PubliCE

Expresion de los Genes Activador
Tisular de Plasminogeno e Inhibidor
del Activador de Plasmindgeno I, en
el Musculo luego de un Ejercicio
Aerobico Agudo de Intensidad
Maxima

Christopher ] Womack, Richard L Carpenter, Jeffrey T Lemmer, Ryan M Francis, Jeremy L Knous y
Mark A Sarzynski

Department of Kinesiology, Michigan State University, East Lansing, MI, Estados Unidos.

RESUMEN

Los estudios realizados en animales sugieren que la activacion del plasmindgeno en el musculo esquelético es necesaria
para la reparacion del mismo. Sin embargo, los activadores del plasminégeno han sido poco estudiados en los seres
humanos. Por consiguiente, los objetivos de este estudio fueron: 1) evaluar los cambios en la expresiéon génica en el
musculo esquelético de los factores fibrinoliticos y de coagulacion 2) evaluar la actividad plasmatica de tPA y PAI-1, en
respuesta a una sesion aguda de ejercicio aerdbico de intensidad méxima, 3) determinar si existe alguna relacion entre la
expresion génica de tPA y PAI-1 en el musculo y los niveles de actividad plasmatica. Seis varones saludables, de edad
universitaria donaron voluntariamente muestras de sangre y musculo antes e inmediatamente después de un test de
ejercicio de intensidad maxima en cinta rodante. El tejido muscular fue homogeneizado y luego se purifico el ARN que
posteriormente fue sometido a RT-PCR con cebadores (primers) especificos para los genes tPA y PAI-1, y a biotinilacién
para microarreglos (microarray). La muestras de sangre fueron analizadas mediante un ensayo de inmunoabsorcion
biofuncional para determinar la actividad de tPA y PAI-1. Se observo un aumento significativo en el ARNm de tPA con el
ejercicio (p=0,038) mientras que los ARNm de PAI-1 no presentaron ningin cambio con el ejercicio. La actividad de tPA en
el musculo no presentd ninguin cambio con la sesion de ejercicio. El tPA plasmatico present6 un aumento significativo en la
actividad (p<0,0001), mientras que la actividad plasmatica de PAI-1 no presentd ningin cambio con la sesién de ejercicio.
En conclusiodn, la sintesis de tPA aumenta en el musculo luego de la realizacion de ejercicio agudo, de alta-intensidad y la
producciéon muscular no contribuye significativamente con el aumento plasmatico de tPA observado con el gjercicio agudo
de alta intensidad.
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INTRODUCCION

Aunque el ejercicio es una parte importante de la prevencion de las enfermedades cardiovasculares, aumenta
temporalmente el potencial de coagulacion de la sangre (28) y el riesgo de eventos cardiovasculares (21). La fibrindlisis es
la disgregacion de redes de fibrina asociada con los coagulos sanguineos y contrarresta la coagulacién. La respuesta
fibrinolitica frente al ejercicio es fundamental para mantener bajo, el riesgo de eventos cardiovasculares tales como el
infarto de miocardio y el accidente cerebro vascular, que generalmente son provocados por codgulos oclusivos (8, 17). La
fibrindlisis es iniciada por el activador tisular de plasmindgeno (tPA) o activadordel plasminégenotipo uroquinasa(uPA;
principal activador en ratones), que convierte el plasmindgeno a plasmita, una proteasa activa que degrada las redes de
fibrina. El tPA es inhibido por el inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-1) lo que asegura una precisa regulacion
de la fibrindlisis. Diferentes estudios han observado aumentos en la actividad de tPA y disminuciones en la actividad de
PAI-1 en el plasma, con el ejercicio de maxima intensidad (3, 14, 24, 26, 28, 29), lo que sugiere que la actividad fibrinolitica
aumenta con ejercicio agudo, lo que posiblemente brinda proteccién frente a los trombos oclusivos.

