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RESUMEN

El gen de la miostatina (MSTN) es uno de los genes candidatos que podría influir en la longevidad extrema, debido a su
papel en la modulación de masa muscular y sarcopenia, además de su papel en la inhibición de la principal vía de
señalización  de  nutrientes  relacionada  con  la  longevidad,  mTOR  (del  inglés,  ‘mammalian  target-of-rapamycin’).
Comparamos  la  distribución  alélica/genotípica  de  las  variantes  exónicas  de  la  MSTN  K153R  (rs1805086),  E164K
(rs35781413), I225T y P198A, en centenarias (casos, n=132; rango edad: 100-107) y mujeres jóvenes (controles, n=167, <
50  años).  La  frecuencia  de  la  variante  alélica  R  y  de  los  portadores  de  este  la  misma (genotipos  KR o  RR)  fue
significativamente  superior  en  centenarias  (6.8% y  12.1%)  que  en  controles  (1.5% y  3.8%)  (p=0.0008 y  p=0.0022
respectivamente). La razón de verosimilitud (‘odds ratio’, abreviado ‘OR’) de ser un centenaria si el sujeto tiene un alelo-R
fue 4.47 (con un intervalo de confianza del 95% (CI): 1.59-12.54; p=0.004), comparado con el grupo control. Aunque son
necesarias nuevas investigaciones, el alelo variante R del polimorfismo MSTN K153R podría ser uno de los contribuidores
genéticos asociados con excepcional longevidad.
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ABSTRACT

The myostatin (MSTN) gene is a candidate to influence extreme longevity owing to its role in modulating muscle mass and
sarcopenia, and especially in inhibiting the main nutrient-sensing pathway involved in longevity, i.e. mTOR (mammalian
target-of-rapamycin). We compared allele/genotype distributions of the exonic MSTN variants K153R (rs1805086), E164K
(rs35781413), I225T and P198A, in women centenarians (cases, n=132; age range: 100-107 years) and younger women
adults (controls, n=167; age < 50 years). The frequency of the variant R-allele and of R-allele carriers was significantly
higher in centenarians (6.8% and 12.1%) than in controls (1.5% and 3.8%) (p=0.0008 and p=0.0022 respectively). The
odds ratio (OR) of being a centenarian if the subject had the R allele was 4.47 (95% confidence interval (CI): 1.59-12.54
p=0.004), compared to the control group. Although more research is needed, the variant allele of the MSTN K153R
polymorphism could be among the genetic contributors associated with exceptional longevity.

Keywords: genetics, sarcopenia, longevity

INTRODUCCIÓN

El envejecimiento lleva inevitablemente asociados una serie de cambios en diferentes órganos y sistemas que determinan
el nivel de capacidad física. La pérdida de masa muscular asociada con la edad está relacionada con una mayor riesgo de
mortalidad (Metter, Talbot, Schrager, y Conwit, 2004); por tanto, los genes que están potencialmente asociados con el
mantenimiento de la función muscular en la edad avanzada podría estar asociado no solo con el envejecimiento saludable
sino también con un mejor riesgo de discapacidad, y también con una mayor longevidad. En este sentido, un gen candidato
es la miostatina (MSTN o factor 8 de diferenciación del crecimiento, GDF8) (Huygens et al., 2004) .

La  miostatina  es  un  peptido  secretado  específicamente  por  el  músculo  esquelético  que  modula  esencialmente  la
proliferación de mioblastos y por tanto la fuerza y la masa muscular (McPherron, Lawler, y Lee, 1997) . La pérdida o la
inhibición de la miostatina resulta efectiva en la mejora de los síntomas de debilidad en varios modelos animales de daño
muscular, atrofia y enfermedad (Lee y McPherron, 2001; Morrison et al., 2009; Murphy et al., 2010; Tsuchida, 2008;
Wagner et al., 2008) . La inhibición de la miostatina, también puede tener consecuencias funcionales en humanos.

Los inhibidores de la miostatina, como el MYO-029, tienen un margen de seguridad adecuado y son capaces de mejorar las
propiedades de fuerza muscular o la función contráctil muscular en algunos pacientes con distrofia muscular (Krivickas,
Walsh,  y  Amato,  2009;  Wagner et  al.,  2008)  .  De las  variantes  identificadas del  gen de la  MSTN en humanos,  el
polimorfismo Lys(K)153Arg(R) localizado en el exón 2 (rs1805086, sustitución 2379 A>G) podría ser un candidato que
influyera en el fenotipo muscular (Ferrell et al., 1999) . En la reciente revisión de (Garatachea y Lucia, 2011) se identifica
el polimorfismo MSTN K153R como un candidato para influir en los fenotipos musculares esqueléticos, incluso en las
personas mayores.

