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RESUMEN

La nutricion es fundamental para un balance adecuado de la ingesta, almacenamiento y
utilizacion de la energia. En mamiferos, estos procesos requieren de tejidos especializados
para mantener la homeostasis. EI musculo esquelético tiene efectos fundamentales en el

metabolismo; por ejemplo, almacena cuatro veces més glucdgeno que el higado’.

En 2012, Bostrom y colaboradores demostraron que la actividad fisica incrementa la
sintesis de la protefna Fndc5 en musculo esquelético en ratones®. Esta proteina es procesada
y secretada, originando la mioquina irisina. En el articulo, se demostr6 que la sobre
expresion muscular del gen Pgcla tiene como consecuencia el mismo fenotipo; también,
que la irisina causa una reconfiguracion en el metabolismo del tejido adiposo blanco. Se
denomino a este proceso “browning”, por los efectos que la irisina tiene en el metabolismo

del tejido adiposo blanco, haciéndolo similar al del tejido adiposo pardo.

La genisteina es un polifenol derivado de la soya que es conocido por su actividad como
agonista parcial del receptor de estrogenos o, asi como su actividad inhibitoria no
especifica de tirosina cinasas®. También, se conoce su actividad inhibitoria de la via de las
MAPKSs en células epiteliales humanas*, asi como el papel activador de la via de AMPK en
la linea celular C2C12°.

En el laboratorio del Dr. Tovar, se encontrd que ratones alimentados con una dieta control
suplementada con genisteina, mostraban un incremento en los niveles de irisina en plasma,
asi como una mayor cantidad de proteina Fndc5 en musculo esquelético, en contraste con
los ratones que no ingirieron genisteina. Consecuentemente, nos preguntamos si la
genisteina podia incrementar la cantidad de proteina Fndc5 o la expresion del gen Fndc5 en

cultivo in vitro de una linea celular de madsculo esquelético.

Una serie de experimentos con miotlbulos derivados de la linea celular C2C12,
demostraron que la genisteina per se no modifica la cantidad de proteina Fndc5 ni la
expresion del gen Fndc5, contrario a nuestras expectativas. Sin embargo, logramos
demostrar que el gen Fndc5 tiene un perfil de expresion similar al de los genes marcadores
de la miogénesis: Myog y Mef2a. Consecuentemente, se caracterizo el perfil de expresién
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de estos genes durante la diferenciacion en la linea celular C2C12, encontrando que la
densidad de la siembra del cultivo tiene un efecto significativo en el perfil de expresion.
Posteriormente, se decidio utilizar las plataformas de internet: GeneNetwork, Ensembl,
Pro-Coffee y Lasagna, para caracterizar el promotor del gen Fndc5 in silico. Se encontrd
que existen posibles sitios de union a los factores de transcripcion: Myog y Mef2a; lo cual
explica el perfil de expresion del gen Fndc5 durante la miogénesis. Para demostrar que los
posibles sitios de unidn son transcripcionalmente activos, se clonaron tres segmentos de
distinta longitud del promotor del gen Fndc5 en un plasmido que contiene el gen reportero
de luciferasa. Se transfectaron mioblastos de la linea celular C2C12 y se indujo
diferenciacion. Se encontrd que sélo la region que abarca del -710 al -492 es responsable
del efecto que la miogénesis tiene en la expresion del gen Fndc5; dentro de esta region del
promotor, se encuentran dos sitios de union a los factores de transcripcion Mef2a y Myog

predichos en el analisis in silico.

En conclusion, nuestros resultados sugieren que la genisteina no tiene un efecto directo en
musculo esquelético, en la cantidad de proteina Fndc5 ni en la expresion del gen Fndcb.
Por ello, pensamos que el fenotipo observado in vivo en el estudio previo, es consecuencia
de la interaccion fisioldgica entre un 6rgano blanco de la genisteina y el musculo
esquelético. No obstante, se pudo demostrar que el gen Fndc5 tiene un perfil de expresién
muy similar al de los genes marcadores de la diferenciacion Mef2a y Myog. Finalmente, se
caracteriz6 in silico y experimentalmente el promotor del gen Fndc5, encontrando que
existe una regién del promotor responsable por el perfil de expresion del gen Fndc5 durante

la miogénesis.
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INTRODUCCION

Cambios adaptativos del musculo esquelético. Se sabe que el musculo esquelético
participa en diversos procesos bioldgicos fundamentales para la vida en vertebrados. El
movimiento voluntario dependiente de la funcion muscular, nos permite buscar comida,
observar nuestro alrededor e interaccionar con el ambiente, entre otras actividades
cotidianas. La masa muscular puede llegar a abarcar el 30% del peso total del cuerpo en
muijeres y alrededor de 38% en varones®. El mésculo esquelético tiene un papel relevante
en el metabolismo ademés de la capacidad motriz'; por ejemplo, en 1981 se demostré que
el 85% del metabolismo de glucosa, oxidacion y almacenamiento, en condiciones de
hiperinsulinemia y euglicemia, ocurre en el musculo esquelético’.

La plasticidad del tejido muscular es mayor en contraste con otros tejidos. Por ejemplo, en
respuesta a ejercicio fisico rutinario, se observa un cambio gradual en el contenido de
proteina y la capacidad metabdlica del masculo esquelético. Estos cambios progresivos son
consecuencia de la activacién o inhibicion de vias de sefializacion, que regulan la
transcripcion de genes y la traduccion de proteinas que son reguladas por el ejercicio fisico;
si estos estimulos suceden con cierta frecuencia, los niveles basales de expresion y de
traduccion se ven modificados de acuerdo con la necesidad metabdlica del muasculo. En
2005 se publicé un articulo® en el que se reportd un analisis por microarreglos de la
expresion de 7 mil genes en biopsias de musculo esquelético en humanos, antes, 3 y 48
horas después de realizar ejercicio intenso. Se encontré que la expresion de algunos genes
involucrados en la biogénesis mitocondrial y metabolismo de ATP fue alterada por el
ejercicio fisico intenso. Entre ellos se encuentran los genes que codifican para los factores
de transcripcion: Foxol, PPARy y Nrbf2. Asi como los genes que codifican para las
proteinas: IL-6R, Pdk4, Mrpl2, entre otras. En el caso de los genes mencionados
anteriormente, su expresién increment6 3 horas después de haber realizado ejercicio fisico,
y regresd a los niveles basales 48 horas después de la intervencion. Es notable que se
obtuvieron resultados similares con genes relacionados con el estrés oxidativo, el transporte
de electrolitos, y la diferenciacién celular. Siendo el caso contrario, la expresion de genes
relacionados con apoptosis, que se vio inhibida®.
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Por la naturaleza de la contraccion muscular en mamiferos, el ejercicio fisico demanda una
gran cantidad de ATP'. Consecuentemente, los depésitos de glucdgeno muscular se ven
extenuados después de esta practica. Es por ello, que el masculo incrementa el volumen,
transporte y capacidad oxidativa de lipidos en la mitocondria, como se observa en los
cambios en la expresion de genes relacionados con estos procesos. De esta forma, una vez
que la demanda de ATP cesa, los depdsitos de glucogeno se reconstituyen y la energia
necesaria para restaurar las funciones del musculo debido a la extenuacion proviene del
catabolismo de &cidos grasos®.

En 2007 se publicé un trabajo’, en el que se cuantificd la expresién de varios genes
relacionados con el recambio de proteinas y la inflamacion, en un grupo de sujetos sanos
que practicaba rutinariamente ejercicio anaerobico, caracteristico por el uso de masculos de
contraccion rapida que son principalmente glucoliticos. Se encontré que después de
someter a los sujetos a ejercicio fisico anaerdbico, el curso temporal de la expresion de los
genes que codifican para la interleucina 6 y la interleucina 8, que han sido relacionados con
la inflamacion muscular, mostraron un incremento significativo de 800 veces en contraste
con los niveles de expresion antes de realizar el ejercicio fisico. El efecto contrario se
observo al medir la expresion de Miostatina, cuya funcion se asocia con la inhibicion del
desarrollo de la masa muscular, que mostré una disminucidn significativa de 6 veces a las 8
horas después de realizar la actividad fisica’.

En conclusion, aun en personas que llevan a cabo ejercicio fisico de manera rutinaria, el
tejido muscular es capaz de responder al estimulo mecanico causado por el ejercicio fisico.
Estos cambios en la expresion génica se pueden resumir en un aumento del recambio de
proteina, biogénesis mitocondrial, una disminucion en la muerte celular y un incremento de

la oxidacion de acidos grasos.

