi

hacer funcionar el complejo.

Uno de los antioxidantes que se dirige a combatir el ERO, siendo de facil

administracion por via oral, es el NAC, que incluso ha sido utilizado
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clinicamente para combatir la sobredosis por paracetamol (Terrill et al., 2013).
Sumado a lo anterior, este AO puede ejercer sus propiedades directamente
sobre algunos tipos de ERO, éste también es precursor de L-cisteina que se
requiere para la sintesis de un importante antioxidante endégeno como lo es
el glutation intracelular (Renijini et al., 2012). Dicho lo anterior, el tratamiento
con NAC modifica los pardmetros redox mostrando una disminucién del dafio
oxidativo y por un lado estaria potenciando el complejo glutation favoreciendo
su biosintesis y, por otra parte, estaria actuando como antioxidante de
sacrificio, y de esta forma, tal vez enlenteciendo la progresion de la
enfermedad, lo que queda manifestado cuando se realiza la prueba funcional
donde el roedor con disferlinopatia que consumio el NAC muestra mas

resistencia y fuerza.

En base lo descrito anteriormente, los resultados obtenidos en este estudio
muestran cambios en el equilibrio de 6xido-reduccion tras la administracion de
NAC. De los resultados se desprende que podria existir una disminucién de
las ERO producto de la administracion via oral del NAC, actuando este como
antioxidante exdégeno como de sacrificio, pues los niveles de dafo a lipidos
disminuyeron en la mayoria de los casos, a excepcién de la lipoperoxidacién
en el masculo tibial anterior; en el cual este suplemento pueda estar actuando

de forma prooxidante.

A raiz de estos resultados se abre una brecha de investigacion, ya que la

administracion de este tipo de antioxidantes, siendo un precursor del glutation,
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al llegar a la célula blanco puede contribuir a la disminucién del estrés
oxidativo, siempre y cuando las enzimas que participan en los procesos de
formacion de glutation y/o de conversion de glutation reducido a oxidado. A su
vez, abre una hipoétesis que durante las patologias con dafio a membrana del
musculo se encuentran bajas concentraciones de glutation, debido a que la
gamma glutamil cisteina ligasa, gamma glutamil cisteina sintetasa, glutation
peroxidasa y glutation-s-transferasa pueden estar siendo afectadas por el

exceso de produccion de especies reactivas de oxigeno.

Este estudio puede dar lineamientos del funcionamiento a nivel fisiologico,
proyectando a futuras investigaciones comparativas entre protocolos de

distintos tipos de antioxidante o estos en conjunto a un programa de ejercicios.

Ademas, se hace necesario realizar estudios mas especificos que demuestren
el comportamiento de los distintos tipos de antioxidantes, con el fin de
esclarecer las vias de sefalizacibn en las cuales interfiere y como se
relacionan estas con las distintas patologias neuromusculares. Otra
proyeccion interesante para investigar seria el complejo glutation en su
cabalidad y asi determinar en qué momento de su formacion podria estar

siendo afectado y/o interferido por un antioxidante mas especifico.

Esta investigacion, a pesar de ser realizada en un modelo animal, siendo una
muestra homogénea con todos los componentes ambientales controlados,

pudo verse afectada en mas de una manera en el balance REDOX, debido a
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factores ambientales externos al lugar de estudio que no se podian controlar;
como lo fueron trabajos de construccion realizados a los alrededores del

bioterio causando un estrés a los animales.

En este estudio la edad a la cual se le comenzé a administrar el NAC fue una
variable mas que pudo generar una alteracion en los resultados, pues no
existe la evidencia suficiente que demuestre que a esa edad la patologia se
comience a expresar en todos los animales y que los cambios tanto
morfologicos como funcionales sean evidentes en todos por igual. Asi, para
futuras investigaciones se sugiere tener animales con mayor rango etario,
teniendo un mayor numero de roedores de distintas edades y asi tener mayor
control de esta variable y tener una tendencia mas clara con el menor error

posible.

Por otra parte, la forma de administracién del NAC fue otra restriccion que
tuvo este estudio, por la vida media que puede presentar, las veces que fue
reemplazada el agua de los bebederos y si este era consumido o no por los

mismos roedores.