Se ha demostrado en modelos con animales, que la activacion del plasmindgeno se produce de manera localizada dentro
del musculo esquelético luego de una lesion, y que esta activacion desempeiia un papel en la regeneracion del musculo
(23). Mas especificamente, plasmindgeno, tPA/uPA y PAI-1 aumentan inicialmente la expresion en el muisculo esquelético
luego de una lesion en animales (22). Ademas, la inactivacion del sistema del plasminégeno en los modelos con ratones
knockout produce un defecto severo en la regeneraciéon muscular luego de una lesiéon muscular inducida quimicamente
(15, 22). Adicionalmente, los ratones deficientes en PAI-1 presentan una mayor recuperacion en la fuerza, en los niveles de
proteinas y en la morfologia muscular, luego de una lesion (11). Estos resultados sugieren que la activacién local del
plasmindgeno en el muisculo esquelético es importante para la recuperacion del dafio muscular provocado por ejercicios o
lesiones. Un estudio reciente observd la expresion de tPA y PAI-1 en el musculo esquelético en varones con sindrome
metabolico después de entrenamiento aerdbico (9). Los factores de coagulacion también pueden estar involucrados dado
que ciertos factores de coagulacion (Factor Xa y Va) pueden acelerar la activacion del plasmindgeno inducida por tPA (19).
Sin embargo, las respuestas fibrinoliticas y de los factores de coagulacidon en el musculo esquelético humano, que se
producen luego de ejercicio que dafa los musculos, no han sido evaluadas. El conocimiento de los mecanismos de
reparacion y regeneracion muscular luego de las lesiones musculares, como por e€j. del ejercicio de alta intensidad, podria
ser clinicamente 1til para atletas o pacientes que estén realizando ejercicios de rehabilitacion.

La expresion de tPA se ha observado en el ttero, cerebro y corazén pero tradicionalmente se cree que los niveles
plasmaéticos son producidos por las células del endotelio vascular (10, 25). Como mencionamos antes, la expresion de tPA 'y
PAI-1 se ha observado en el musculo esquelético de seres humanos (9) y animales (15, 22). Los aumentos en la activacion
del plasmindgeno en el musculo de los animales luego de las lesiones, junto con el hallazgo de expresion local de
activadores de plasmindgeno en el muisculo esquelético podrian sugerir que el musculo contribuye con el gran aumento
observado con el ejercicio en tPA (3, 14, 24, 26, 28, 29). Esta sugerencia es atractiva ya que el musculo esquelético aporta
un tejido muy abundante para la liberacion de tPA. Sin embargo, no se ha estudiado con detalle el aporte de tPA y PAI-1
muscular a los niveles plasmaticos.

Por consiguiente, los propdsitos de este estudio fueron: 1) evaluar los cambios en la expresion génica de los factores
fibrinoliticos y de coagulacién en el musculo esquelético 2) evaluar la actividad plasmatica de tPA y PAI-1 en respuesta a
una sesion aguda de ejercicio aerébico méaximo, 3) determinar si hay alguna relacion entre la expresion génica muscular de
tPA y PAI-1 y los niveles de actividad plasmatica.

METODOS

Sujetos

Seis varones de edad universitaria, saludables participaron en este estudio. En la Tabla 1 se enumeran las caracteristicas
de los sujetos. Los sujetos no podian participar si habian tenido previamente enfermedades como diabetes o problemas
cardiovasculares entre los que se incluyen desérdenes en la sangre e hipertensiéon. No se exigié a los sujetos que
estuvieran entrenados y en la Tabla se presentan los valores medios de VO,max. Los antecedentes de salud y ejercicio se
determinaron mediante un cuestionario. Todos los sujetos estaban de acuerdo en participar en el estudio y firmaron un
consentimiento informado. Este estudio fue aceptado el Comité de Revision Institucional de la Universidad Estatal de
Michigan.



