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RESUMEN

El estiramiento es un método comun utilizado para prevenir el acortamiento muscular y mejorar la movilidad limitada. Sin
embargo, ain no se ha investigado el efecto de los diferentes periodos de tiempo sobre la adaptacion inducida por el
estiramiento de la matriz extracelular y sus elementos reguladores. El objetivo fue evaluar la expresion de los colagenos
fibrilares, la sarcomerogénesis, la actividad de la metaloproteinasa (MMP) y la expresion génica de los reguladores de la
matriz extracelular (ECM) en el musculo séleo (SOL) de ratas sometidas a diferentes periodos de estiramiento. Los
musculos soleos fueron sometidos a 10 series de estiramiento pasivo durante 10 (St 10d) o 15 dias (St 15d) (1 minuto por
serie, con 30 segundos de descanso entre series). Se analizé la sarcomerogénesis, el area de seccidn transversal del
musculo (CSA), la actividad de la MMP y los niveles de ARNm en colageno (tipo I, III y IV), el factor de crecimiento del
tejido conectivo (CTGF), el factor de crecimiento beta (TGF-B) y la lisil-oxidasa (LOX). El estiramiento pasivo durante
ambos periodos de tiempo mitigd la deposicion de COL-I en el musculo SOL de las ratas. Paraddjicamente, 10 dias de
estiramiento pasivo indujeron la sintesis de COL-I y COL-III, con el consiguiente aumento de TGF-B1 y CTGF a nivel
transcripcional. Estas respuestas pueden estar asociadas con niveles mas bajos de ARNm de LOX en los musculos SOL
sometidos a 10 sesiones de estiramiento pasivo. Ademas, la sarcomerogénesis se observo después de 15 dias de
estiramiento, lo que sugiere que las adaptaciones musculares inducidas por el estiramiento son respuestas dependientes
del tiempo.

INTRODUCCION

El estiramiento es un método comun utilizado en actividades deportivas y programas de rehabilitaciéon para prevenir el
acortamiento muscular'™y mejorar la movilidad limitada’. Las adaptaciones del musculo esquelético han sido demostradas
a través de diferentes vias en respuesta al estiramiento pasivo®’. Los mecanismos potenciales implicados en las



adaptaciones del miisculo esquelético inducidas por el estiramiento se basan en la prevencién de la atrofia muscular'®"y la

deposicién de nuevas unidades de sarcémeros en los musculos de las ratas". Ademaés, la frecuencia y la duracién del
estiramiento parecen jugar un papel crucial en las adaptaciones del musculo esquelético, como se ha observado en
nuestros estudios previos®™. Como tal, las diferencias en los métodos de estiramiento aplicados (continuo vs. intermitente)
afectan el crecimiento muscular® y las propiedades viscoelésticas de las estructuras tendinosas'. Ademads, se han
investigado los métodos de inmovilizacién'®'®y las técnicas de estiramiento en el misculo denervado de las ratas'. Sin
embargo, hay pruebas limitadas con respecto al efecto de los diferentes periodos de estiramiento sobre la homeostasis de
la ECM.

El tejido conectivo estd formado principalmente por proteinas de la ECM, incluidos los colagenos, y desempefia un papel
importante en la transmisién de fuerza de las fibras musculares® y en la proteccién contra el dafio contractil®. Los
colagenos fibrilares tipo I (COL-I) y tipo III (COL-III) son la principal proteina estructural de la ECM del musculo
esquelético’, mientras que las membranas basales consisten principalmente en redes de colageno tipo IV (COL-IV)®. La
degradacion de la matriz extracelular es un proceso enzimatico regulado por la actividad de la MMP y los inhibidores de
tejido endégeno de las metaloproteinasas (TIMP)?, mientras que las MMP-2 y MMP-9 son gelatinasas expresadas en el
musculo esquelético que degradan los coldgenos, la fibronectina, el proteoglicano y la laminina®. El factor de crecimiento
transformante-beta (TGF-B) es una citoquina crucial responsable de producir COL-I, fibronectina y factor de crecimiento
del tejido conectivo (CTGF)***°, ademds de suprimir las MMPs*’. De hecho, un TGF-p elevado provoca una respuesta
fibrética®*’. Ademas, la lisil-oxidasa (LOX) se ha asociado con el desarrollo de la ECM y desempefia un papel fundamental
en la estabilizacién del coldgeno fibroso mediante la formacién de enlaces covalentes cruzados®®. De hecho, el
entrecruzamiento del coldgeno es importante para producir fuerza durante el estiramiento pasivo®.