Finalmente, se requieren mas estudios en modelo animal, que puedan medir
la mayor cantidad de variables que puedan ser modificable en este tipo de
patologias, para que futuras investigaciones puedan ser probadas en
humanos con el fin de ofrecerles otra alternativa a su terapia de rehabilitacion

y asi disminuir la progresion de las enfermedades de distrofias musculares.
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8. Conclusiones
Este estudio demostro que el uso de NAC mejor6 la funcionalidad medida a
través de la resistencia en la pantalla invertida, en los animales que

presentaban la patologia, sugiriendo un retraso en la evolucion de esta misma.

La administracion de una dieta con NAC no tuvo efecto alguno en los niveles

de creatina quinasa en ninguno de los grupos de estudio.

ElI NAC disminuy6 el dafio a lipidos y a proteinas, en el musculo cuadriceps y

gastrocnemio, sin embargo, en el musculo tibial anterior los aumento.

Deigual forma, el NAC disminuy® la actividad enzimatica de SOD y CAT, tanto
en el musculo cuadriceps, gastrocnemio y tibial anterior. A su vez, el NAC

disminuyd la relacién GSS/GSSG en todos los musculos de estudio.

Por lo tanto, la administraciéon de una dieta con NAC n-acetilcisteina modific
los parametros del balance o6xido-reduccion — a nivel tisular — y mejoré la

funcionalidad de los roedores.

Sin embargo, se requieren mas estudios que validen o no esta evidencia,

abriendo mas vias de investigacion que sustenten el uso clinico de este tipo

de antioxidante en el tratamiento de distrofias musculares.
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Universdod de Valparalso, en su sesion del 29 de obeil de 2016, decloro hober
evoluado el protocolo experimental del proyecte  BEAQSS-20146 tfitwado "Rol de
disterina en el remodelamiento del citcasqueleto de octfing y su impacto en el rdfice
de vesicuas vy reparocion muscukar en disrofio muscuiar asecioda a mutacionas en
distering", de la investigadera responsable Ana Maorka Cérdenas, de ka Foculiod de
Cienclgs de lo Universidad de Volparabo vy que e presentd a concuso Fondecyt
regular 2016 de Conicyl.

L Para su evoluacicn of Comité de Bloética revisd kos antecedentes presentodos en &l
fomuiano "SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUGCRE A
ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION™.

Hi. En lo voloracidn biodBca del proyecto, el Comité considerd adecuado los aspectos
Dioéticos ndicodos en & segundo punto Volaracion de Aspectos Eticos del formulario
“SOLICTUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE WNVOLUCRE A ANIMALES
COMO SUJETOS DE INVESTIGACION" y que se safalon en las pdginas anexas a esla
acta.

V. Por o antercr, & Comié Irslitucional de BRioéSca aprsebo el protocoko
exparimental,

mu
COMTE MGTTCDW O P
e M) IERCOR S ey, /
) 7 , D / '1/ I

T omocupagngn

Comité Institucional de Bioédica para la Investigocion con Animales

/ Alanta 9%, Valpesaiss | Peo-Tex: +30 132) 2000104
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g3 Universidad e
deValparaiso St

CHILE Comité Institucional de Bioftica para
Ia Investigacidn con Animales
Division Academica
Direcclon de Investigocion

ADENDUM
ACTA DE EVALUACION BIOETICA
BEA080-2016

I. 8 Comité Insfitucional de Bicélica para ko invesfigocion con Animales de o
Universidad de Walparaiso, en su sesidn del 16 de diciembre de 2014, deckara haber
evalvodo el protocolo de Mantencion de animales del proyecto BEADSS-2014 fitulado
"Rol de dislering en el remodelaomiento del citoesquelato de actinay su impacio en el
irdfico de vesiculos y reparacion muscular en distrofia muscular asocioda ©
mutaciones en distering”, de la investigadora responsable Ana Maria Cardenas, de ko
Focultad de Ciencias de lo Universidod de Valparoiso y que se presentd a concurse
Fondecyt Regular 2016 de Conicyt.

Il. Por lo onterior, el Comité institucional de Bioética aprueba el protocole de
Mantencién de animales dentro del marco del proyecio evaiuvodo,

Comilé Institucional de a para la Invesfigaciéon con Animales

Valparaiso, diclembre 20 de 2016
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o v ol

106