Procedimientos
Pruebas de Ejercicio

El test de intensidad maxima en cinta rodante comenzé con una velocidad de 2,5 millas por hora (4 km.h"') y aumentaba
0,5 mph (0,8 km.h") por minuto, hasta alcanzar una velocidad maxima de 6,0 mph (9,6 km.h"). Una vez que se alcanzé esta
velocidad, la pendiente de la cinta rodante se incrementaba 3% por minuto de manera continua, hasta que los sujetos
alcanzaran el agotamiento volitivo. Se control¢ la frecuencia cardiaca mediante el monitor de frecuencia cardiaca Polar
(Electro Inc Polar., Lake Success, NY, EE.UU.) y el consumo de oxigeno fue medido continuamente mediante calorimetria
indirecta (Sensor Medics 2900 Metabolic Cart, Yorba Linda, CA, EE.UU.). El mayor consumo de oxigeno alcanzado en un
minuto durante el test fue definido como consumo de oxigeno maximo (VO,max). Para asegurar un esfuerzo maximo, los
sujetos debian alcanzar dos de los tres siguientes criterios establecidos, (4): 1) alcanzar el 95% de la frecuencia cardiaca
maxima para la edad, 2) tener una tasa de intercambio respiratorio mayor o igual a 1,15 y 3) presentar un plateau en el
consumo de O, (AO, < 150 mL O,.min") (2).

Recoleccion de las Muestras de Sangre y de Tejido Muscular

Las muestras de sangre y musculo fueron obtenidas luego de un ayuno de 12 horas. Las muestras fueron recolectadas
entre 7 y 10 de la mafiana para minimizar los efectos de la variacién diurna en la fibrindlisis (1). Antes de la primera
extraccion de sangre, los sujetos se colocaron en una posicion semi-reclinada durante 30 minutos para eliminar los efectos
posturales en la fibrindlisis (27). Las muestras de 5 mL de sangre, fueron extraidas de la vena antecubital y colocadas en
una solucidén de citrato acidificada. La sangre fue centrifugada para obtener el plasma libre de plaquetas y guardada a
-800C hasta el momento en que se realizaran las pruebas.

El sitio fijado para obtener biopsias musculares fue la linea media del cuadriceps en el vasto lateral. Las muestras de
musculo fueron obtenidas usando una aguja de biopsia Bergstrom de 5 mm y se obtuvieron mediante succién (5). La
muestra del mudsculo se colocé inmediatamente en un vidrio de reloj enfriado con hielo y se le extrajeron todos los rastros
visibles de sangre, tejido adiposo y conjuntivo. Una porcion de la muestra fue congelada inmediatamente en nitrégeno
liquido, y la otra porcién de la muestra fue mantenida en RNAlater (Ambion, Austin, TX, EE.UU.). Ambas muestras fueron
mantenidas a -80°C hasta el andlisis.

Luego de la extraccion inicial de las muestras, los sujetos realizaron el test de ejercicio con cinta, gasa estéril y una venda
de presion elastica sobre la incision de la biopsia. Inmediatamente después del ejercicio, los sujetos fueron ubicados en la
camilla de examen en posicion supina y se realizé nuevamente la extraccion de sangre y la biopsia de tejido muscular en la
misma incision que la biopsia inicial. Todas las muestras de sangre y musculo fueron recolectadas dentro de los 4 minutos
de haber finalizado la prueba de ejercicio.

Analisis de la expresion de tPA y PAI-1 en el musculo
Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Transcripcion Reversa (RT-PCR)