La inmovilizacién induce la atrofia muscular y la proliferacion del tejido conectivo, causada por cambios en la sintesis de
coladgeno y degradacion del tejido muscular®®*. Mientras investigaciones anteriores han demostrado que el estiramiento
muscular minimiza la acumulacién de tejido conectivo"®, los resultados relacionados con el efecto del estiramiento sobre la
deposicién de tejido conectivo y la remodelacién de la ECM siguen siendo polémicos®. Por ejemplo, Zotz et al.**
encontraron que el estiramiento pasivo (3 veces a la semana durante 1 semana) aumentaba el contenido de colageno tipo I
(COL-I) y simultaneamente reducia los niveles de coldgeno tipo III (COL-III) y TGFB1 en el musculo séleo de ratas hembras
mayores. Ademas, Faturi et al."® observaron un aumento del contenido de tejido conectivo en los miisculos SOL denervados
de las ratas en respuesta a 7 sesiones de estiramiento intermitente. En nuestro estudio, tanto la expresiéon génica como la
actividad de la MMP-2 aumentaron en respuesta al estiramiento del musculo SOL denervado en ratas'*, aunque una sola
sesi6n de estiramiento no provocé cambios en la actividad de la MMP-2 y la MMP-9°. Sin embargo, no se ha investigado el
efecto de los diferentes periodos de tiempo sobre las adaptaciones de la ECM inducidas por el estiramiento.

Asi, el objetivo de este estudio fue evaluar la expresion de coldgenos fibrilares (COL-I, III y IV), la sarcomerogénesis, la
actividad de la MMP y la expresion génica de los principales reguladores de la ECM en el musculo SOL de ratas sometidas
a diferentes periodos de estiramiento pasivo. Se plantea la hipdtesis de que un gran nimero de sesiones de estiramientos
pasivos reduciran el contenido y la sintesis de coldgeno, con un aumento concomitante de la actividad de la MMP-2 y una
mayor multiplicacion de los sarcémeros (sarcomerogénesis) en el misculo SOL de las ratas.

RESULTADOS

Sarcomerogénesis, actividad de la MMP-2 y expresion de colageno en los musculos SOL sometidos a 10 o 15
dias de estiramiento pasivo.

El nimero de sarcomeros en los misculos SOL aumento en el grupo St 15d en comparacion con los controles (Fig. 1A; p <
0,05). No hubo cambios intergrupales en los niveles de CSA y pro-MMP-2 (Fig. 1B y C). La actividad de la MMP-2
disminuy6 en las ratas de St 10d en relacion con los controles (Fig. 1D; p < 0,05). La figura 2 muestra el anélisis cualitativo
de la tincién por inmunofluorescencia para COL-I, III y IV. La deposicién de COL-I (% por area de fibra muscular)
disminuy6 en los musculos SOL de los grupos St 10d y St 15d en comparacion con los controles (Fig. 2A; p < 0,0001). No
hubo diferencias intergrupales en los niveles de COL-III y COL-IV (Fig. 2B y C).
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Figura 1. Numero de sarcomero (A), drea de seccion transversal - CSA (B), niveles pro-MMP-2 (C) y actividad de MMP-2 (D) en el
musculo SOL. Grupos: control (C), 10 dias de estiramiento pasivo (St 10d) y 15 dias de estiramiento pasivo (St 15d). Los valores se
expresan como media + SEM. ANOVA unidireccional, p < 0,05: * vs. C; ** vs. St 10d n = 6/grupo.



Al 10d Al1sd Ly
_E wf " :
=3
U'E -
£
B é 51 10d 511I§d

coL-m
% of il area)

c Al 10d Al 15d 4
A —
2 4 a0+
£ 10+
’ c 5t 104 s115d
C Al 10d -
04
- 20
104

T
c 54 104 Sp15d

Figura 2. Imdgenes representativas y cuantificacion de los niveles de COL-I (linea A), COL-III (linea B) y COL-IV (linea C) en el
miusculo SOL. Grupos: control (C), 10 dias de estiramiento pasivo (St 10d) y 15 dias de estiramiento pasivo (St 15d). Los valores se
expresan como % del total del drea + SEM. ANOVA unidireccional, p < 0,05: * vs. C; ** vs. St 10d n = 6/grupo.
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Niveles de ARNm de COL-I, III y IV, TGF-B1, CTGF y LOX en los musculos SOL sometidos a 10 o 15 dias de
estiramiento pasivo.