La participacion del masculo en la termoregulacion y el gasto energético. EI musculo
tiene un papel fundamental en la termoregulacion del organismo, ademés del rol
fundamental que tiene en el movimiento voluntario y metabolismo en mamiferos. Se ha
observado en aves y mamiferos que la exposicion aguda a bajas temperaturas causa

escalofrio sistémico’®. El fendmeno de escalofrio se define como temblor o
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estremecimiento involuntario causado por contracciones de musculo esquelético con
frecuencia de 8 a 11 Hz (ciclos por segundo) en humanos*' y de 20 a 40 Hz en roedores™.
Se sabe que la estructura del musculo esquelético tiene un efecto en la regulacion de la
temperatura en mamiferos homeotermos; por ejemplo, en 2015 se publicd un trabajo que
caracterizd la relaciobn que existe entre una mutacion en la proteina titina y la
termoregulacion en ratones*?. Se observé, que los individuos que son homocigotos para una
delecion de 779 pares de bases de la regién N2A del gen que codifica para la titina, tienen
una relacion entre la temperatura ambiental y la temperatura corporal similar a la identidad
(linea recta con pendiente de 1); cuando la relacién que existe entre ambas temperaturas
describe una linea identidad, el organismo no tiene la capacidad de regular su temperatura y
depende enteramente de la temperatura ambiental. En contraste con los heterocigotos y la
cepa silvestre, no importa el rango de temperatura ambiental, la temperatura corporal de
estos dos grupos experimentales no bajé del rango homeostatico. Con una serie de
experimentos subsecuentes, el grupo de investigacion logré demostrar que la delecién
presente en el gen que codifica para la titina, cuando el genotipo es homocigoto para esta
delecion, conlleva a un fenotipo que afecta la composicién corporal, la frecuencia de
estremecimiento, el gasto energético y la resistencia al frio*2.

Ademas del papel que el mdsculo tiene en la termoregulacién dependiente del
estremecimiento, se ha descrito un mecanismo independiente del escalofrio en el que el
musculo modula el gasto energético del tejido adiposo, capacitando al adipocito blanco
para realizar termogénesis mediante un proceso llamado “browning”. En 2012, se publicé
un trabajo que describe la regulacion que ejerce el muasculo esquelético en el metabolismo
del tejido adiposo subcutaneo en respuesta al ejercicio fisico’. Mediante un proceso
endocrino el tejido muscular activa la sintesis de proteinas termogénicas en el tejido
adiposo subcutaneo, lo que causa un incremento significativo en el gasto energético del
adipocito, asi como la prevencion del desarrollo de la resistencia a la insulina relacionada
con obesidad. Es notable que en roedores, la termogénesis independiente del
estremecimiento se lleva a cabo en el tejido adiposo pardo, el cual se caracteriza por tener
un alto contenido de mitocondrias, que tienen una gran cantidad de proteina Ucpl. Esta
proteina se caracteriza por desacoplar la cadena respiratoria de la mitocondria, disipando el

gradiente de protones utilizado para generar ATP. Como consecuencia se crea un ciclo fatil



Licenciatura en Investigacién Biomédica Bésica Augusto Ortega Granillo

en el que la mitocondria procura mantener el gradiente de protones pero este se disipa a
través de Ucpl. Sin embrago, la energia almacenada en el gradiente de protones que se
disipa al momento en que éstos pasan a través de Ucpl, se convierte en calor. Es por ello
que la proteina Ucpl es considerada el componente principal de la termogénesis del tejido
adiposo pardo™®.

La regulacion descrita en 20122 la ejerce el musculo esquelético en el tejido adiposo
subcutaneo es orquestada por la mioquina irisina, cuyo precursor es codificado por el gen
Fndc5. La proteina Fndc5 esta formada por un péptido sefial en el extremo N-terminal, un
dominio de fibronectina tipo I1l, un dominio transmembranal y un dominio C-terminal; la
irisina corresponde a un fragmento del dominio de fibronectina tipo Il que se escinde y
modifica post traduccionalmente para dar lugar a la homona. Se describi6 en el trabajo que
la trascripcion del gen Fndc5, asi como la secrecion de irisina al plasma sucede cuando se
somete a los individuos a una rutina de ejercicio fisico?. Curiosamente, el mismo fenotipo
se observo en ratones transgénicos que sobre expresan la proteina Pgclo especificamente
en tejido muscular. Pgclo es un coactivador del factor de transcripcion PPARYy, que es
responsable de regular la expresion de proteinas desacoplantes de la cadena respiratoria y
termogénesis en tejido adiposo pardo', también se ha asociado con biogénesis

I*®> y metabolismo oxidativo en otros tipos celulares'®. Se concluye que la sobre

mitocondria
expresion de Pgclo en mausculo, ya sea mediante ejercicio fisico o con regulacién
transgénica, favorece la sintesis y secrecién de irisina. Causando una reconfiguracién del
metabolismo del tejido adiposo blanco in vivo. La irisina causa el fendmeno de “browning”
en el tejido adiposo blanco, caracteristico por la sobre expresion de la proteina termogeénica

Ucpl, que incrementa el gasto energético del adipocito blanco generando calor.

La miogenesis influye en la expresion del gen Fndc5. La miogénesis es el proceso
mediante el cual las células precursoras del musculo, también llamadas mioblastos, dan
origen a una fibra muscular, también llamada miotubulo. En la biologia del desarrollo se ha
observado que los factores de transcripcion MyoD, Myf5, Myog y Mrf4 controlan la
especificacion y diferenciacion del linaje muscular durante el desarrollo embrionario'’. Es
notable que el curso temporal de la expresion de estos factores esta ligado al proceso de

diferenciacion que se debe llevar a cabo de acuerdo con el momento del desarrollo del
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embrion. Una fibra muscular se caracteriza por formarse de un grupo de células precursoras
que se fusionaron para dar origen a un sincicio. Es por ello que el mantenimiento, la
hipertrofia y regeneracion de una fibra muscular depende de una poblacién de células
precursoras que no se han fusionado aun, llamadas células satelitales. En adultos, las
células satelitales tiene la capacidad de diferenciacion caracteristica de los mioblastos y de
ellas depende que el musculo crezca y se mantenga sano a lo largo de la ontogenia del
individuo™*.

En 2014 se publico un trabajo en el que se caracterizd la expresion de los genes Fndc5,
Myog y Pgcla en cultivo primario de mioblastos humanos®. Se observé que la expresion
de los tres genes incrementa durante la miogénesis, con su pico de expresion a los 5 dias de
inducir diferenciacion, alcanzando un plateau ligeramente menor al valor méaximo de
expresion a partir del dia 8 en adelante. Esta evidencia sugiere que la sintesis de irisina
depende de la diferenciacion de células precursoras, que ocurre al momento de compartir

uniones estrechas fusionarse para dar origen a miottbulos durante la hiperplasia muscular.

La nutricion tiene efectos mayores en la homeostasis. La nutricion es fundamental para
un balance energético adecuado, tiene efectos en el procesamiento, almacenamiento y
utilizacion de la energia. Actualmente, existe un problema de salud pablica a nivel mundial
causado por un mal manejo de la ingesta y el gasto energético. Uno de los retos en la
epidemia de obesidad, es la reincidencia de obesidad en pacientes que alcanzan su peso
sano. Esto se puede evitar sélo si la ingesta caldrica es igual al gasto energético, lo cual es
posible si los habitos alimenticios y de actividad fisica se mantienen por un periodo largo
de tiempo. Es notable que el cambio en la forma de vida es mayor cuando un individuo
quiere mantener su peso sano después de ser obeso, que un sujeto sano que no quiere
desarrollar obesidad sin haberla padecido anteriormente®. Es por ello que los cambios
adaptativos que causa la obesidad, facilitan la reincidencia del sujeto en contraste con un
individuo que no ha sido obeso nunca.

Los compuestos bioactivos son componentes de la dieta que se han estudiado por las
propiedades que poseen de modular el metabolismo. La genisteina es una isoflavona
presente en la dieta rica en soya, pertenece al grupo de los polifenoles que son

caracteristicos por su actividad antioxidante. En 2003 se publicé un trabajo que describi6 el
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efecto de la genisteina en la adipogénesis y la osteogénesis. Se encontrd que a dosis
menores a 1uM la genisteina actGa como estrogeno, estimulando la osteogénesis e
inhibiendo la adipogeénesis. Sin embargo, cuando la dosis de genisteina era mayor a 1uM, el
efecto observado fue contrario, aumentaba la actividad transcripcional de PPARy
induciendo adipogénesis y se inhibe el efecto osteogénico observado a una concentracion
menor de genisteina®.

En 2014 se publico un trabajo en el que se observa que aumenta la fosforilacion de AMPK
y ACC, en ratas Zucker fa/fa alimentadas con una dieta rica en soya; lo cual disminuy6 la
expresion de genes relacionados con la sintesis de acidos grasos y aumento la expresion de
genes relacionados con la termogénesis®’. También, se demostré que en cultivo de
miotlbulos derivados de la linea celular C2C12, la genisteina aumenta la expresion del gen
Pgcla, que se asocia con un incremento en la actividad de los factores de transcripcion de
la familia PPAR. Curiosamente, se observo que se atenua el efecto de la genisteina al
incubar las células con un inhibidor especifico de PPARS.