Una de las más claras, y mejor estudiadas, mejoras en la longevidad es causada por la deprivación calórica y la regulación
a la baja de la vía de señalización de ‘mTOR’ (del inglés, ‘mammalian target-of-rapamycin’). (Fontana, Partridge, y Longo,
2010; Kenyon, 2010) .  La vía mTOR es una vía evolutivamente conservada de detección de nutrientes que ajusta el
metabolismo y el crecimiento a la disponibilidad de aminoácidos, a factores de crecimiento, al estado de energía y al estrés
(Fenton y Gout, 2011; Sengupta, Peterson, y Sabatini, 2010) . Algunos estudios han demostrado que la miostatina actúa
como un regulador negativo de señalización directa de mTOR (Lipina, Kendall,  McPherron, Taylor,  y Hundal,  2010;
Trendelenburg et al., 2009) , lo cual sugiere un posible papel de la inhibición de la miostatina en la longevidad. La
supresión de la miostatina es de hecho beneficiosa para la densidad ósea, sensibilidad de insulina, y función cardíaca de
ratones senescentes (Morissette et al., 2009) . La inhibición del receptor de la miostatina ActRIIB aumenta la supervivencia
(el 17%) en ratones deficientes en miotubularina (Lawlor et al., 2011) . También una ampliación de la vida útil (+30%) fue
observada después de terapia con folistatina (un antagonista natural de miostatina) en un modelo de ratón con atrofia
muscular espinal (Rose, Mattis, Rindt, y Lorson, 2009) .

Gracias a los estudios de genotipado en centenarios se pueden identificar variantes genéticas asociadas con la longevidad
(Martin, Bergman, y Barzilai, 2007) , ya que este grupo de población viven al menos 15-20 años más que la media en países
industrializados.

El principal objetivo del estudio fue comparar las frecuencias alélicas y genotípicas del polimorfismo MSTN K153R entre
centenarias (100-107 años) y mujeres jóvenes controles.
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MÉTODO

El estudio ha sido desarrollado siguiendo las recomendaciones para los estudios de asociación genotipo-fenotipo publicada
por el NCI-NHGRI Working Group on Replication in Association Studies (Chanock et al., 2007) .

Participantes

Cada participante firmó un consentimiento previo a la realización del estudio. El protocolo fue aprobado por el Comité
Ético de nuestra institución y estuvo en concordancia con la Declaración de Helsinki para la Investigación con Humanos de
1974 (última modificación en el año 2008).

Todas las participantes eran caucasianas (españolas) y descendientes de al menos 3 generaciones de caucasianos. La
mayoría (~90%) de ellas vivió la mayor parte de sus vidas y nacieron en las mismas áreas de España (Meseta Castellana,
~600m de altitud).

Jóvenes adultos (controles). Los criterios de inclusión de este grupo fueron (i) ser mujer, (ii) tener ≤50 años de edad, (iii)
no poseer ninguna enfermedad diagnosticada y (iv) no tener conocimiento de antecedentes familiares de alta longevidad
(90+ años). Finalmente participaron en el estudio 167 mujeres (edad media: 34,4 ± 7.8 años).

Centenarias (casos). Participaron en el estudio 144 centenarias (de una edad comprendida entre 100 y 107 años, edad
media: 101.7 ± 1.8 años) que vivían en residencias de ancianos del área central de España (Meseta Castellana).

Genotipado

El genotipado se realizó exclusivamente para fines investigadores. Los investigadores encargados de realizar el genotipado
desconocían la identidad de los sujetos ya que las muestras de saliva solamente tenían un código de barras cuya identidad
únicamente conocía un investigador que no estaba implicado en el genotipado. En todos los participantes se extrajo DNA
genómico de muestras de saliva. Utilizamos el protocolo clásico de extracción de DNA fenol-cloroformo con precipitación
alcohólica. El DNA genómico fue resuspendido en 50µl milli-Q H2O y almacenado a -20ºC.

En todas las muestras (casos y controles), las secuencias correspondientes a las variantes E164K, I225T, K153R y P198A
fueron amplificadas durante el 2013 por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en el Laboratorio de Genética de la
Universidad  Europea  de  Madrid.  Los  primers  utilizados  fueron  5’-GAAAACCCAAATGTTGCTTC-3´  y  5´-
TGTCTAGCTTATGAGCTTAGGG-3´. Las condiciones de la PCR fueron: desnaturalización inicial a 95ºC 10 minutos; 35
ciclos a 95ºC 1 minuto, 52ºC 45 s, 72ºC 1 minuto y una extensión final a 72ºC 5 minutos.