El1 COL-I, III y IV (Fig. 3A-C; p < 0,0001), TGF-B1 y las transcripciones de CTGF (Fig. 3D,E; p < 0,0001) aumentaron
significativamente en los musculos SOL del grupo St10d en comparacién con las ratas control. Se observaron niveles
inferiores de COL-III, IV, TGF-B1 y ARNm del CTGF en el grupo St15d en comparacion con las ratas de St10d (Fig. 3B-E; p
< 0,0001). Los niveles de ARNm de LOX disminuyeron en el grupo St 10d en relacién con los controles, mientras que las
transcripciones de LOX no fueron estadisticamente diferentes del grupo control, pero fueron més altas en las ratas de St
15d en comparacion con el grupo St 10d (Fig. 3F; p = 0,0002).
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Figura 3. Expresion génica por qPCR. Los datos se expresan como ratios de los genes diana COL-I (A), COL-III (B), COL-IV (C), CTGF
(D), TGF-B (E) y LOX (F) a GAPDH en el misculo SOL. Grupos: control (C), 10 dias de estiramiento pasivo (St 10 d) y 15 dias de
estiramiento pasivo (St 15d). Los valores se expresan como media = SEM. ANOVA unidireccional, p < 0,05: * vs. C; **vs. St 10d n =
6/grupo.

Discusion

El presente estudio demostré que 10 y 15 dias de estiramiento pasivo mitigaron el contenido de COL-I en los musculos SOL
de las ratas, aunque la actividad de la MMP-2 disminuyd después de 10 sesiones. Paraddjicamente, 10 dias de estiramiento
pasivo indujeron la sintesis de COL-I y COL-III, con la consiguiente aumento de regulacion de la transduccién de la sefal
ascendente (CTGF y TGF-B1) a nivel transcripcional. A pesar de la clara indicacion de la sintesis de colageno después de 10
dias de estiramiento, la estabilizacién del entrecruzamiento del colageno no acompand este proceso, ya que se observaron
bajos niveles de ARNm de LOX después de 10 sesiones de estiramiento. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio
que demuestra la expresion génica de los elementos reguladores de la ECM en respuesta al estiramiento pasivo. Aunque
los resultados obtenidos en los estudios que utilizan la denervacion y la inmovilizacién no son concluyentes, nuestros
hallazgos indicaron que los periodos mas largos de estiramiento aliviaron la deposicién de coldgeno en los musculos
esqueléticos, concomitantes con las diferentes respuestas reguladoras de la ECM a nivel transcripcional.

La sarcomerogénesis se observo después de 15 dias de estiramiento pasivo, lo que sugiere que la frecuencia y la duracion
del estiramiento pueden llevar a adaptaciones musculares y efectos paralelos sobre la homeostasis de la ECM (Fig. 1A).
Mientras que una sesion de estiramiento de 40 minutos a la semana no alteraba el nimero de sarcémeros en serie en los
musculos SOL de las ratas®, estirar cada 3 dias durante 40 minutos aumentaba el nimero de sarcémeros en serie en
comparacién con el misculo contralateral®. En un estudio anterior, encontramos que los misculos SOL denervados de las
ratas sometidos a diferentes periodos de estiramiento intermitente no mostraron cambios en el nimero de sarcémeros en
serie’®. En este estudio, 15 sesiones de estiramiento pasivo indujeron sarcomerogénesis en los miisculos SOL. El niimero
total de sarcdmeros en serie aumento6 en los musculos SOL estirados dos veces por semana durante 40 minutos, durante
ocho semanas consecutivas, lo que corrobora parcialmente nuestros hallazgos®. Se ha sugerido que el estiramiento pasivo
podria promover la adicion de sarcomeros si el musculo se alarga lo suficiente como para aumentar la liberacion de calcio
a través de los canales de calcio activados®.