El estudio de los compuestos bioactivos tiene aplicaciones terapéuticas complementarias
gue ayudan a combatir enfermedades como la obesidad. Si comprendemos el mecanismo
mediante el cual estos compuestos tiene la capacidad de modular el metabolismo, se puede
hacer una recomendacién de la ingesta, frecuencia y seguridad de su uso para mejorar la
calidad de vida

La bioinformatica da oportunidad de robustecer una hipdtesis. La bioinformatica
representa un area de estudio de la biologia que nos permite procesar informacion con el
poder de una computadora. Actualmente, se depositan en bases de datos grandes cantidades
de informacion obtenida de la colaboracién de grupos de investigacién en todo el mundo.
Proyectos como el COSMIC® y ENCODE?*, han permitido que se identifiquen
interacciones que no se habrian predicho sin el analisis de informacion masiva que permite
la bioinformatica. Algunas de las aplicaciones directas que tiene la bioinformética son:
prediccion de la estructura tridimensional de las proteinas, prediccién de las interacciones
proteina-proteina que hay en un complejo proteico, andlisis de la transcriptdmica obtenida
en muestras de pacientes sanos o enfermos, y prediccion de sitios de union a factores de

transcripcion en un locus que no haya sido caracterizado experimentalmente.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El proyecto de investigacién deriva de una observacion experimental del laboratorio hecha
hace tres afios. En ratones alimentados con la dieta AIN-93G®, se dio tratamiento con y sin
genisteina suplementada en la dieta. Se observé que los ratones que ingirieron genisteina,
tenian niveles méas altos de irisina en plasma con respecto a los que no ingirieron
genisteina; también, se observd mayor cantidad de proteina Fndc5 en lisados de musculo
esquelético cuando los animales ingirieron genisteina en contraste con los controles, ver
figura 1. Al mismo tiempo que se hicieron estas observaciones, existia evidencia de que la
genisteina podria activar vias de sefializacion en el musculo esquelético responsables del
fenotipo observado. Consecuentemente, pensamos que el musculo esquelético podria ser un
6rgano blanco en el que la genisteina tiene efecto en el ratdn.

La pregunta que derivo de estas reflexiones fue: ¢la genisteina tiene la capacidad de inducir
la sintesis de Fndc5 en miotubulos? Para ello decidimos utilizar la linea celular C2C12, que
es un modelo bien establecido de miotubulos in vitro. También, nos interes6 conocer el
mecanismo de regulacién de la expresion del gen Fndc5, para lo que decidimos utilizar una
serie de herramientas bioinformaticas, asi como el gen reportero de luciferasa para
caracterizar los elementos de respuesta del promotor.

La importancia del proyecto de investigacion radica en el problema que causa la epidemia
de obesidad que afrontamos actualmente. Si entendemos la forma en que la sintesis de
Fndc5 es regulada en el musculo esquelético, sobre todo si ésta es inducida por estimulos
con genisteina, se podra incrementar el gasto energético mediante una intervencién
nutricional. Es evidente que el ejercicio fisico tiene los efectos deseados, pero pedirle a un
paciente con obesidad mdrbida que aumente su actividad fisica puede favorecer un desgaste
6seo no deseado por su alto indice de masa corporal. Es por ello que la intervencion
nutricional es un mecanismo deseable para condicionar el metabolismo de dichos
individuos, y una vez que su peso disminuya, pedirles que aumenten su actividad fisica
para alcanzar niveles sanos de composicién corporal.

La aplicacion de la ciencia bésica es una necesidad cientifica en instituciones publicas. La

caracterizacion de la sefializacion mediada por irisina genera expectativas por los efectos
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benéficos que tiene en el metabolismo del tejido adiposo, sobre todo en el contexto actual

de una epidemia de obesidad a nivel mundial.

Figura 1. Se observa en el extremo superior izquierdo la estructura de la genisteina. En el panel
inferior izquierdo se muestra la concentracién de irisina en plasma en ratones alimentados con dieta
control exclusivamente, y alimentados con dieta control suplementada con genisteina. En el panel
de la derecha se observa la cantidad de proteina Fndc5 determinada mediante Western blot en
lisados de musculo esquelético de las dos condiciones experimentales mencionadas anteriormente.

11
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OBJETIVOS GENERALES

Determinar el efecto de la genisteina sobre la sintesis de la proteina Fndc5 y la
expresion del gen Fndc5 en miotubulos derivados de la linea celular C2C12

Caracterizar la region regulatoria del promotor del gen Fndc5

OBJETIVOS PARTICULARES

En ensayos de Western Blot, determinar la cantidad de proteina de Fndc5 en
cultivos de miotubulos derivados de la linea celular C2C12 estimulados con
genisteina

Mediante RT-gPCR, determinar el nivel de expresion de los marcadores de
diferenciacion Myog, Mef2a y Casg2 en mioblastos y miotubulos de la linea celular
C2C12

Mediante RT-gPCR, determinar si los niveles de expresion del gen Fndc5 varian en
respuesta a estimulos de genisteina en miottbulos derivados de la linea celular
C2C12

Utilizando una serie de herramientas bioinformaticas, caracterizar la region
promotora del gen Fndc5

De acuerdo con el protocolo Fast Cloning®, construir tres plasmidos con distintas
longitudes del promotor del gen Fndc5 seguidas del gen reportero de luciferasa
Transfectar en mioblastos los plasmidos construidos para medir el gen reportero

después de la diferenciacion celular a miotabulos

12
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular. Se adquirié la linea celular C2C12 de la compafiia ATCC (CRL-1772
ATCC Manassas VA), en el certificado de analisis del producto se establece que el pase de
la linea celular es desconocido por lo que todos los pases con los que se trabajo fueron
relativos a las condiciones en que se recibid el vial de ATCC.

Antes de cualquier ensayo, se crecieron las células en frascos T75, sembrando 200 mil
células por frasco. Se cultivaron las células por dos dias con medio DMEM alto en glucosa
(Gibco Life Sciences) enriquecido con 10% de Suero Fetal Bovino (Gibco Life Sciences),
1% de antibidticos antimicdticos (Carson) y 3.7g/L de bicarbonato de sodio (ATCC). Se
tripsinizaron las células con 2mL de tripsina-EDTA (Carson) por cada frasco T75 durante 5
minutos, se inactivo la protedlisis con 20mL de medio de cultivo, que contiene inhibidores
de tripsina. Se centrifugaron las células a 1200 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente,
se desechd el sobrenadante, se resuspendieron las células en medio de cultivo fresco y se
determind la cantidad de células en suspension.

Para realizar ensayos, se sembraron 300 mil células por pozo en placas de 6 pozos
(Corning). El cultivo celular en placa se llevo a cabo en dos fases: la fase de proliferacion y
la fase de diferenciacion. La fase de proliferacion abarca los primeros dos dias del cultivo
en los que se incubaron las células con medio DMEM alto en glucosa (Gibco Life
Sciences) enriquecido con 10% de Suero Fetal Bovino (Gibco Life Sciences), 1% de
antibidticos antimicoticos (Carson) y 3.7g/L de bicarbonato de sodio (ATCC). La fase de
diferenciacion abarca de los dias 2 al 6 después de la siembra, durante este periodo se
cultivaron las placas con medio DMEM alto en glucosa (Gibco Life Sciences) enriquecido
con 2% de Suero de Caballo (ATCC), 1% de antibioticos antimicoticos (Carson) y 3.7g/L
de bicarbonato de sodio (ATCC).

Conteo de células. El nimero de células se determind mediante hematocitometro y tincion
con azul de tripano. Se tomo una alicuota de 10uL de las células y se mezcld con 10uL de
azul de tripano y 80uL de PBS. Se colocaron 10uL de la mezcla en cada cara del
hematocitometro, y se contd el nimero de células de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.
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Tratamientos con genisteina. La genisteina (Sigma) se administré al medio de cultivo en
una fraccion de una centésima del volumen del medio para atenuar los efectos del vehiculo
sobre el estudio. Como vehiculo se utiliz6 etanol absoluto de acuerdo a las

recomendaciones del fabricante.

Extraccion de proteina total. Para colectar las muestras de proteina se lavé cada pozo dos
veces con PBS frio, se utiliz6 un gendarme (Corning) para levantar la monocapa de células
y se recolectaron las monocapas de cada condicidn experimental en un tubo eppendorff de
1.5mL, al menos fueron 3 pozos independientes. Posteriormente, se centrifugaron las
muestras a 14 000 rpm durante 15 minutos a 4°C, se desecho el sobrenadante, se congelo el
pellet con nitrogeno liquido y se almacenaron las muestras a -70°C hasta su procesamiento
posterior, debido a la naturaleza de los experimentos realizados se continué con la
extraccion una vez que todas las muestras experimentales fueron tomadas. La extraccion de
proteina se llevé a cabo utilizando buffer RIPA, que contiene 150 mM cloruro de sodio,
1.0% NP-40, 0.5% deoxicolato de sodio, 0.1% SDS y 50 mM Tris base con un pH de 8.0.
Se resuspendié el pellet en 100uL de buffer RIPA con inhibidores de proteasas (cOmplete
Mini Roche) y de fosfatasas (2mM fluoruro de sodio, 1ImM ortovanadato de sodio), se
incubaron las muestras durante 45 minutos a 4°C en una gradilla giratoria, se centrifugaron
a 14000 rpm por 15 minutos a 4°C y se recuperd el sobrenadante. Finalmente, se cuantifico
la cantidad de proteina en cada una de las muestras, se hicieron diluciones adecuadas de
acuerdo a la cantidad de proteina que se planed cargar en los geles de Western blot, se

alicuotaron las muestras y se almacenaron a -70°C.