Una porcién del tejido de la biopsia muscular fue homogeneizada en reactivo Tri (Molecular Research Center, Inc.,
Cincinnati, OH, USA) en un homogeneizador politrén. El ARN total fue extraido y purificado con una columna RNeasy
siguiendo las instrucciones del fabricante (RNeasy kit, Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA.). Posteriormente el ARN fue
sometido a un tratamiento con DNasas (DNase Free, Ambion, Austin, TX, EE.UU). El ARN fue cuantificado
espectrofotométricamente a 260:280 nm para determinar su concentracion y pureza. El ARN total (0,5ug) fue sometido a
transcripcion reversa mediante el kit de reaccion para la sintesis de la primera hebra SuperScriptTM III (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Cantidades iguales de ADNc fueron amplificadas por PCR
utilizando cebadores (primers) especificos para los genes tPA y PAI-1 y un kit de reaccion HotStarTaq Master Mix (Qiagen
Inc., Chatsworth, CA, EE.UU). La secuencia nucleotidica de los cebadores (primers) utilizados fueron las siguientes: para
tPA el cebador sentido (sense primer) fue 5-AGGAGCCAGATCTTACCAAGTGA-3 y el cebador antisentido (antisense primer)
5-CGCAGCCATGACTGATGTTG-3 para un tamafio del producto de 78 pb; mientras que para el gen PAI-1 (30) el cebador
sentido fue 5-GTATCTCAGGAAGTCCAGCC-3 y el cebador antisentido 5-TCTAAGGTAGTTGAATCCGAGC-3 para un tamafio
de producto de 396 pb. La PCR se realizé con una temperatura de inicial de apareamiento (annealing) de 760C mientras
que la desnaturalizacién se produjo a 940C durante 45 segundos para las reacciones de tPA y PAI-1. Después del ciclo
inicial de 760C, en los siguientes cuatro ciclos se disminuyd la temperatura de apareamiento en 20C hasta que se alcanzd
una temperatura de apareamiento final de 660C para tPA y PAI-1. La extension se realizé a 720C durante 1 minuto para
tPA y PAI-1. La reaccion de PCR se optimizé en 40 ciclos para PAI-1 y 34 ciclos para tPA. Estas condiciones de PCR con
cebadores para tPA y PAI-1 fueron optimizadas en nuestro laboratorio y cada muestra fue procesada por duplicado. Luego
el ADNc fue sembrado en un gel de agarosa al 2% y fue sometido a electroforesis durante 30 minutos a 120 V. Para
analizar la intensidad de la banda se utiliz6 un procesador de imagenes KODAK 2000R con el software KODAK 1D (versién



4).
Expresion Génica en Microarreglos (microarray)

Una porcion del ARN total mencionada previamente se utilizo para el analisis en microarreglos (microarray). Las muestras
obtenidas antes del ejercicio (pre) de todos los sujetos fueron agrupadas en una muestra de modo que se utilizara una
cantidad igual de ARN de cada sujeto; asi se obtuvieron 5ug de ARN para la muestra pre-ejercicio (0,83ug ARN/sujeto, de
un total de 6 sujetos) que fueron utilizados en el chip de microarreglo. Las muestras post ejercicio también fueron
agrupadas con cantidades iguales de ARN de cada sujeto alcanzando un valor total de 5pg de ARN. A estas muestras de
ARN agrupadas se les realizé un marcaje con biotina usando el sistema de marcaje BioArray™ Single-Round RNA and
Biotin Labeling System (Enzo, Life Sciences, Farmingdale, NY, EE.UU). Posteriormente el ARN pre- y post-ejercicio
biotilinado, fue cuantificado para determinar su concentracidon y pureza. La calidad del ARN biotilinado fue analizada
utilizando un bioanalizador Agilent 2100 y Agilent ARN 6000 Pico chip (Agilent technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La expresion genémica de ARN biotilinado para las muestras agrupadas pre- y
post-ejercicio agrupadas fue cuantificada usando un kit comercial Affymetrix GeneChip U133 Plus 2.0 (Santa Clara, CA,
EE.UU) siguiendo las instrucciones del fabricante. La fragmentacion y el anélisis fueron realizados por el laboratorio de
Apoyo en Tecnologia Genomica en la Universidad estatal de Michigan. Las proteinas de coagulacion y fibrinolisis fueron
seleccionadas a partir de la base de datos NetAffx en el sitio web de Affymetrix
(http://www.affymetrix.com/analysis/index.affx). Los genes de la via de la fibrindlisis evaluados fueron: tPA, uPA,
plasmindgeno, PAI-1 y fibrinégeno. Los genes de la via de la coagulacién evaluados fueron: factores de coagulacion II, III,
V, VII, VIII, IX, X, XI, XII, XIII, factor de Von Willebrand, proteina S y proteina C.