El estiramiento pasivo alivia la stiffness del tejido muscular’®. Como tal, se ha informado una reduccién de la stiffness de la
unidad musculo-tenddn en respuesta a 5 minutos de estiramiento estatico en los musculos gastrocnemios en humanos, lo
que sugiere cambios en las propiedades del tejido conectivo®'’. De hecho, la resistencia pasiva estd influenciada por la
deformacion (alargamiento) del tejido conectivo (endomisio, perimisio y epimisio) del vientre muscular en respuesta al
estiramiento’. Ademas, un protocolo de estiramiento (diez repeticiones de 15 s con 30 s de descanso entre repeticiones,
aplicadas después de la inmovilizacion durante 10 dias consecutivos) condujo a la acumulacion de tejido conectivo
intersticial en los musculos SOL de las ratas hembras®. Los autores sugirieron que la proliferacién del tejido conectivo es
un mecanismo de proteccion para prevenir el dafio en el musculo inmovilizado. Por otro lado, el contenido de COL-I
disminuy6 en los misculos SOL sometidos a estiramiento durante 10 y 15 dias (Fig. 2), corroborando los resultados de un
estudio anterior®. Sin embargo, es necesario comprender mejor los mecanismos moleculares inducidos por el estiramiento
que intervienen en la homeostasis del tejido conectivo.

Se ha demostrado que la MMP-2 desempefia un papel en la fase de remodelacién prolongada del miisculo esquelético®.
Mientras la actividad de la MMP-2 disminuy6 en el grupo de St 10 en el presente estudio, los niveles de la MMP-2
aumentaron después de 2, 4 y 7 dias de contracciones de alargamiento®. Sin embargo, aunque un estudio previo no mostré
cambios en la actividad de MMP-2 y MMP-9 y en la expresion génica en los musculos SOL de las ratas después de una sola
sesién de estiramiento’, cuatro series de estiramientos diarios aumentaron la actividad de MMP-2 en el musculo tibial
anterior™. En el presente estudio, la actividad de la MMP-2 disminuyé después de 10 sesiones de estiramiento pasivo, lo
que sugiere que el nimero de sesiones es un factor clave en la modulacién de la renovacién de la ECM. Las diferencias
observadas en los distintos estudios pueden deberse a los diferentes métodos utilizados. Ademés, la reduccion de la
actividad de la MMP-2 puede estar relacionada con el aumento de las transcripciones de colageno (I, III y IV), observadas
después de 10 sesiones de estiramiento. De hecho, 10 y 15 sesiones de estiramiento pasivo redujeron el contenido de COL-
I (Fig. 2A), aunque los niveles intergrupales de COL-III y IV permanecieron sin cambios (Fig. 2B,C). Esto puede deberse a
la participacién de otros subtipos de MMP en la degradacién por COL-I, incluidas las colagenasas (MMP-1 y 13)***, a
diferencia de la MMP-2 sola. Ademas, mientras el COL-IV de la ldmina basal de la membrana muscular ha sido identificado
como un objetivo de la MMP-9*, no hubo cambios en la actividad de la MMP-9 después de 10 6 15 sesiones de estiramiento
del musculo SOL (datos no mostrados). Ademas, la MMP-9 se asoci6 con la activacién del TGF-B1 latente en una forma
madura, que induce la fibrosis en los musculos distréficos®. Por otra parte, la expresién génica de MMP-9 aumentd en los



musculos SOL de las ratas sometidos a denervacién, sequidos de 10 sesiones de estiramiento'®. Considerando las
diferencias entre los estudios, la expresion de la MMP parece depender mas de los procesos de degeneracion y
regeneracion en los musculos esqueléticos de las ratas™.

