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Introduccion

1.1. La superfamilia del TGF- B

La superfamilia del factor de crecimiento transformante § (Transforming
Growth Factor-8, TGF-8) comprende unos treinta factores de crecimiento y
diferenciacion que regulan un amplio rango de funciones celulares
(proliferacién, determinacion, diferenciacion, apoptosis, etc.) en todos los
metazoos estudiados. Estas acciones son ejercidas tanto a lo largo del
desarrollo embrionario como durante la vida adulta, participando, de esta forma,
en el mantenimiento de la homeostasis y la regulacion tisular'. Debido a su
complejo patron de expresidn espacio-temporal, asi como a la naturaleza
multifuncional de sus acciones, no es de extrafiar que los diferentes miembros
de la superfamilia fuesen descubiertos en el curso de lineas de investigacién
totalmente dispares. Asi, el miembro fundador de la familia, el TGF-B1, se
identificé por su capacidad antimitogénica en células de origen epitelial2 y
hematopoyéticoa. Otro de los miembros de la familia, la activina, recibidé su
nombre de sus efectos estimuladores de la secreciébn de la hormona
foliculoestimulante (Follicle-Stimulating Hormone, FSH) por la adenohip(’)fisis4,
mientras que las proteinas morfogenéticas del hueso (Bone Morphogenetic
Proteins, BMPs), fueron denominadas asi por tratarse de potentes inductores de
la formacion de hueso y de cartilago®. Estos tres factores (TGF-B, activina y
BMPs) definen los tres principales subgrupos de la familia, con una serie de
caracteristicas diferenciales, muchas de las cuales dependen de la utilizacion
de vias de sefializacion especificas. La familia de las BMPs comprende,
ademas, a la mayoria de los GDFs (Growth and Differentiation Factors) entre
los que se incluyen el GDF-8 (miostatina, MSTN) y el GDF-11, su homdlogo
mas cercano, que se incluyeron en este grupo a pesar de que no comparten la

mayoria de las caracteristicas del resto los GDFs.

Todos los miembros de las superfamilia del TGF-B comparten una serie
de caracteristicas comunes®, entre las gue destaca el ser sintetizados en forma
de precursores inactivos que deben ser procesados proteoliticamente para dar
lugar a la forma activa. Este procesamiento se produce generalmente en un sitio

dibasico consenso Arg-X-(Ser/Arg)-Arg, dando lugar a la liberacién de un gran
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Introduccion

segmento del precursor (generalmente denominado propéptido) y un fragmento
C-terminal que contiene la regién activa de la molécula. Posteriormente, el
fragmento C-terminal dimeriza, dando lugar a la forma madura, biolégicamente
activa. A diferencia de lo que ocurre con el fragmento C-terminal, que se
encuentra bastante conservado entre los distintos miembros de la superfamilia,
los propéptidos guardan poca homologia de unos miembros a otros. Sin
embargo, existe un elevado grado de conservacion de unas especies a otras
para cada propéptido, indicativo de la importancia de sus funciones. En primer
lugar, los propéptidos actian como chaperonas, regulando el plegamiento y
transporte intracelular durante los procesos de sintesis y maduracion. Ademas,
el propéptido es capaz de mantenerse unido al dimero maduro tras su
secrecion, impidiendo la unién del dimero con su receptor y dando lugar a un
estado de “latencia” en el que la hormona es bioldgicamente inactiva. Esta
capacidad del propéptido de unirse e inactivar al dimero maduro fue descrita
inicialmente para el propéptido del TGF-[317 que, por ese motivo, recibio el
nombre de LAP (Latency Associated Peptide). Posteriormente se comprob6 que
existen otras proteinas capaces de unirse a miembros de la superfamilia del
TGF-B como la folistatina (FST), que se une con gran afinidad a Act-A® y con
menor afinidad a BMPs y GDFs®, o como noggin, chordin, dante, drm/kremlin,
cerberus y caronte, capaces de unirse con distinta afinidad a BMPs y GDFs.
Todas estas proteinas son capaces de impedir la unién del dimero maduro con
su receptor, constituyendo uno de los niveles de regulacion mas importantes de

los miembros de la superfamilia.

Todos los miembros de la familia de TGF-B transmiten su sefial
mediante un grupo de receptores con actividad serina-treonina quinasa que
constituyen la familia de receptores del TGF-3. Estos receptores se clasifican en
dos grupos diferentes, aunque evolutivamente relacionados, dependiendo de la
existencia de una region rica en residuos de glicina-serina (region GS) en el

dominio intracelular, inmediatamente por encima del dominio quinasalo'13

(figura
1). Los receptores con region GS son los denominados receptores tipo | y seran
los que, tras ser activados por los receptores tipo Il, se encargaran de transmitir

la sefial al interior de la célula.
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RII Ligando

Smad 4

R-Smad fosforilada

R-Smad Smad 4 / R-Smad
P o

Figura 1.- Mecanismo de transduccién de la sefial en los receptores de la superfamilia del
receptor TGF-3.