Cuantificacion de proteina. Se hizo ensayo de Lowry-Bradford para determinar la
cantidad de proteina en los lisados celulares de acuerdo con las especificaciones del kit para
la cuantificacion de proteina de Bio-Rad (RC DC Protein Assay Kit Il Cat 500-0122). Se
leyd la absorbancia en un espectrofotometro xMark (BioRad) a 750nm de longitud de onda
y se descargaron las lecturas crudas para analisis en hoja de calculo (LibreOffice). En la
hoja de calculo, se sustrajo el valor promedio de tres pozos con reactivos pero sin proteina.
En cada placa hecha para la medicion de Lowry-Bradford se incluyd por duplicado una

curva estandar de proteina en la que se midi6 la absorbancia en muestras donde la
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concentracion de proteina fué: 0.125, 0.25, 0.5, 1 y 2 mg/mL utilizando albdmina sérica
bovina (BSA) como estandar (Roche Applied Science), se hizo regresion lineal de las
mediciones de la curva estandar, considerando que la regresion tuviera un coeficiente de
determinacion mayor a 0.98. Finalmente, se extrapold la cantidad de proteina de las
muestras experimentales con base en la regresion lineal. Si la medicion de las muestras fue
mayor al valor méximo de la curva estandar, se diluyé una alicuota de la muestra
experimental para poder hacer la medicion dentro del rango de sensibilidad 6ptima de la

curva estandar.

Western Blot. En todos los expeirmentos se utilizaron geles de poliacrilamida al 10%.
Primero, se mezclaron las muestras experimentales 1:1 con buffer Laemmli (Bio-Rad) 5%
R-mercaptoetanol y se desnaturalizaron las muestras por 5 minutos a 80°C. Luego, se
cargaron los geles en cdmaras de electroforesis con buffer de corrida (3g/L de Tris base,
14.48g/L de glicina 'y 1g/L de SDS), se corrieron los geles a 70V por 30 minutos para crear
un frente de corrida alineado y se corrieron a 100V hasta por 120 minutos para separar las
proteinas. Se transfirieron los geles a membranas de PVDF (Millipore) mediante
transferencia hiumeda de dos formas diferentes, a 100V por una hora utilizando bloques de
enfriamiento 0 a 20V durante 12 horas dentro de una camara de refrigeracion a 4°C. Las
membranas se tifieron reversiblemente con Ponceau S para confirmar que la transferencia
haya sido exitosa. Se cortaron las membranas mientras estaban tefiidas de acuerdo a lo
necesario para revelar contra la proteina de interés. Se lavaron las membranas con TBS +
1% tween (TBS-t) para destefiirlas y se bloquearon con 5% de leche (Bio-Rad) o 5% BSA
(Roche Applied Science) en TBS-t. Se lavaron las membranas tres veces por diez minutos
con TBS-t y se incubaron por 16 horas con anticuerpo primario diluido en solucion de
bloqueo a 4°C. Se usaron los anticuerpos anti-Fndc5 policlonal (ab93373, Abcam) a una
dilucion 1:500, anti-Fndc5 monoclonal (ab174833, Abcam) a una dilucion 1:1000, anti-
PGCla policlonal (ab54481, Abcam) a una diluciéon 1:1000 y anti-yTubulina policlonal
(sc-7396, Santa Cruz) a una dilucién 1:1000. Se lavaron las membranas tres veces por diez
minutos con TBS-t y se incubaron por una hora con anticuerpo secundario anti-goat o anti-
rabbit (Santa Cruz) diluido 1:3500 en solucion de blogueo a temperatura ambiente. Se

lavaron las membranas tres veces por diez minutos con TBS-t y se bafiaron las membranas
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con solucion de revelado Immobilion Western (Millipore). Se utilizé el equipo ChemiDoc
(BioRad) para obtener una serie de imagenes a distintos tiempos de exposicion de cada
membrana y se analizaron utilizando el software ImageLab (BioRad) para determinar la
densitometria de las bandas.

Extraccion de RNA. Se hizo extraccién de RNA utilizando el reactivo TriPure Isolation
Reagent de Roche Applied Science de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se utilizd
1mL del reactivo de extraccion por cada pozo de cultivo celular y el pellet se resuspendio
en 30uL de agua grado biologia molecular (Sigma). Se cuantifico la cantidad de RNA en

nanodrop.

RT-PCR. Se sintetizd cDNA a partir de RNA mensajero utilizando 3ug de RNA total. Se
utilizé la transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen) de acuerdo con las condiciones
recomendadas por el fabricante. Adicionalmente, se afiadieron 20U de inhibidor

recombinante de ribonucleasas Rnasin (Promega).

gPCR. Se hizo qPCR utilizando LightCycler 480 SYBR Green | Master (Roche Applied
Science) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se hizo una reaccion de 10uL en
placas de 96 pozos que se corrieron en un LightCycler 480 (Roche Applied Science) de
acuerdo con el programa templado del fabricante. El valor de Cp, que significa punto de
cruce (Crossing point), se define como el nimero de ciclo que corresponde al primer
méaximo matematico de la segunda derivada de la funcidn sigmoide, interpolada a partir de
las mediciones que el aparato realiza en cada ciclo de PCR. En un experimento normal de
gPCR, nos interesa el valor del ciclo en que la interpolacion de los datos a la funcién
sigmoide sobrepara en umbral arbitrario. EI umbral es un valor arbitrario de fluorescencia

en el que la segunda derivada de la funcion interpolada presenta un primer maximo local.

Disefio de oligonucleotidos. Los oligonucleétidos para medir la expresion de los genes de
nuestro interés fueron disefiados con la herramienta Primer-BLAST, que es una plataforma
en linea que acopla las herramientas Primer3 y BLAST. Primer, se introdujo el nimero de

acceso del gen de acuerdo a la base de datos RefSeq, se fijé un rango de 150 a 300 bp de
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longitud de amplicén, con Tm de los oligonucleétidos de 60°C +1°C y que al menos uno de
los oligonucleotidos abarque una unién entre dos exones de manera que no reconozca el
DNA gendmico ni a los transcritos que no hayan sido procesados completamente. Luego se
pidié que hiciera una basqueda en el genoma del raton para determinar que el par de
oligonucledtidos sea especifico para el transcrito del gen que nos interesa. Finalmente se

obtuvieron los siguientes oligonucle6tidos:

Gen | RefSeq Forward Reverse

Fndc5 | NM_027402 5’-atgaaggagatggggaggaa-3’ 5’-gcggcagaagagagctataaca-3’
Myog | NM_031189 5’-ccagtacattgagcgcctac-3’ 5’-acgatggacgtaagggagtg-3’
Mef2a | NM_001033713 | 5°-gagcctcatgaaagcaggac-3’ 5’-gaagttctgaggtggcaagc-3°
Casg2 | NM_009814 5’-aggcagctgaacacttccag-3’ 5’-gacgtagggtgggtctttga-3’
Rerl | NM_026395 5’-accggagctgcgagttaca -3’ 5’-ggctgtgtagggggtagact -3
Rpl27 | NM_011289 5’-tgttcagggacccagctttg-3’ 5’-ccctgtcttgtatcgcetecte-3°
Rpl41 | NM_018860 5’-tctcggtcttagcgecatct-3° 5’-ttcagcctgegcattctctt-3’
Rplp0 | NM_007475 5’-agattcgggatatgctgttgg-3’ 5’-aaagcctggaagaaggaggte-3’
Tbp NM_ 013684 5’-aagagagccacggacaactg-3’ 5’-actgaactgctggtgggtca-3’

Construcciéon de plasmidos. Se hicieron tres plasmidos a partir del pldsmido Pgl4.10
(Promega) utilizando el protocolo de FastCloning®. Se insertaron tres longitudes distintas
del promotor del gen Fndc5 en la region que precede al gen de luciferasa del plasmido.

Secuenciacion de los insertos. Se secuenciaron los plasmidos construidos para confirmar
que la posicion y la secuencia de los promotres insertados fuera la correcta. Se hizo PCR
con un primer para secuenciacion utilizando el kit GenomeLab DTCSc (Beckman Coulter).
Se hizo electroforesis capilar para determinar la secuencia del PCR utilizando un CEQ
8800 (Beckman Coulter) de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Transfeccion de mioblastos. Se transfectaron mioblastos un dia después de la siembra

utilizando Lipofectamine LTX (Invitrogen) de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. Se transfectaron 500ng de plasmido experimental y 100ng de control de
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transfeccion renilla por pozo. Se indujo diferenciacion a miotabulo por cuatro dias antes de

medir la actividad de luciferasa.

Ensayo dual de luciferasa y renilla. Se utilizo el kit Dual-Luciferase Reporter Assay
(Promega) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Se midieron 20uL de lisado
celular en un luminémetro GloMax 20/20 (Turner BioSystems) de acuerdo con las

especificaciones del kit mencionado anteriormente.