En el presente estudio, 10 sesiones de estiramiento pasivo provocaron un aumento de las transcripciones de COL-I1y IV,
mientras que 15 sesiones produjeron aumentos marcados en los niveles de ARNm de COL-I y III en los musculos SOL de
las ratas (Fig. 3A,B). De hecho, en un estudio previo demostramos que las sesiones diarias de estiramiento inducen una
reorganizacién molecular de las fibrillas de coldgeno después de la inmovilizacién del muisculo SOL de la rata™. Las
contracciones de alargamiento y/o deformacién mecanica de los tejidos conectivos extracelulares probablemente inducen
la sintesis de colageno en el misculo esquelético, lo que lleva a una mayor resistencia pasiva cuando el musculo esta
estirado™®. En otro estudio, tanto el contenido de COL-I como la expresién del gen TGF-p aumentaron en los misculos
séleo denervados de las ratas después de 10 sesiones de estiramiento intermitente en dias alternos'®. Los mecanismos
involucrados en estas respuestas pueden estar asociados con la sefalizacion pro-fibrética (CTGF y TGF-1). De hecho, el
aumento de los niveles de ARNm de CTGF y TGF-B1 se observo después de 10 sesiones de estiramiento pasivo, pero no
hubo cambios en estas transcripciones después de 15 sesiones (Fig. 3D,E). El estrés mecanico parece estimular el CTGF,
que estd implicado en la fibrosis muscular inducida por el estiramiento*. Se ha demostrado que los ciclos repetitivos de
estiramiento-relajacion inducen la liberacion del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) en las células
musculares diferenciadas®, lo que sugiere que los "factores de crecimiento" son objetivos importantes relacionados con la
remodelacién de la ECM y la homeostasis del musculo esquelético’”*, y que también pueden ser regulados mediante el
estiramiento'®. Por el contrario, los modelos de estiramiento ex vivo e in vivo resultaron en mayores niveles de TGF-p y
procolégeno tipo 1 en los tejidos de los ratones®.

Nuestros hallazgos con respecto a la reduccion de la deposiciéon de COL-I (Fig. 2A) pueden estar asociados con la
disminucion de los niveles de ARNm de LOX (Fig. 3F). Por otro lado, se ha descubierto que la carga mecéanica
(contracciones concéntricas, excéntricas e isométricas) aumenta las transcripciones de la LOX en los tendones y los
musculos gastrocnemios de las ratas*. Sin embargo, con respecto al tejido muscular esquelético, los efectos de los
diferentes periodos de estiramiento sobre los niveles de LOX ain no se comprenden completamente. Nuestro estudio es el
primero en examinar los efectos del estiramiento pasivo sobre la expresion genética de la LOX en los musculos de las ratas.
La disminucién de los niveles de ARNm de LOX se observo después de 10 sesiones de estiramiento pasivo, pero las
transcripciones de LOX volvieron a los valores basales (ratas control) después de 15 sesiones. Se cree que la LOX es
importante en la formacion de enlaces cruzados derivados de la lisina entre y dentro de las moléculas de colageno,
contribuyendo a estabilizar y fortalecer las fibrillas de coldgeno®. Por lo tanto, en contraste con el aumento inducido por el
estiramiento de las moléculas relacionadas con la sintesis de coldgenos (Fig. 3A-E), el estiramiento pasivo parece
desempeiiar un papel significativo en la prevencion de los enlaces covalentes cruzados y la estabilizacion de las fibrillas de
colageno en paralelo con su deposicion intramuscular (Fig. 3F). Esto se observd después de 10 sesiones de estiramiento
del musculo SOL de las ratas, sin cambios después de 15 sesiones. Es importante sefialar que nuestros hallazgos no apoyan
una relacion mecanicista entre la deposicion intramuscular de colageno y los cambios en la expresion génica de los
factores relacionados con la sintesis de colageno.

Conclusiones

En conclusion, el estiramiento pasivo durante 10 y 15 dias mitigd la deposicién de COL-I en el musculo SOL de las ratas.
Por el contrario, 10 dias de estiramiento pasivo indujeron la sintesis de COL-I y COL-III, con el consiguiente aumento de
regulacion de la transduccién de la sefial ascendente (CTGF y TGF-B) a nivel transcripcional. Estas respuestas pueden
estar asociadas con niveles mas bajos de ARNm de LOX en los musculos SOL sometidos a 10 sesiones de estiramiento
pasivo. Ademas, la sarcomerogénesis se observd después de 15 dias de estiramiento pasivo, lo que sugiere que las
adaptaciones musculares inducidas por el estiramiento son respuestas dependientes del tiempo.