Analisis de la Actividad de tPA Muscular

A partir del homogenato de tejido muscular se realizé una extracciéon de proteinas totales utilizando TriReagent™ vy las
mismas fueron resuspendidas en SDS 0,1% segun las instrucciones del fabricante. La concentracion de proteinas fue
determinada mediante el kit comercial DC Protein Assay Kit (Bio-RAD, Hercules, CA, USA). Cinco microgramos de
proteinas fueron sembrados en un gel de poliacrilamida al 12%. Como control positivo se utilizé 0,1 ng de un estandar de
tPA. Se realizaron varios estudios de optimizacion con el estandar de tPA y las muestras de tejido (datos no mostrados). La
cantidad de proteina (5 pg) y las condiciones del gel que se utilizaron fueron las dptimas para ver las diferencias entre los
controles positivos. Los geles fueron sometidos a electroforesis a 40C durante 5 h a 180 V, a continuacién se realizaron dos
lavados de 30 minutos con 2,5% Triton-X para reactivar el tPA. Entre los lavados, los geles fueron enjuagados brevemente
con el agua destilada. Posteriormente fueron incubados durante 19 h a 370C con un buffer de absorcidon de colagenasa
(pH=7,5) para permitir que el tPA activo presente catalice la ruptura de plasminégeno co-polimerizado en el gel. Se
preparo6 una solucion madre de tincion de PhastGel Azul-R (Pharmacia, NY, NY, EE.UU.) 0,2% siguiendo el protocolo del
fabricante. Se prepard una solucion final de tefiido/destefiido al 0,025% mezclando 26,5 mL de la solucion de tinciéon madre
con 184ml de solucion de desteiiido (1:3:6 acido acético glacial:metanol:agua destilada) (12). Cada gel fue sumergido en
200 mL de la solucidn final de tefiido/destefiido y fue suavemente agitado durante 4 h. Para analizar la intensidad neta de
las bandas y cuantificar la desintegracion del plasmindgeno en cada muestra, se utilizé un equipo KODAK 2000R y un
software de procesamiento de imdgenes KODAK 1D (version 4).

Analisis del Plasma

Las actividades plasmaticas de tPA y PAI-1 fueron cuantificadas mediante un ensayo de inmunoabsorcién biofuncional
(Biopool International, Ventura, CA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones de fabricante. La concentraciéon plasmatica del
antigeno tPA fue determinada a través del ensayo de inmunoabsorcién enzimatica (American Diagnostica, Greenwich, CT,
EE.UU) de acuerdo a las instrucciones de fabricante y no se efectuaron correcciones para los cambios en el volumen de
plasma.

Analisis Estadisticos

Los cambios en la expresion génica pre-ejercicio vs post-ejercicio mediante microarreglos, fueron analizados con el
software operativo GeneChip (GCOS) version 3.1, y fueron realizados en el Laboratorio de Apoyo para la Tecnologia
Genomica en la Universidad Estatal de Michigan. Los cambios en las variables dependientes determinadas en musculo y
plasma, pre-ejercicio vs post-ejercicio fueron evaluados por medio de test-t para muestras apareadas. Las variables
dependientes fueron: ARNm muscular (tPA y PAI-1), actividad de tPA muscular y actividades de tPA y PAI-1 en el plasma.
Se evaluaron las correlaciones entre las variables musculares y las variables plasméaticas por medio del coeficiente de
correlacion de Pearson. Estas pruebas fueron realizadas en SPSS version 11. La significancia estadistica se fijé en p<0,05.



RESULTADOS

Analisis del Tejido muscular

Expresion Génica en RT-PCR

En la Figura 1A y 1B se muestran los valores medios de los ARNm de tPA y de PAI-1 por RT-PCR
para todos los sujetos. No se observaron cambios significativos en la expresion de tPA o de PAI-1
entre los valores pre- y post-ejercicio. La Figura 1C muestra la expresion génica para cada sujeto
individual y refleja el valor erréneamente alto durante el descanso y una respuesta diferencial para
el tPA del sujeto 2 en comparacion con los otros sujetos. Por lo tanto, cuando se realizé un analisis
donde se excluy¢ al sujeto #2, se observd un aumento significativo (p<0,05) en la expresion de tPA
muscular pre- vs post-ejercicio (Figura 1D). La exclusion del sujeto #2 no cambio los resultados para
el ARNm de PAI-1.
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Figura 1. Expresion de los ARNm de tPA y PAI-1 con el ejercicio. Las muestras de tejido fueron extraidas mediante biopsia
percutdnea justo antes y después de la realizacion de ejercicio aerdbico agudo de mdxima intensidad. El tejido fue homogeneizado y
se extrajo el ARN total, que luego fue analizado para determinar el contenido de ARNm a través de RT-PCR semicuantitativa. Panel A:
Cuantificacion del ARNm de tPA del tejido muscular, establecida a partir de un gel representativo de un sujeto (n=6); Panel B:
Cuantificacion del ARNm de PAI-1 del tejido muscular, establecida a partir de un gel representativo de un sujeto (n=6); Panel C:
ARNm del tPA del tejido muscular, pertenecientes a cada sujeto del estudio, determinados pre-ejercicio (barras blancas) y post-
ejercicio (barras negras); Panel D: Cuantificacion del ARNm de tPA del tejido muscular luego de la exclusion de los datos del sujeto 2,
(n=5). *Representa p<0,05.