Analisis estadistico. Se utilizé el analisis estadistico de t de student para casi todas las
pruebas estadisticas, tomando como punto de corte p < 0.05. Adicionalmente, se hicieron
regresiones lineales para el analisis de rango dindmico al momento de hacer qPCR y para la
cuantificacion de proteina. También, se hicieron correlaciones de Pearson para determinar

la relacion que existe entre la expresion de dos genes.
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RESULTADOS

Analisis de la expresion génica. Se decidid6 medir la expresion del gen Fndc5, para
determinar si existe algun efecto de la genisteina a nivel transcripcional. Para medir la
expresion, se utilizd RT-gPCR descrito en Materiales y Métodos. Primero, se hizo un
experimento de rango dindmico para estandarizar las condiciones ideales de RT-qPCR
antes de analizar las muestras experimentales. Este experimento, nos permite determinar las
condiciones de reaccion de gPCR 6éptimas para cada pareja de oligonucleétidos en el
contexto experimental de nuestro interés, que para nuestro caso son estimulos con
genisteina. De esta forma, se determina la cantidad de RNA mensajero detectable por la
técnica, ya que la abundancia de este acido nucleico puede ser muy variable. También, el
rango dindmico nos permite calcular experimentalmente la eficiencia de los
oligonucledtidos, la cual es una variable muy sensible durante la qPCR.
El rango dindmico se llevo a cabo haciendo una poza de cDNAS representativo de células
diferenciadas, indiferenciadas y estimuladas con genisteina. Es notable que el experimento
se debe realizar con una poza de todos los tratamientos experimentales, ya que de lo
contrario el resultado podria estar sesgado hacia un tratamiento experimental, no siendo Util
para comparar entre tratamientos. Se hicieron 11 diluciones seriadas 1:1 de cDNA en agua
grado biologia molecular; posteriormente, se hizo qPCR en cada dilucion por duplicado de
acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos. Como ha sido descrito antes?’, tedricamente
en cada ciclo de PCR que tiene lugar, la cantidad de moléculas de DNA se duplica con
respecto al ciclo anterior. De ser asi, las diluciones seriadas que son doblemente diluidas
con respecto a la dilucion anterior, tendra valores de Cp consecutivos (para una definicion
de Cp consulte Materiales y Métodos). En este caso ideal, si analizamos la relacién que
existe entre el Cp y el logaritmo de la concentracion inicial de DNA, se observa que los
datos describen una linea recta con pendiente -3.3219, y eficiencia de 2, donde la eficiencia
de la reaccién de PCR esta descrita por la ecuacion:

E = 10[-1/pendiente]
Esto significa que por cada ciclo que ocurre en la reaccion de PCR, la cantidad de DNA se
duplica. Es notable que la eficiencia de la reaccion de PCR varia de acuerdo a las
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caracteristicas fisicoquimicas de los oligonucleétidos, por lo que es necesario realizar el
analisis de rango dindmico por cada para de oligonucleétidos que se pretende utilizar.

En la figura 2, se muestra la distribucion de los datos para el rango dindmico del gen
constitutivo Rplp0. Las abscisas corresponden a la concentracion relativa de cDNA, y en
las ordenadas se muestra el valor de Cp. En el panel de la izquierda se muestran los datos
en escala lineal, donde se observa que los valores de Cp describen una funcién logaritmica
con respecto a la cantidad inicial de cDNA. En el panel de la derecha se muestran los datos
con escala logaritmica en las abscisas, lo que transforma esta relacion logaritmica en lineal
para poder realizar el analisis de rango dinamico descrito como ha sido publicado
anteriormente®’. Se observé para el caso de Rplp0 que los valores del centro del rango
dindmico se ajustan a los valores tedricos ideales, por lo que se decidié utilizar la dilucién
1:127 (punto naranja) para hacer la medicion individual de gPCR para cada muestra en los
distintos tratamientos. Se hizo el mismo analisis para los genes experimentales Fndc5,
Myog, Casq2 y Mef2a; y los genes estructurales Rerl, Rpl27, Rpl41l y Tbp . En todos los
casos se observé un comportamiento similar al de Rplp0, como se muestra en la figura 3.
Consecuentemente, se decidid utilizar la misma dilucion en todos los casos. Antes de
proceder a la medicion de las muestras experimentales, se realiz6 un analisis de “Tm
Calling” en los rangos dindmicos. Brevemente, este andlisis consiste en tomar mediciones
de florescencia mientras se aumenta la temperatura una vez que haya terminado la reaccion
de gPCR. En el laboratorio utilizamos SYBR green para medir el incremento de DNA con
forme sucede la reaccion de PCR. Es notable mencionar que SYBR Green es una molécula
fluorescente con un pico de emisién a 533 nm y un pico de absorcion a 483 nm; se intercala
en el DNA de manera especifica por su interaccion con el surco menor del DNA. Por la
interaccion con la estructura del DNA de doble cadena, el SBYR green no detecta un tipo
de molécula especifica durante la reaccion de PCR. Para demostrar que durante la reaccion
de PCR so6lo se sintetiz6 un tipo de molécula de DNA, se analiza la desnaturalizacién del
producto de la reaccion una vez que ésta termind. Del nimero de moléculas total
sintetizado al final de la reaccién se obtendra un valor de fluorescencia; a medida que se
aumenta la temperatura, de acuerdo a la secuencia de nucledtidos de las moléculas
sintetizadas, éstas se desnaturalizan con una cinética en particular. En otras palabras,

conforme aumentamos la temperatura, la fluorescencia de la muestra decae hasta que la
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totalidad de moléculas de DNA se haya desnaturalizado. En caso de que la reaccion de PCR
haya sintetizado mas de un tipo de moléculas, se observa que la cinética de
desnaturalizacion de la muestra es multimodal. La figura 4 muestra en el panel superior dos
reacciones de PCR que fueron sujetas al analisis de “Tm Calling”, en las abscisas se
observa la temperatura y en las ordenadas se muestra en unidades arbitrarias la luz de 533
nm emitida por la muestra tras ser iluminada con luz de 483 nm. Se observa en el caso del
gen Fndc5 que la forma en que decae la fluorescencia con forme aumenta la temperatura es
unimodal, lo cual no sucede en el caso de Casg2, que claramente es bimodal. Para
visualizar los datos del experimento de una forma mas intuitiva, el software de analisis
transforma las mediciones de fluorescencia a la primera derivada con respecto al tiempo.
Esta transformacion matematica representa la pendiente de la recta tangente a la funcion
que describe la fluorescencia en funcion de la temperatura en un punto dado de temperatura.
Se observa que en el caso de Fndc5 el comportamiento es unimodal, lo que significa que
durante la reaccion de amplificacion, sélo se sintetizé un tipo de molécula de DNA. Lo cual
no es el caso de Casq2, donde observamos que el comportamiento es bimodal, esto
significa que hay al menos dos tipos de moléculas de DNA que fueron amplificadas en la

Figura 2. Se midié por RT-qPCR el rango dinamico del gen estructural Rplp0 en una serie de
diluciones de una poza representativa de mioblastos, miotibulos y células estimuladas con
genisteina. En el panel izquierdo se muestra la relacion que hay entre el Cp y la concentracion
inicial de cDNA en escala lineal, mientras que en el panel derecho se muestra esta relacion en
escala semilogaritmica. Se calcula la regresion lineal asi como el coeficiente de determinacion en el
panel de la derecha.
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Figura 3. Se midié por RT-gPCR el rango dindmico de los genes estructurales Rerl, Rpl27, Rpl41
y Thp; y de los genes experimentales Fndc5, Myog, Casg2 y Mef2a en una serie de diluciones de
una poza representativa de mioblastos, miotibulos y células estimuladas con genisteina. Se muestra
la relacion del Cp y la concentracién inicial de cDNA en escala semilogaritmica. Se calcul6 la
regresion lineal y el coeficiente de determinacién en todos los casos.
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Figura 4. Se hizo analisis de “Tm Calling” en dos muestras amplificadas en una reaccion de gPCR
utilizando los primer disefiados para medir la expresion de los Fndc5 y Casg2. En el panel superior
se observa como decae la fluorescencia de las muestras al ser sometidas a un gradiente de
temperatura. En el panel inferior de muestra la primera derivada con respecto a la temperatura de
los datos del panel superior.
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reaccion de PCR, lo que nos da un valor de Cp que no se puede utilizar para proceder con el
analisis de la expresion. Es notable que la medicion de Casq2 que se ejemplifica, se hizo en
una muestra muy diluida por lo que la sintesis de una molécula inespecifica se puede deber
a una baja afinidad de los oligonucle6tidos por si mismos o por otro cDNA. Cuando se
midieron las muestras utilizando la concentracion de cDNA Optima determinada por el

rango dindmico de Casg2 se observo un comportamiento unimodal en el “Tm Calling”.

El efecto de la genisteina en la expresion de Fndc5 es minimo. Se estudio el efecto de
estimular células diferenciadas con 10uM de genisteina hasta por 6 horas. Es notable
mencionar que se utiliz6 esta concentracion de genisteina de acuerdo a lo reportado en 2005
por Ullman, U.%, donde se caracterizo la farmacocinética de la ingesta oral de genisteina en
humanos. De acuerdo al trabajo de Ullman y colaboradores, la concentracion mas alta de
genisteina que se observo en plasma fue de 6.7uM (1.8ug/mL de plasma). Esta evidencia
indica que las concentraciones utilizadas en el presente estudio se encuentran en niveles
ligeramente superiores a los niveles maximos fisiolégicos posibles en humanos. Se observa
en la figura 5, que el gen Fndc5 muestra cambios muy sutiles en la expresion en respuesta
al estimulo de genisteina. Se observa que a las 2 horas de tratamiento hay un ligero
aumento del 35% con respecto al inicio del curso temporal. La evidencia sugiere que
contrario a nuestra hipdtesis, la genisteina no tiene efecto sobre la expresion de Fndc5 en
cultivo in vitro de miotdbulos. Se estudio también el efecto del tratamiento experimental
sobre los marcadores de diferenciacion, Myog se vio disminuido a lo largo del curso
temporal, lo cual sucede independientemente de la presencia de la genisteina. Nuestros
resultados sugieren que el etanol per se tiene un efecto inhibitorio en la diferenciacion
celular en coincidencia con lo que se ha publicado anteriormente®. Para el caso de Mef2a y
Casg2 las fluctuaciones con respecto al inicio del curso temporal son minimas haya

genisteina o no.