METODOS

Grupos Experimentales

Se utilizaron 18 ratas Wistar macho de 3 meses de edad (peso 350 = 25 g). Los animales se alojaron en jaulas de plastico
en condiciones ambientales controladas, con libre acceso al agua y a los alimentos corrientes. Los procedimientos
experimentales se aprobaron por el Comité de Etica Universitario (Nimero 25/2012) y de acuerdo con las Directrices para
el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio. Las ratas se dividieron aleatoriamente en tres grupos de seis animales y
se anestesiaron mediante inyecciones intraperitoneales de xilacina (12 mg.kg") y ketamina (95 mg.kg") para aplicar el



protocolo de estiramiento. Los animales fueron sacrificados por una sobredosis del anestésico®.
Protocolo de Estiramiento

El protocolo de estiramiento se basé en un método previamente validado®’. Una sola sesién de estiramiento pasivo (flexién
dorsal) consistié en 10 series de estiramiento del musculo séleo (SOL) del tobillo izquierdo durante 1 minuto, con un
descanso de 30 segundos entre series. Las ratas se sometieron a estiramiento pasivo durante 10 (St 10d; n = 6) o 15 dias
(St 15d; n = 6). E]l musculo SOL ha sido ampliamente utilizado en nuestros estudios previos sobre estiramiento del musculo

esquelético®®.

Recoleccion de Muestras de Musculo

Los animales se pesaron al final del periodo de experimentacién. Los musculos izquierdos SOL fueron diseccionados y
pesados 24 horas después de la ultima sesion de estiramiento. Cada musculo SOL se dividié longitudinalmente en dos
segmentos: la porcion lateral se utilizo para las mediciones del sarcomero y la porciéon media se dividié en dos partes
(porcién proximal y distal)”*'*. La porcién proximal se congelé inmediatamente en isopentano pre-enfriado en nitrégeno
liquido, almacenado a -80 °C y utilizado para determinar la morfologia y el area de seccidn transversal (CSA), y en el
analisis de inmunofluorescencia del colageno I, III y IV (COL-I, COL-III y COL-IV). La porcién distal se dividié en dos
segmentos iguales, rapidamente congelados en nitrégeno liquido, almacenados a -80 °C y utilizados para zimografias y
analisis de ARNm.

CSA del Musculo

Se adquirieron imagenes de cinco regiones diferentes con un aumento de 20x, utilizando un microscopio de luz (Axiolab,
Carl Zeiss, Jena, Alemania) equipado con una camara digital (Sony DSC S75, Tokio, Japon). En cada imagen, se midi6 el
CSA de 70 fibras aleatorias utilizando el software Axiovision 4.7.1.0 (Carl Zeiss, Jena, Alemania), con un total de 350 fibras
musculares por animal (n = 6/grupo)*.

Numero de Sarcomeros en Serie (sarcomerogénesis)

El nimero de sarcémeros dentro de una sola fibra muscular se determiné segun lo descrito por Williams y Goldspink®'. La
porcion lateral de los musculos SOL se sumergi6 en glutaraldehido al 2,5% (2,5%) durante 3 h, se transfirié a una solucion
de 6xido nitrico (30%) durante dos dias y luego se almaceno en glicerol (50%). Cinco fibras musculares individuales fueron
extraidas y fijadas en gelatina-glicerina en un portaobjetos histolégico (n = 6/grupo)™.

Las imagenes fueron adquiridas con un aumento de 20x. El nimero de sarcomeros en serie se determiné utilizando un
microscopio de luz (objetivo de inmersion 100x; Axiolab, Carl Zeiss, Jena, Alemania), equipado con una cdmara digital
(Sony DSC S75, Tokio, Japon). El nimero de sarcomeros se cuantificd con el software Axiovision 4.7.1.0 (Carl Zeiss, Jena,
Alemania). E] numero total de sarcomeros en serie se estimo en base a la correlacion entre el numero de sarcomeros
identificados en tres campos de 100 um, totalizando 300um a lo largo de la fibra muscular (n = 6/grupo)”.