Los productos resultantes de la PCR fueron genotipados por la extensión de la base (Gonzalez-Freire et al., 2010). Los
primers  utilizados  para  E164K,  I225T  K153R,  y  P198A  fueron  5´-CAAACACTGTTGTAGGAGTCT-3´,  5´-
CTGAATCCAACTTAGGCA-3´, 5´-TTTAATACAATACAATAAAGTAGTAA-3´, y 5´-TTTTTTTTATCTCTGAAACTTGACATGAAC-3´
respectivamente. Las condiciones para la extensión de la base de la PCR fueron: 96ºC 10 s; 25 ciclos a 50ºC 5 s y 60ºC 30
s. Los productos resultantes de la PCR fueron detectados en ABI PRISM (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Para asegurar un apropiado control interno, utilizamos un control positivo y negativo para cada análisis el cual fue
previamente genotipado por medio del mismo método y de acuerdo a las recomendaciones para los estudiós de asociación
genotipo-fenotipo (Chanock et al., 2007) . Todos los análisis los realizaron dos experimentados investigadores de forma
independiente y desconociendo la identidad del sujeto de la muestra.

Análisis estadístico

El  equilibrio  Hardy-Weinberg  se  evaluó  mediante  el  test  chi-cuadrado  (χ2).  Se  compararon  las  frecuencias
genotípicas/alélicas entre los dos grupos (centenarias y controles) mediantes el χ2 test con un α de 0.05. Utilizamos la
regresión logística  binaria  para analizar  la  relación entre  genotipos/alelos  y  longevidad extrema.  Todos los  análisis
estadísticos  se  realizaron  con  el  paquete  estadístico  PASW (v.  18.0  for  WINDOWS,  Chicago),  excepto  la  potencia
estadística que fue calculada con el software StatMate, version 2.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA).
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RESULTADOS

No hubo errores en la recogida de muestras, en la adquisición de ADN o en el proceso de genotipado, excepto para 14
centenarias en las que el ADN necesario para la evaluación genotípica fue insuficiente.

Las distribuciones genotípicas del polimorfismo MSTN K153R estaban en equilibrio Hardy-Weinberg tanto en el grupo
control (p=0.844) como en el grupo de centenarias (p=0.057). Las Figuras 1 y 2 muestran las frecuencias alélicas y
genotípicas, respectivamente, del polimorfismo MSTN K153R en los dos grupos de estudio. La frecuencia del alelo variante
R y de portadores del alelo-R (genotipos RR o KR) fue significativamente más alta en centenarias (6.8% y 12.1%) que en
controles (1.5% y 3.8%), p=0.0008 y p=0.0022 respectivamente

La OR de ser centenaria si el sujeto tenía al menos un alelo-R fue de 4.47 (intervalo de confianza al 95% (CI): 1.59–12.54,
p=0.004), comparado con el grupo control.

Figura 1. Frecuencias alélicas (%) del polimorfismo MSTN K153R en grupo de centenarias y controles.
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Figura 2. Frecuencias genotípicas (%) del polimorfismo MSTN K153R en grupo de centenarias y controles.

DISCUSIÓN

Nuestro principal hallazgo fue que la variante del alelo del polimorfismo MSTN K153R está asociado con una longevidad
excepcional en la cohorte española estudiada, con una proporción significativamente más alta de este alelo en el grupo de
centenarias (casos) comparada con sus controles. A pesar de la complejidad del proceso de envejecimiento y del hecho de
que  una  longevidad  excepcional  es  probablemente  un  rasgo  poligénico  con  numerosos  genes  ejerciendo  un  efecto
acumulativo o una interacción compleja, algunas mutaciones genéticas (como podría ser la que estudiamos aquí) puede ser
suficientes per se para retrasar la aparición de fenotipos relacionados con la edad en multitud de organismos (Bjedov y
Partridge,  2011).  Hay  una  razón  fundamental  para  sugerir  que  la  inhibición  de  la  miostatina,  o  alternativamente
mutaciones en el gen MSTN afecten a su producto genético, pudiendo contribuir en una longevidad excepcional. Aunque
son necesarias más investigaciones, los potenciales efectos biológicos de la variación K153R, como por ejemplo en los
fenotipos musculares, pueden ser debidos a la potencial alteración que causa en el gen MSTN (Ferrell et al., 1999) . De
hecho, la sustitución de aminoácido Lys(K)153Arg(R) afecta al péptido activo maduro de la proteína miostatina, y podría
influir procesando su propéptido o en su afinidad para unirse con el supuesto receptor endógeno de la miostatina, ActRIIB
(Jiang et al., 2004; Lee et al., 2005) .