La genisteina tiene un efecto en la cantidad de proteina Fndc5 y PGCla dos horas
después de administrar el estimulo. Se realiz6 un curso temporal estimulando los
miotubulos diferenciados por cuatro dias con 10uM de genisteina hasta por 48 horas. Se
utilizaron tres cultivos independientes, haciendo un poza del lisado de las tres muestras y se
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Figura 5. Se midi6 la expresion de los genes Fndc5, Myog, Mef2a y Casqg2 en cultivos de
miotubulos estimulados con 10uM de genisteina hasta por seis horas mediante RT-gPCR. Se
utilizaron los genes estructurales Rplp0, Rerl y Thp. Se hicieron tres cultivos independientes y se
hizo analisis de T de student para determinar diferencias significativas entre las células estimulados
con genisteina y las células incubadas con el vehiculo, ningln resultado fue estadisticamente
diferente.

midio por Western blot la cantidad de proteina de Fndc5, Pgcla y y-Tubulina como control

de carga.
En la figura 6, se observa que una hora después del tratamiento hay una disminucién en la
cantidad de Fndc5 y a las 24 horas los niveles de Fndc5 se restablecen a comparacion con
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el inicio del tratamiento. Es notable que el efecto 1 y 24 horas post tratamiento es el mismo
entre las condiciones 10uM de genisteina y vehiculo. Por lo que se concluye que el
fenotipo observado es consecuencia de estimular las células con etanol. No obstante, es
posible que la genisteina tenga un efecto sobre la cantidad de proteina Fndc5, pero es tan
pequefio que las alteraciones causadas por el etanol en el cultivo lo enmascaran; también, es
posible que el etanol condicione a las células de tal forma que éstas sean insensibles a la
genisteina, ergo incapaces de responder a estimulos de genisteina.

A las 2 horas, se observa una diferencia tenue entre las condiciones 10uM de genisteina y
vehiculo, ver figura 6. En concreto, la cantidad de proteina Fndc5 aumenta 2.68 veces
cuando se estimula con genisteina por dos horas con respecto al inicio del tratamiento;
ademas al mismo tiempo, el vehiculo disminuye 0.49 veces con respecto al inicio del
experimento. Si se hace la razon aritmética de la condicion con genisteina entre el vehiculo,
se observa que dos horas post tratamiento, el estimulo con genisteina aumenta 5.52 veces la
cantidad de proteina con respecto al vehiculo. Esta evidencia sugiere que la genisteina tiene
un efecto dos horas después del tratamiento; sin embargo, no es posible determinar si el
efecto es estadisticamente significativo debido a la forma en que se recolectaron las
muestras. Se asume que las mediciones son representativas de tres cultivos independientes,
pero la variabilidad bioldgica no se puede medir, toda vez que se juntaron los lisados
celulares en pozas.

Pgcla tiene un comportamiento que no muestra cambio a lo largo de las primeras 8 horas
de tratamiento; a las 2 horas se observa un ligero incremento de 1.25 veces con respecto al
inicio del tratamiento y esta medicion es 1.47 veces mayor que el vehiculo. No es hasta
después de 24 y 48hrs que se observa un incremento de 1.9 y 2 veces respectivamente con
respecto al inicio del experimento. Sin embargo, el mismo incremento se observo cuando se
administra vehiculo al cultivo, lo cual sugiere que el incremento observado es debido al
paso del tiempo, el cual en la linea celular C2C12 induce diferenciacion celular per se. Este
experimento sugiere que es posible que a las 2 horas de estimular con genisteina, haya un
cambio en la cantidad de proteina Pgcla. No obstante, en el resto de las mediciones no
existen cambios en la cantidad de proteina Pgclo cuando se estimula el cultivo de

miotubulos con 10uM de genisteina.
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Figura 6. Se midi6 por Western blot la cantidad de proteina Fndc5, Pgcla y y-Tubulina en pozas
de tres cultivos independientes de miottbulos diferenciados por cuatro dias, sin estimulo (0 horas) y
durante un curso temporal de hasta 48 horas después de administrar un estimulo de 10 uM (azul) de
genisteina o etanol como vehiculo (naranja). Cada muestra se corri6 dos veces en geles
independientes y se grafica el promedio de la densitometria de ambas corridas.
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Evaluacion de marcadores de diferenciacion. Para validar el modelo de diferenciacion
muscular in vitro, se midieron los marcadores de diferenciacion Myog, Mef2a, Casqz2, asi
como Fndc5 en cultivos dos dias después de la siembra (mioblastos, Mb), y al término del
protocolo de diferenciacion cuatro dias después de cambiar el tipo de suero (miottbulos,
Mt). Contrario a lo que se muestra en la figura 4, se utilizaron las condiciones de gPCR
para medir el gen Casg2 en el que solo habia un producto de amplificacion como se
observo en el analisis de “Tm Calling” (datos no mostrados). En la figura 7, se observa que
todos los genes estudiados, incluyendo Fndc5, incrementan con la diferenciacion muscular.
En contraste con el andlisis citoldgico, la expresién de genes marcadores de la
diferenciacion nos permite saber que el modelo de estudio corresponde a un cultivo de
miotdbulos in vitro, y que la respuesta a los tratamientos experimentales puede ser similar a

lo que sucede en un muasculo esquelético in vivo.

Figura 7. Se midi6 por RT-qPCR la expresion de los genes Fndc5, Myog, Mef2a y Casg2 en
cultivos de mioblastos (Mb) dos dias después de la siembra, y en cultivos de miotibulos (Mt) cuatro
dia después de inducir diferenciacién. Se muestra la expresion de cada uno de los genes
normalizada contra la expresion de los genes estructurales Rplp0 y Thp. También, se muestra el
pomedio geométrico del cambio en la expresién de los genes estructurales, el cual no fue
significativo entre tratamientos. A exepcion de Rplp0 y Tbp, se graficaron los promedios
aritméticos de tres cultivos independientes + una desviacion estandar; y se hizo andlisis de T de
student para determinar diferencias significativas * p < 0.05, NS = no significativo.
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El perfil de expresion del cultivo depende de la densidad de la siembra. Después de una
serie de experimentos se encontrd una particularidad del modelo de diferenciacion. Hasta el
momento, los experimentos se habian realizado sembrando inicialmente 300 mil células por
pozo en placas de 6 pozos. Dos dias después, se hacia el cambio a medio de diferenciacion,
para este momento el cultivo era 95% confluente. Se consideré mioblasto (Mb) a este
cultivo, también referido como dia cero. Dos dias después, se cambié medio, y
posteriormente al cuarto dia con respecto al dia cero se consideré miotiubulo (Mt), ver
figura 8.

En un experimento en particular, se sembraron inicialmente 200 mil células por pozo,
asumiendo que al llegar las células a confluencia se observaria el mismo fenotipo que si se
hubieran sembrado 300 mil células por pozo. Sin embargo, el perfil de expresion de ambas
condiciones de siembra fue diferente. En la figura 9, se observa la expresion de Fndc5 en
cultivos de mioblastos y miotubulos. De acuerdo con los experimentos previos, los cultivos
con 300 mil células iniciales de siembra muestran un incremento de 5 a 6 veces en la
expresion de Fndc5 si comparamos los mioblastos confluentes con los miotubulos. Sin
embargo, cuando se sembraron 200 mil células por pozo se observo que el incremento en la
expresion de Fndc5 de mioblastos a miotabulos fue de 18.5 veces. Asimimo, el cultivo con
200 mil células iniciales de siembra no mostré diferencias morfoldgicas en el microscopio
con respecto al de 300 mil células iniciales de siembra, ambos cultivos fueron 95%
confluentes dos dias después de la siembra. Este fenotipo nos hizo revisar con mas detalle
los niveles de expresion génica, y se encontrd que la variacion de éstos es mayor en las
muestras de mioblastos que en la de miotdbulos. Lo que significa que al dia cero, el perfil
de expresion entre los cultivos fue distinta. Interesantemente, se observé que todos los
cultivos, independientemente de la densidad de siembra llegaron a un nivel de Cp muy
similar, lo cuél no es el caso del cultivo de mioblastos. Por ello consideramos mejor
normalizar los datos contra la poblacion de miotdbulos como se muestra en el panel inferior
de la figura 9. En conclusion, los cultivos con 200 y 300 mil células iniciales, después de 4
dias de diferenciacion, aunque son diferentes al inicio de la diferenciacion, ambos llegan al
mismo perfil de expresién de Fndc5. Esta evidencia respalda la validez de nuestros
experimentos con genisteina, ya que todos ellos fueron hechos en cultivos diferenciados.
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Figura 8. Esquema del protocolo de diferenciacion muscular estandarizado en el laboratorio, panel
superior. Fotografias de cultivos representativos con morfologia de mioblastos (izquierda) y de
miotdbulos (derecha).
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Figura 9. Se midié por RT-qPCR la expresién del gen Fndc5 en cultivos de mioblastos (Mb) dos
dias después de la siembra, y en cultivos de miotibulos (Mt) al término del protocolo de
diferenciacion. Sembrando 200 o 300 mil células por pozo iniciales. En el panel superior los
resultados estan normalizados contra el cultivo de mioblastos; en el panel inferior la normalizacién
se llevo a cabo contra el cultivo de miotdbulos. Los nimeros colocados arriba de cada medicién son
valores de Cp representativos de una muestra de la poblacion. Se utilizaron los genes estructurales
Rerl, Rpl27 y Rpl41. Se hicieron tres cultivos independientes y se hizo analisis de T de student para
determinar diferencias significativas entre los cultivos de mioblastos y de miottbulos * p < 0.05.