Expresion Génica en Microarreglos (Microarray)

Si bien se observaron cambios en la expresion génica, no se observaron cambios en ningun factor



fibrinolitico que fuera estadisticamente significativo (Tabla 2), los que indica probablemente que los
cambios de la expresion no fueron lo suficientemente importantes para poder ser medidos por el
analisis de microarreglos. El factor V fue el unico factor de coagulacion en el cual se observé un
aumento estadisticamente significativo en la expresion génica en el tejido muscular (Tabla 3).

Gen Cambio P
tFA 0,512 0,500
ufra 0,758 0,333
Plasminogen (1] 0,812 0,468
Flasmindgena (2] 1,00 0,747
Fal-1 (17 1.00 0,854
FaI-1 (2} 0,536 0,956
PAI-1 (3) 0,574 0,888
FAI-1 (4] 0,144 0,575
Fibrindgeno B (17 5,66 0,646
Fibrindgeno B (2] 0,072 0,921
Fibrinageno vy 0,812 0,500
Fibrindgeno a (1] 0,758 0,500
Fibrindgeno a (2] 3,48 0,500
Fibrinageno a (3] 0,833 0,500

Tabla 2. Expresion de los genes de la fibrindlisis en los microarreglos. Los valores corresponden a la media de todos los sujetos. Los
numeros colocados en cada gen corresponden a las diferentes pruebas utilizadas en el chip de microarreglos.

Gen Cambio P
Factor de Coaag. II 2,14 0,621
Factor de Coaag. III 0,354 0,500
Factor de Coag. W (1) 0,574 0,805
Factor de Coag. W (2] &,96 0,213
Factor de Coag. v (3) 2,14% 0,047
Factor de Coag. WII (1) 1,52 0,169
Factor de Coag. WII(2) 0.660 0,500
Factor de Coag. WIII 0,933 0,500
Factor de Coag. IX 1,41 0,500
Factor de Coag. X 1,62 0,704
Factor de Coag. XI(1) 1,00 0,186
Factor de Coag. XI(2) 0,871 0,655
Factor de Coaa. XI(3) 3,48 0,500
Factor de Coag. XI(4) 1,15 0,494
Factor de Coag. XII (1) 0,250 0,532
Factor de Coag. XII (2] 0,533 0,500
Factor de Coag. XIII 0,812 0,500
Factor de Coag. XIII[G 0,812 0,805
Factor Wan Will (1] 0,758 0,993
Factor wan Will (2] 0,871 0,500
Proteina = 0,833 0,500
Proteina C 0,707 a,787

Tabla 3. Expresion en microarreglos de los genes vinculados a la coagulacion. Los valores corresponden a la media de todos los
sujetos. Los numeros colocados en cada gen corresponden a las diferentes pruebas utilizadas en el chip de microarreglos.



Actividad Muscular de tPA

La actividad muscular de tPA, evaluada mediante zimografia del plasmindgeno en gel, no cambi¢ significativamente con el
ejercicio (Figura 2A). La exclusién del sujeto 2 en el analisis, no alter6 los resultados para la actividad de tPA en el
musculo.