Zimografia

Se lavaron 25 miligramos de musculo con solucidn salina fria y se incubaron en 2 mL de buffer de extraccién (10 mM de
acido cacodilico, pH 5,0, 150 mM de NaCl, 1 pM ZnCl,, 20 mM de CaCl,, 1,5 mM de NaN, y 0,01% de Triton X-100) a 4 °C,
con mezcla continua durante 24 h. La concentracion de proteina se determind utilizando un kit de anélisis de proteina
BCA™ (Pierce, Rockford, IL, EEUU), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Brevemente, cantidades iguales de proteina total (30 pg/ml) consistentes en un grupo de seis animales por grupo (6 ug por
animal) fueron sometidas a electroforesis por triplicado. Los geles de zimografia consistieron en un 10% de poliacrilamida
impregnada con gelatina en una concentracién final de 100 mg/ml de H,0O en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS), en
condiciones no reductoras. Después de 2 h de electroforesis (100 V), los geles se lavaron dos veces durante 20 min en una
solucion de Triton X-100 al 2,5% y se incubaron a 37 °C durante 20 h en un buffer de sustrato (50 mM Tris-HCI, pH 8,5, 5
mM CaCl, y 0,02% NaNj,). A continuacion, los geles se tifileron con Coomassie azul brillante R-250 durante 30 minutos y
luego en metanol y &cido acético durante 20 minutos. Las enzimas que degradan la gelatina se visualizaron como bandas
blancas claras sobre un fondo azul, indicando proteodlisis de la proteina del sustrato. Las muestras también se analizaron en
presencia de 15 mM EDTA, lo que inhibi6 la actividad de la MMP. La masa molecular de la actividad gelatinolitica se
determind por comparacioén con un estandar de proteina PageRulerTM Prestained Protein Ladder (Fermentas Life
Sciences, Burlington, ON, Canadd). Las bandas de actividad se identificaron como se describié anteriormente, segin sus
pesos moleculares (72 kDa: Pro-MMP-2; 66 kDa: intermedia-MMP-2). La actividad de la MMP se cuantificé mediante
andlisis de densitometria, utilizando el software Gene Tools, versién 3.06 (Syngene, Cambridge, Reino Unido)*"**.



Aislamiento y Analisis de ARN

Se homogeneizé un fragmento congelado de cada musculo y se aislé el ARN total con el reactivo Trizol (Invitrogen,
Carlshad, CA, EEUU), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El ARN extraido se disolvié en tris-HCl y acido
etileno-diamino tetracético (TE) (pH 7,6) y se cuantificé por espectrofotometria. La pureza se evalué determinando la
relacién de absorbancia a 260 nm y a 280 nm™. La integridad del ARN fue confirmada por la inspeccién en gel de agarosa
al 1% tefiido con bromuro de etidio (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU), bajo luz ultravioleta.

Transcripcion Inversa

Se realiz6 una transcripcion inversa de 1 pg de ARN para sintetizar el ADNc. Una mezcla de reaccion de transcripcion
inversa (RT) que contiene 1 ng de ARN celular, buffer de transcripciéon inversa de 5%, una mezcla de dNTP (Promega,
Madison, WI) con 0,2 mmol- L' cada uno de dATP, dCTP, dGTP y 0,1 mol-L™" de dTTP, 1 ul de oligo (dT) primer
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) y 200U de enzima M-MLV RT (Promega, Madison, WI) se incub6 a 70 °C durante 10 min,
a 42 °C durante 60 min, y luego se calenté a 95 °C durante 10 min antes de enfriarse rapidamente en hielo®.

Primers Oligonucledtidos

Los primers oligonucleétidos fueron disefiados para GAPDH (AF106860) y Coldgeno IV (coldgeno tipo IV alfa-1 - J04694)
usando Primer Express Software 2.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU). Los primers oligonucledtidos para
COL1, COL3, TGFB-1, CTGF y LOX fueron descritos de acuerdo con otro estudio®. Los primers oligonucleétidos se
enumeran en la Tabla 1.

Tabla 1. Lista de primers oligonucledétidos.

Forward Reverse
COL-I ATCAGCCCAAACCCCAAGGAGA CGCAGGAAGGTCAGCTGGATAG
COL-II TGATGGGATCCAATGAGGGAGA GAGTCTCATGGCCTTGCGTGTTT
COL-IV  AGCGAGATGTTCAAGAAG TGGACAGTGAGGTACACA
TGF-pl CCCCTGGAAAGGGCTCAACAC TCCAACCCAGGTCCTTCCTAAAGTC
CTGF  CAGGCTGGAGAAGCAGAGTCGT CTGGTGCAGCCAGAAAGCTCAA
LOX CAGGCACCGACCTGGATATGG CGTACGTGGATGCCTGGATGTAGT
GAPDH GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG  GTGGTGCAGGATGCATTGCTGA

COL-I: coldageno tipo I; COL-III: coldgeno tipo III; TGF-B1, factor de crecimiento transformante beta-1; CTGF: factor de crecimiento del
tejido conectivo; LOX: lisil-oxidasa; GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

Analisis Cuantitativo de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (qPCR)