Fndc5 tiene un perfil de expresién similar a Myog. Con el &nimo de comprender el curso
temporal del incremento en la expresion de Fndc5 y Myog descrito en la figura 9, se midio
la expresion de ambos genes diariamente durante el protocolo de diferenciacion. Como se
observa en la figura 10, el nivel de expresion de ambos genes al dia cero depende de la
densidad de la siembra. También, es notable la poca variabilidad de las mediciones que
corresponde a tres cultivos independientes, asi como la significancia de las diferencias entre

ambas condiciones de siembra. Curiosamente, la cinética de expresion de Fndc5 tiene una
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gran similitud con un experimento reportado en 2014%, donde se caracteriza la expresion
de Fndc5 y Myog durante la diferenciacion muscular in vitro de cultivo primario de
mioblastos humanos. El tiempo de diferenciacién y la magnitud del incremento son
evidentemente diferentes a nuestros resultados, pero Ilama la atencion la similitud de la

cinética descrita.

Figura 10. Se midi6 por RT-gPCR la expresiéon del gen Fndc5 diaria en cultivos sujetos al
protocolo de diferenciacion. Se utilizaron los genes estructurales Rerl, Rpl27 y Rpl41. Se hicieron
tres cultivos independientes y se hizo andlisis de T de student para determinar diferencias
significativas entre los cultivos de 200 y 300 mil células iniciales, * p < 0.05.
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Los programas GeneNetwork, Biomart, Pro-Coffee y Lasagna generan informacion
robusta para un analisis in silico del promotor de un gen. En el laboratorio estamos
interesados en conocer los elementos de respuesta del promotor del gen Fndc5. Para ello
disefiamos una herramienta bioinformatica, que utiliza una serie de programas o bases de
datos que nos permiten caracterizar in silico las regiones regulatorias de DNA de raton.
Primero, se utilizaron datos de transcriptdmica provenientes de la base de datos
GeneNetwork (http://gn2.genenetwork.org/). Para explicar la importancia de comenzar el
analisis con esta base de datos, se describe un ejemplo publicado en 2003 por el grupo del
Dr. Larsson®.

El trabajo buscé entender los factores genéticos que determinan el tamafio de la masa
muscular en ratones, particularmente se interesaron en la arquitectura genética responsable
por el desarrollo de la masa muscular, que debe incluir a una variedad amplia de genes de
acuerdo a los antecedentes del trabajo. Primero, hacen referencia a ejemplos concretos en
los que se conoce una relacién entre un gen y el tamafio de la masa muscular en ratén. Uno
de ellos es el gen que codifica para la hormona Miostatina (Mstn), que regula el crecimiento,
diferenciacion muscular y deposicion de grasa en el cuerpo. Es por ello que se observa en el
knock out del gen Mstn una mayor masa muscular, menor porcentaje de masa grasa en la
composicién corporal, y un aumento del “browning” del tejido adiposo blanco mediante la
sintesis de Fndc5™".

Otro caso es el de IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1), se ha observado que la
sobreexpresion del gen que codifica para esta hormona induce hipertrofia muscular en
roedores. Asimismo, se encontré que una variante de splicing alternativo de IGF-I actla
como un factor mecanico de crecimiento que favorece el desarrollo de la masa muscular de
manera autdcrina sobre el mdsculo esquelético en respuesta a ejercicio intenso®.

Sin embargo, el objetivo del trabajo buscaba determinar las regiones gendmicas
responsable por el tamafio de la masa muscular. Para ello se analizaron las diferencias en
musculo de acuerdo al tipo de fibra muscular de la cepa C57BL/6J (B6) y DBA/2J (D2),
donde por ejemplo, los cuatro musculos analizados eran de 11 a 34% mas pesados en la
cepa B6 que en la D2%. Posteriormente se analizaron 23 cepas recombinantes endogémicas
(cepas BXD) derivadas de la F2 de la cruza entre las cepas B6 y D2. El objetivo fue

encontrar los QTLs que afectan el peso de los cuatro musculos analizados. QTL, que
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significa Quantitative Trait Locus, corresponde a una regién cromosémica que contiene una
0 mas variantes genéticas que modulan la distribucion de un fenotipo o tratamiento
experimental en una muestra genéticamente diversa de individuos que derivaron de una
poblacién endogamica, que en este caso corresponde al tamafio de la masa muscular. En
algunos casos es posible que un fenotipo pueda ser consecuencia del efecto de un solo QTL
en conjuncion con el ambiente; sin embargo, se ha observado con mayor frecuencia que la
variacion en el fenotipo es poligénica, habiendo influencia de varios QTLs distribuidos a lo
largo del genoma. Por lo tanto, la mayoria de los fenotipos son el producto de interacciones
complejas entre factores genéticos, epigenéticos, ambientales y estocasticos. EI componente
fundamental del estudio consistio en correlacionar el tamafio de la masa muscular con
alelos repartidos a lo largo del genoma heredados de alguna cepa de las dos cepas
progenitoras. Se encontré que los cromosomas 1, 2, 3, 5, 6, 8 y 9 poseen alelos altamente
correlacionados con tener un efecto sobre la masa muscular de los ratones. Hoy dia, el sitio
web de la base de datos GeneNetwork realiza de manera automatizada las correlaciones de
acuerdo a un fenotipo de interés y arroja una lista de genes cuya correlacion positiva o
negativa es altamente significativa.

Para nuestro caso en particular, el fenotipo que nos interesa es la expresion del gen Fndc5.
Por lo que se buscé en la base de datos una lista de genes cuya expresion se correlacione
positivamente con la del gen Fndc5. De esta forma, obtenemos genes candidatos que por su
perfil de expresion seria logico que estén regulados por los mismos factores de
transcripcion por los que esta regulado Fndc5, ya que cuando éste tiene niveles elevados de
transcripcion, lo mismo sucede con los genes correlacionados positivamente.

Como se muestra en la tabla 1, se encontraron varios genes cuya expresion se correlaciona
positivamente con la de Fndc5, para ver un ejemplo vaya a la figura 11. Se tomaron los
primeros 67 genes de la lista en orden de significancia estadistica y se hizo una compilacion
de la region que comprende el intervalo [-900, +100] para cada uno de esos genes en raton,
asi como sus ortélogos anotados en la base de datos Ensembl en rata, gato, caballo y
humano utilizando la herramienta BioMart®. Posteriormente, se hicieron alineamientos de
las secuencias ortologas en cada uno de los 10 genes correlacionados y en el gen Fndc5,
siendo un total 323 genes estudiados, utilizando el programa Pro-Coffee** del grupo de

herramientas bioinformaticas T-Coffee. Este programa utiliza un método de alineamiento
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multiple de secuencias, que emplea una matriz de sustitucion de dinucledtidos construida a
partir de alineamientos de sitios de union a factores de transcripcion de la base de datos
TRANSFAC®. Luego, se utilizé el programa Jalview® para visualizar los alineamientos y
extraer los valores de similitud para cada posicioén del alineamiento en los 67 casos de
estudio.

Posteriormente, se escribid un programa en python para extraer las regiones de cada

promotor con similitud y longitud de acuerdo a la siguiente tabla:

Experimento | Similitud @ Longitud

1 80 10
2 80 15
3 80 20
4 70 10
5 70 30
6 60 50

El objetivo de los seis experimentos fue determinar los fragmentos de cada promotor
estudiado en raton, que cumplen con los minimos de similitud y longitud de acuerdo al

disefio experimental.

Tabla 1. Se muestran 10 genes cuya expresion se correlaciona positivamente con la del gen Fndc5
utilizando la base de datos GeneNetwork. Se muestra el simbolo del gen, la descripcion del gen en
espafiol, su localizacién en el genoma, la pendiente de la correlacién y el valor de significancia p.
Es notable cdmo al disminuir la pendiente, también disminuye la significancia estadistica.
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Figura 11. Se muestran cuatro ejemplos de la correlacion que existe entre la expresion del gen
Fndc5 y la expresion de los genes Ogdh, Cxadr, Krs2 y Hcrt. Las correlaciones fueron Pearson y se
hicieron a partir de la base de datos GeneNetwork utilizando datos de transcriptomica de musculo
esquelético de ratones BXD alimentados con dieta control y alta en grasa, n=42.

Brevemente lo que el programa hace es evaluar todos los fragmentos posibles del promotor

con un minimo de longitud determinada, y arroja todos aquellos fragmentos que ademas

tienen un valor promedio de similitud de acuerdo con los pardametros del experimento. A

continuacion se muestran la cantidad de fragmentos que se analiz6 en cada experimento:

Experimento

Fragmentos

576

339

239

963

277

279
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Finalmente, se analizaron los fragmentos con el programa Lasagna®’, que predice sitios de
unién a factores de transcripcion. Es relevante mencionar, que este paso del analisis
tradicionalmente es el primer acercamiento para caracterizar un promotor in silico. Sin
embargo, antes de hacer la prediccion de sitios de union, con el procedimiento

anteriormente descrito se enriquecié la poblacion de secuencias de DNA con fragmentos
conservados en varias especies, cuyo perfil de expresion esta correlacionado positivamente

con el del gen Fndc5, que es nuestro interés principal.