Analisis del Plasma

La actividad de tPA de plasma presentd un aumento significativo (Figura 2B) con el gjercicio, mientras que la actividad
plasmatica de PAI-1 no mostr6 ningtin cambio estadistico (Figura 2C). No se observo asociacion significativa entre las
variables del plasma y las variables del tejido muscular (p>0,05).
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Figura 2. Actividad de las proteinas de tPA y PAI-1. Panel A: El tejido muscular fue extraido por biopsia percutdnea, antes e
inmediatamente después de la realizacion del ejercicio aerobico agudo de intensidad mdxima. El tejido fue homogeneizado, y a partir
del mismo se realizé la extraccion de proteinas. Para el zimografia se utilizaron cantidades iguales de proteinas (ver Materiales y
Meétodos). La cuantificacion de la actividad de tPA muscular se obtuvo del gel, tal como se observa a través de las bandas de un gel
representativo. Panel B: Las muestras de sangre fueron recolectadas antes e inmediatamente después del ejercicio aerdbico agudo. La
actividad de tPA fue determinada mediante ELISA. Panel C: La actividad de PAI-1 en la sangre fue analizada mediante ELISA.

DISCUSION

La activacion de plasmindgeno desempeiia claramente un papel en la recuperacion y regeneracion muscular luego de una
lesién. La inhibicion del uPA provoca una menor fusion y diferenciacién de mioblastos (6,18) y una menor proliferacién (6,
7). Adicionalmente, el dafio muscular quimico aumenta la expresion génica de uPA y de los genes miogénicos provocando
reparacion y regeneracion muscular en ratones (15). Ademas, los ratones deficientes en uPA presentaron una mayor
deposicion de fibrina y alteracionesen la reparacion de los musculos dafiados (15). La eliminacion de los depoésitos de
fibrina a través de un veneno de serpiente llamado ancrod, luego de la lesién muscular, produjo una mayor reparacion y
regeneracion muscular (22). Un estudio posterior demostrd que los ratones knockout para PAI-1 tienen una habilidad
avanzada para la reparacién y regeneracién muscular (11), lo que indica que éstos activadores del plasminégeno son
fundamentales para enfrentar el dafio muscular. Los estudios sobre la activacién del plasminégeno en células humanas han
utilizado sélo uPA (6,7), sin embargo, los resultados de nuestro laboratorio sugieren que tPA es el activador de
plasmindégeno predominante en los seres humanos (13). A pesar de todo, estos activadores de plasmindgeno serian
fundamentales para la reparacion del musculo después de la lesion.

El presente estudio apoyaria la hipdtesis que la activaciéon del plasminégeno desempeila un papel en la reparacion de los
musculos. Se ha observado un aumento en el tPA en humanos que realizan un programa de ejercicios crénicos, y en
varones con enfermedad metabdlica (9). Sin embargo, el presente estudio es el primero en demostrar un aumento en el
ARNm de tPA en el misculo esquelético humano luego de la realizacién de ejercicio agudo, de alta intensidad (Figura 1D).
En ratones también se observan aumentos similares, aunque en uPA, pero los ratones también muestran un aumento en el
ARNm de PAI-1 (22). El presente estudio observé un aumento en tPA pero no en PAI-1, lo que sugiere un posible aumento
en el potencial fibrinolitico. A pesar de éstos cambios en el ARNm, nosotros no observamos un aumento significativo en la
actividad de tPA en las muestras de musculo entero (Figura 2A). Luego del ejercicio se observé un aumento en la expresion
génica del Factor V a pesar de que la forma activa del Factor V es un conocido acelerador de la activacion del



plasmindgeno inducida por tPA (19). Por otra parte, un aumento en la actividad de tPA podria requerir la sintesis de la
proteina completa ya que nosotros sélo descubrimos aumentos en el ARNm. Es posible que el presente ejercicio no haya
inducido el daflo muscular suficiente para aumentar la actividad de tPA. Sin embargo, un reciente estudio con una prueba
de esfuerzo progresiva en cinta rodante similar, observd aumentos significativos inmediatamente después del test de
ejercicios en los niveles plasmaticos de creatinquinasa, lactato deshidrogenasa y aspartato aminotransferasa, que son
todas enzimas marcadoras de dafio muscular estructural (20). A pesar de estas inferencias, los resultados pueden ser mas
pronunciados utilizando protocolos que logren inducir un mayor nivel de dafilo muscular como la carrera en cinta rodante
en descenso.