La deteccion de ARNm para las diferentes muestras experimentales y de control se realiz6 en un instrumento Rotor Gene
3000 (Cobert's, Sydney, Australia). Las mezclas de amplificacién contenian 1 ul de muestra de ADNc, 25 pl de tinte
fluorescente verde SYBR, mezcla Master (Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU) y 180 nM de cada primer, para un
volumen final de 50 pl. Las condiciones de ciclo térmico para COL-I, COL-III, COL-IV, TGF-B1, CTGF, LOX y GAPDH
consistian en 10 min a 95 °C, 40 ciclos de 15 s cada uno a 94 °C y 30 s a 48 °C para COL-I, COL-III, COL-IV, TGF-B1, CTGF
y LOX y 56 °C para GAPDH, seguidos de 1 min a 72 °C y luego 10 min a 72 °C. Para cada gen, todas las muestras se
amplificaron simultédneamente por duplicado, en un analisis. Los datos se analizaron mediante el método comparativo del
umbral de ciclo (Ct). Los genes diana se normalizaron con GAPDH?®. Ademas, los controles negativos contenian ARN y
ningin M-MLV RT, lo que garantizaba que el producto de la PCR no procedia de ADN gendmico amplificado. También se
realizé un blank, sin muestra de plantilla y utilizando inicamente agua, primers y SYBR verde®.

Analisis de Inmunofluorescencia



Se fijaron secciones transversales histolégicas (10 pm) de los musculos SOL con 4% de paraformaldehido (Sigma P6148)
en buffer fosfato (PB) de 0,2 M durante 10 min a temperatura ambiente, se bloquearon con glicina de 0,1 M en PB durante
5 min y se permeabilizaron en 0,2% de Tritén X-100-PB durante 10 min. A continuacion, las secciones se incubaron en
albiimina de suero bovino (BSA) al 1% durante 20 minutos a temperatura ambiente para bloquear la unién inespecifica, y
se incubaron durante la noche con el anticuerpo primario (diluido en BSA al 1%) a 4 °C. Los portaobjetos se lavaron con
0,1 MPB (3 veces durante 10 minutos cada uno) y se incubaron con el anticuerpo secundario (diluido en BSA al 1%)
durante 2 horas en una habitacién oscura. Los portaobjetos se lavaron en 0,1 M PB (3 veces durante 10 minutos cada uno)
y se montaron con el medio de montaje Vectashield que contiene 4,6-diamidino-2-fenilindole (n? de catdlogo H-1200;
Vector Laboratories)'®. Las secciones de control negativas no se incubaron con el anticuerpo primario y los resultados
experimentales so6lo se consideraron si los controles no mostraron inmunorreactividad. Los anticuerpos primarios
utilizados para la inmunotincién fueron el anti-colageno I monoclonal para ratones (dilucién 1:100, nimero de catalogo
C2456; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.), el anti-coldgeno III monoclonal para ratones (dilucién 1:100, nimero de
catélogo C7805; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU.) y el anti-coldgeno IV para conejos (dilucién 1:200, numero de
catalogo AB-19808; Abcam, Cambridge, MA, EEUU.). El anticuerpo secundario fue Alexa Fluor 488 goat antimouse IgG,
IgA, IgM (dilucién 1:300, nimero de catdlogo A10667; Molecular Probes, Eugene, OR, EEUU); y rhodamine red goat anti-
rabbit IgG (dilucién 1:200, nimero de catadlogo Rb394; Molecular Probes, Eugene, OR, EEUU). Para las mediciones
cuantitativas de inmunorreactividad (inmunofluorescencia), se tomaron imagenes de cinco regiones diferentes en el vientre
medio del musculo SOL (Axiocam, Carl Zeiss, Jena, Alemania) con un aumento de 20x”. Las imagenes se cuantificaron
usando el software de andlisis Image] (NIH, Bethesda, MD, EEUU) y se expresaron como porcentaje (%) del drea total'®®.

Analisis Estadistico

La prueba de Levene se aplicé para evaluar la homogeneidad de los resultados. Los resultados se expresan como media +
SEM. Se utilizaron pruebas paramétricas porque los datos se distribuian normalmente (prueba Shapiro-Wilk) con varianzas
homogéneas. El analisis estadistico se realiz6 mediante un analisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido de la
prueba post hoc de Bonferroni. La significancia se fijé en 5% (p < 0,05).
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