La expresion del gen Fndc5 parece ser regulada por Myog durante la miogénesis. El
analisis bioinformatico mostré que el promotor de Fndc5 tiene tres regiones altamente
conservadas en las que se encuentran posibles sitios de union a factores de transcripcion
gue son comunes entre los genes cuya expresion se correlacioné positivamente con la del
gen Fndc5. En el panel superior de la figura 12 se muestra el disefio experimental con base
en los resultados bioinformaticos, se construyeron tres pldsmidos con segmentos distintos
del promotor del gen Fndc5, cada uno con mas sitios posibles de regulacién que el anterior.
Se clonaron los promotores en un vector que contiene el gen reportero de luciferasa, se
transfectaron las construciones en cultivos de mioblastos un dia después de la siembra junto
con el control de transfeccidn renilla. Se indujo diferenciacion, ya que cuando el cultivo es
joven la actividad transcripcional de Fndc5 es baja, ver figura 10. Se midio la actividad de
luciferasa y de renilla, se hizo una razon aritmética de luciferasa entre renilla y se
normalizaron las muestras contra el vector vacio (Pr0). Se observa en el panel inferior de la
figura 12, que el promotor con menor longitud, Prl, tiene un incremento poco mayor a dos
veces la actividad basal del vector vacio. Sin embargo, dada la dispersién de los datos, no
podemos concluir que este incremento no se deba al azar. Interesantemente, el vector con la
longitud intermedia, Pr2, pierde por completo el poco incremento observado con el Prl.
Esto se puede deber a que en la region que incluye el Pr2 pero no el Prl contenga algun
sitio inhibitorio de la formacién del complejo transcripcional. No es sino el fragmento del
promotor mas grande, Pr3, que evidentemente muestra un incremento significativo de 5.6
veces con respecto al vector vacio, lo que demuestra la presencia de al menos un elemento
de respuesta funcional en cultivo de miottbulos. Es necesario hacer mas experimentos para

demostrar qué sitios son responsables por este fenotipo, pero preliminarmente podemos
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afirmar que el promotor de Fndc5 requiere al menos 700 pares de bases rio arriba para

inducir su expresion en células diferenciadas.

Figura 12. El panel superior muestra los resultados del analisis bioinformatico, donde los factores
de trasncripcion localizados en cada region corresponden a aquellos que tuvieron una frecuencia
alta entre todos los fragmentos analizados y aparecen en cada uno de los experimentos realizados.
El panel inferior muestra la actividad de luciferasa en unidades relativas de luz, divididas entre la
actividad del control de transfeccidn renilla. Se hicieron siete cultivos independientes y se hizo
analisis de T de student para determinar diferencias significativas entre los vectores experimentales
y el vector vacio * p < 0.05.
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DISCUSION

Se ha demostrado que la genisteina tiene la capacidad de regular el metabolismo, la
expresion de genes y la transduccion de sefiales®™>?%%3° En nuestro laboratorio se encontrd
que cuando ésta se administra junto con dieta control a ratones jovenes, hay un incremento
en la sefializacién del eje musculo-irisina-tejido adiposo, que aumenta el gasto energético
favoreciendo la termogénesis en tejido adiposo blanco, como se ha reportado
anteriormente®. Nos preguntamos si el fenotipo observado es consecuencia de un efecto que
la genisteina tiene en el masculo esquelético; sin embargo, la evidencia del efecto directo
de la genisteina en células musculares fue poco concluyente. A las dos horas después de
estimular con genisteina, se observo un ligero incremento en la cantidad de proteina Fndc5.
Pero los experimentos no pudieron determinar si existia un efecto directo de la genisteina
en la sintesis de la proteina Fndc5, ni de la proteina Pgcla, que es responsable por inducir
la sintesis de irisina en musculo in vivo.

Consideramos que el efecto de la genisteina en ratones se debe a la interaccion fisiologica
entre varios érganos, e incluso no descartamos un posible rol de la microbiota intestinal en
la modificacion de la genisteina, como se ha reportado anteriormente*’. También, es posible
que la genisteina tenga efectos en el sistema nervioso central, aumentando la actividad
motriz diaria, y como consecuencia la actividad fisica de los individuos, lo que activaria la
sefializacion entre el masculo y el tejido adiposo mediada por la irisina. Consideramos que
esta linea de investigacion es importante para entender la relacion molecular que existe
entre los compuestos bioactivos y los beneficios que histéricamente se han correlacionado
con su uso, pero cuyo fundamento se desconoce.

Curiosamente, se observo que la expresion del gen Fndc5 tiene un patrén similar al de los
genes marcadores de la diferenciacion muscular Myog, Mef2a y Casq2. Se observo que dos
horas después de estimular con genisteina, hubo un ligero incremento en la expresion de
Fndc5, contrario al efecto inhibitorio que los estimulos tuvieron en los marcadores de
diferenciacion. Es notable que el efecto que tiene la genisteina en la expresién de los genes
medidos fue enmascarado por el etanol absoluto, que se utilizd6 como vehiculo del estimulo
y tiene efectos inhibitorios en la miogénesis de la linea celular C2C12%. Una aportacion
notable de este trabajo es que en experimentos subsecuentes con esta linea celular, se

evaluara con detalle el volumen de etanol que se utilizard para administrar el estimulo, toda
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vez que hemos demostrado que el etanol tiene un efecto en la expresion de los marcadores
de diferenciacion de la linea celular, asi como en la expresion del gen Fndc5.

Después de una serie de experimentos, fue muy evidente que el gen Fndc5 se comporta
como un marcador de diferenciacion. En el analisis del curso temporal de la expresion de
este gen durante la miogénesis, se encontrd que la dindAmica de la expresion es idéntica que
la del gen Myog. Por lo que no fue una sorpresa encontrar posibles sitios de unién al factor
de transcripcion miogenina en el promotor que regula la expresion del gen Fndc5. El
andlisis bioinformatico de la region promotora del gen Fndc5, evidencid la presencia de tres
regiones altamente conservadas con elementos de respuesta a una variedad de factores de
transcripcion. Como se menciond anteriormente, la presencia de dos elementos de respuesta
al factor de transcripcion miogenina llamo particularmente la atencion; la presencia de estos
elementos puede explicar el perfil de expresion del gen Fndc5 durante la miogénesis. En
experimentos subsecuentes, se demostrd que un fragmento del promotor que contiene un
sitio de respuesta al factor de transcripcion miogenina, es responsable por la induccion del
gen en respuesta a la diferenciacion celular. Esta evidencia apoya la hipotesis de que
miogenina regula positivamente la expresion del gen Fndc5. También, se encontrd
evidencia de que hay una region del promotor que contiene elementos inhibitorios de la
formacion o procesividad del complejo transcripcional. Sin embargo, es necesario realizar
mas experimentos para concluir el mecanismo mediante el cual la miogénesis regula la
expresion del gen Fndcb.

En la base de datos Ensembl, se encuentra anotado 89 pares de bases rio arriba del gen
Fndc5, la presencia del gen Gm15906, que codifica para un RNA largo no codificante
intergénico. La existencia de este gen fue determinada por andlisis de transcriptémica en
raton hecho por el proyecto Human and Vertebrate Analysis and Annotation (HAVANA),
por lo que su funcién no ha sido determinada. Al momento sélo se ha identificado su
existencia, por lo que es posible que regule de alguna forma la expresién del gen Fndc5. No
se ha confirmado si existen ort6logos de este gen adn, por lo que no se sabe si existe un
mecanismo de regulacion exclusivo en ratén, o los ortélogos del gen Fndc5 son precedidos
en otras especies por un gen que codifica para un RNA largo también.

El estudio del gen Fndc5 y la proteina que codifica, que da origen a la mioquina irisina

tiene grandes promesas para el futuro. En el contexto actual de obesidad que se vive a nivel
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mundial, desarrollar tecnologia que nos permita aumentar el gasto energético de los
individuos, sin que su calidad de vida se vea afectada es muy atractivo. El caso de la irisina
Ilama la atencién debido a la profunda reconfiguracion que esta tiene en el tejido adiposo.
Si entendemos de qué manera se induce la sintesis y secrecion de la mioquina, podremos
brindar a la poblacién un plan estructurado que mejorara su composicion corporal y dara

una mejor esperanza de vida.

PRESPECTIVAS

Como experimento inmediato se propone realizar ChIP para demostrar que miogenina se
unen a la regién del promotor del gen Fndc5 que abarcan el intervalo [-492, -710].
Posteriormente, se sugiere la construccion de un plasmido en el que con mutaciones
puntuales se perturbe esta interaccién. Finalmente se propone hacer ensayos donde se
contransfecten los plasmidos generados en este proyecto con un plasmido que sobreexprese
el gen Myog, lo cual aumentaria la cantidad de miogenina en la célula, haciendo evidente la

regulacion que este factor de transcripcion ejerce en el gen Fndcb.
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