La recoleccion de las muestras inmediatamente después de la finalizacién de los ejercicios pudo haber contribuido con los
presentes resultados. No se observd ningin cambio significativo en los microarreglos de los genes fibrinoliticos a pesar de
que si se observaron aumentos en tPA mediante PCR. Las muestras de los sujetos fueron obtenidas inmediatamente
después del ejercicio, lo que probablemente haya limitado nuestra capacidad de detectar los cambios, dado que
laregulacion por incremento de los genes es un proceso que depende del tiempo. Esta limitaciéon acentiia el aumento
descubierto en la expresion del gen tPA via RT-PCR y probablemente hubiéramos observado mayores aumentos si se
hubieran tomado las muestras musculares mucho tiempo después de la realizacion de la sesién de ejercicio. Seleccionamos
éste momento porque los cambios plasmaticos en tPA se producen durante este intervalo de tiempo, y nos permitiria
comparar los cambios en la produccién muscular y en el plasma. Se observaron aumentos significativos en el tPA del
plasma inmediatamente después del ejercicio (Figura 2B). Sin embargo, no se observo ninguna asociacién significativa
entre tPA o el ARNm de PAI-1 muscular y los cambios en el plasma, lo que sugeriria que la producciéon muscular de estos
factores no contribuye significativamente con los cambios observados en el plasma inmediatamente después del ejercicio.

Los resultados presentes tienen implicancias interesantes, pero también implican algunas limitaciones. El hecho de
considerar solo seis sujetos, disminuy¢ la potencia estadistica y posee un valor extremo en una de las principales variables
de medicién. Se decidié remover éste valor extremo porque su respuesta (Figura 1C) fue completamente opuesta a la de
todos los otros sujetos, opuesta a los cambios conocidos en tPA del plasma y opuesta a las respuestas del RNAm de tPA de
los estudios realizados con animales. La respuesta diferencial nos lleva a concluir que éste sujeto no fue correctamente
clasificado mediante el criterio de inclusidn/exclusiéon y por consiguiente debe ser excluido de los resultados y
conclusiones. Los célculos post-hoc de potencia indicaron una potencia de 32% para detectar las diferencias en los niveles
de ARNm del tPA con una significancia de 0,05. La exclusion del sujeto con valores extremos disminuyd nuestra potencia
un 4%. La exclusidn del sujeto produjo un aumento estadisticamente significativo en el ARNm del tPA. Ademds de este
valor extremo, las muestras fueron tomadas a través de la biopsia del musculo entero, lo que indicaria una posible
contaminacién del musculo analizado con proteinas de capilares y de tejido conjuntivo. Sin embargo, nosotros no
encontramos ningun cambio en la actividad de las proteinas musculares de tPA, que suponiamos que podria tener el mayor
riesgo de contaminacién. Ademas, hemos observado la expresion de tPA en fibras musculares particulares en humanos, lo
que sugiere que estos cambios agudos pueden deberse a cambios inherentes en la fibra, y no en los tejidos adyacentes
(13). El diseno del presente estudio también exigi6 realizar la biopsia muscular post-ejercicio en la misma incisién que la
biopsia inicial para recolectar el tejido en el lapso de tiempo requerido. Una segunda recoleccion en el mismo sitio de la
biopsia podria haber inducido cambios en la expresion génica principalmente debidos a la lesién en el tejido. Sin embargo,
datos previos indicaron que hasta tres muestreos en el mismo sitio no producen cambios significativos en la expresion
génica, tal como se descubriera por PCR en tiempo real (16), lo que sugiere que los datos actuales son validos.

Conclusiones

El tejido del musculo esquelético humano mostré un aumento en la expresion de tPA luego del ejercicio aerébico maximo
agudo similar a los de estudios en animales, que también sugieren que en los humanos aumenta la activaciéon del
plasmindgeno luego de ejercicio agudo de alta intensidad. Los niveles plasmaticos de tPA aumentaron dramaticamente
después del ejercicio, sin embargo, no se observé ninguna asociacion entre el nivel de ARNm en el musculo y la actividad
de tPA en el plasma, lo que sugiere que el musculo no contribuye con la actividad plasmatica de tPA observada con el
ejercicio agudo de alta intensidad. Los estudios futuros deben incluir mas sujetos y deben usar una sesion de ejercicio para
inducir un mayor dafio muscular, como por ejemplo carrera en descenso.
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