En efecto, la miostatina es un péptido secretado específicamente en el musculo esquelético que esencialmente modula la
proliferación de mioblastos y por tanto la masa/fuerza muscular (McPherron et al., 1997) . Varios ensayos preclínicos
utilizando la pérdida o inhibición de miostatina han demostrado su eficacia para mejorar los síntomas de debilidad en
varios modelos de lesiones, atrofia y enfermedad en animales (Lee y McPherron, 2001; Morrison et al., 2009; Murphy et
al., 2010; Tsuchida, 2008; Wagner et al., 2008) . En humanos, los inhibidores de miostatina, tales como el MYO-029, tienen
un adecuado y  seguro  margen y  son  capaces  de  mejorar  la  función/masa  muscular  o  las  propiedades  contráctiles
musculares en algunos pacientes con distrofia muscular (Krivickas et al., 2009; Wagner et al., 2008) .

Variantes del gen MSTN se asocian con fenotipos de hipertrofia muscular en diferentes especies de mamíferos (McPherron
et al., 1997; McPherron y Lee, 1997). La expresión de la miostatina podría contribuir a la pérdida de masa muscular, tal
como se sugiere en estudios con modelos animales (ratones inmovilizados) (Carlson, Booth, y Gordon, 1999) y humanos,
por ejemplo en personas infectadas con el virus VIH (Gonzalez-Cadavid et al., 1998) , pacientes terminales (Constantin,
McCullough, Mahajan, y Greenhaff, 2011) o caquexia (Dasarathy, Dodig, Muc, Kalhan, y McCullough, 2004) . Un estudio
mostró como la miostatina sérica aumenta con la edad, sugiriendo una asociación entre miostatina y sarcopenia asociada al
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envejecimiento (Yarasheski, Bhasin, Sinha-Hikim, Pak-Loduca, y Gonzalez-Cadavid, 2002). Sin embargo, otros trabajos
mostraron que la expresión de la miostatina no incrementa (Kawada, Tachi, y Ishii, 2001), y que incluso puede disminuir
(Baumann, Ibebunjo, Grasser, y Paralkar, 2003) en el envejecimiento inducido por sarcopenia en humanos y roedores,
cuestionando así su participación en la pérdida de masa muscular durante el envejecimiento. De hecho, el alelo-R no se
asocia necesariamente con una mejor masa/función muscular en personas mayores caucásicas (edades >80 años) (ver la
revisión de (Garatachea y Lucia, 2011). Ser portador de un alelo-R no parece ejercer mayor influencia en los fenotipos
musculares de nonagenarios (Gonzalez-Freire et al., 2010) mientras que, sorprendentemente, los únicos dos caucásicos
mayores con genotipo RR reportados hasta la fecha (una mujer española de 96 años de edad y una persona italiana con una
edad superior a 80 años) parecían tener menor fuerza muscular que sus coetáneos (Corsi, Ferrucci, Gozzini, Tanini, y
Brandi, 2002; Gonzalez-Freire et al.,  2010) .  En todo caso, dada la baja frecuencia del alelo-R, se necesitan nuevas
investigaciones con muestras más grandes de población para dilucidar claramente su influencia en el fenotipo muscular y
la sarcopenia en personas de edad muy avanzada.

Creemos que otra buena razón que explicaría un cierto efecto beneficioso del alelo variante R en la longevidad se basa en
el rol como inhibidor que la miostatina juega en la vía de señalización mTOR. De hecho, los dos factores que más parecen
contribuir a la longevidad en humanos son la restricción calórica y la regulación a la baja de la vía se señalización mTOR
(Fontana et al., 2010; Kenyon, 2010) . Varios estudios han demostrado que el efecto de la miostatina como regulador
negativo de la vía de señalización mTOR es coherente con su efecto inhibitorio sobre la síntesis de proteínas (Lipina et al.,
2010;  Trendelenburg et  al.,  2009)  ,  y  más específicamente sobre la  traducción proteica  en el  músculo  esquelético
(Trendelenburg et al., 2009) .

En resumen, la variante en el alelo-R del polimorfismo MSTN K153R fue significativamente más frecuente en centenarias
que en el grupo control. Aunque son necesarios más trabajos de investigación, esta variación genética podría ser uno de
los contribuyentes genéticos asociados con una longevidad excepcional. Curiosamente, esta variante, cuya importancia se
puso de manifiesto sobre todo en el mundo del deporte, podría ser un candidato a explicar muchos fenotipos de salud y de
longevidad, mostrando las potenciales implicaciones que la investigación en genética del deporte, pueden tener en el
campo de la medicina y la salud.

APORTACIONES DIDÁCTICAS

El  hecho de que la  variante  en el  alelo-R del  polimorfismo MSTN K153R sea significativamente más frecuente en
centenarias que en el grupo control tiene importantes aportaciones didácticas. A pesar de las limitaciones propias de la
investigación, el estudio puede utilizarse como ejemplo didáctico de cómo la genética, además de otros factores, puede
influir sobre la longevidad humana. Además también sirve de ejemplo de como un gen como la miostatina tradicionalmente
asociado a los deportes de fuerza-potencia también tiene importante efectos sobre la salud y longevidad.
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