El proceso de sefializacién depende de la formacion de complejos
heterodiméricos de ligando, receptores tipo | y receptores tipo I, con una
estequiometria 2:2:2 (figura 1). Existen dos modos de union del ligando a los
receptores: unién secuencial y unién cooperativa. En el modo de union
secuencial, caracteristico del grupo del TGF- B y activinas, el ligando se une
primero al receptor tipo Il y posteriormente el receptor tipo | es incorporado al

14,15

complejo ™. En el modo de unién cooperativo, propio de las BMPs, ninguno de

los receptores tiene afinidad suficiente para unirse al ligando por separado, por

16,17

lo que lo hacen conjuntamente™"". En ocasiones, la funcionalidad de estos

complejos puede estar regulada por la presencia de receptores accesorios
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Introduccion

como betaglucato® o endoglina®® 0 de proteinas como BAMBI (Bmp and Activin

Membrane-Bound Inhibitor), que tiene una homologia parcial con algunos
receptores de tipo | de modo que inhibe la formacion del complejo ligando con el

receptor®.

Una vez activados, los receptores tipo | van a inducir la fosforilacion de
un grupo de proteinas intracelulares denominadas Smads. Existen 8 tipos de
Smads diferentes (denominadas Smadl-Smad8). Cinco de estas Smads
(Smadl, Smad2, Smad3, Smad5 y Smad8) pueden ser activadas por los
receptores tipo I, por lo que reciben el nombre de R-Smads. Una vez
fosforiladas, las R-Smads van a formar complejos triméricos con Smad4 que se

traslocan al nticleo donde regularan la transcripcién de genes diana®*.

Una de las principales caracteristicas de esta familia de receptores es la
gran disparidad que existe entre el nimero de receptores y el de ligandos.
Hasta el momento se han identificado Unicamente 7 receptores de tipo | y 5
receptores de tipo Il y, lo mas probable, es que la lista sea definitiva. Si tenemos
en cuenta que las posibles combinaciones entre ellos son limitadas®® y que
existen mas de 30 ligandos en la familia, resulta evidente que ligandos
diferentes han de compartir el mismo par de receptores. Por otra parte, tampoco
son posibles todas las asociaciones entre receptores y Smads, de forma que los
receptores de la familia pueden dividirse en dos grandes grupos dependiendo
de las Smad reclutadas. Un primer grupo estaria constituido por los receptores
de TGF-B, activina, MSTN y nodal que activarian Smad2 y Smad3; mientras que
un segundo grupo que engloba a las BMPs, algunos GDFs y el factor
antimulleriano (Mullerian Inhibiting Substance, MIS) reclutaria Smadl, Smad5 y
Smad8.

La actividad de las Smads puede ser regulada por otros factores, tanto
de forma positiva como negativa. Uno de los principales reguladores positivos
es SARA (Smad Anchor for Receptor Activation) que hace de puente entre el
receptor y Smad2 y 3%, mientras gue dentro de los reguladores negativos

destaca por su importancia SMURF-1 (SMads Ubiquitination Regulatory Factor-
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1), que lleva a la ubiquitinacion y degradacion de Smadl y 5%, Existen,
asimismo, dos Smads antagonistas, que poseen una escasa homologia con el
dominio de unién al DNA de las diferentes Smads: Smad6, que se une a Smad4
e impide la unién de ésta con Smad1®® y Smad7, que se une a ciertos tipos de

receptor tipo | y evita que éstos se asocien a Smad?2 y 37,

Finalmente, la unién de los Smads a los elementos de respuesta de los
genes diana también esta modulada por diferentes cofactores, ya que la unién
del complejo R-Smad4 al DNA no es suficiente para mediar una activacién
transcripcional de la intensidad y especificidad requeridas. Los cofactores mas
importantes son Fast-1 y 2 (Forkhead Activin Signal Transducer-1 y 2),
especifico de la via de TGF-B/activinazs, y OAZ (Qlfatory neuron-specific
transcription factor-1/early B-cell factor-like Associated Zinc finger protein)
caracteristico de la via de las BMPs'?. El uso de cofactores, ademés de reforzar
la especificidad para de las vias TGF-B/activina y BMPs, permite que la
regulacion sea especifica para cada gen (segln la presencia o ausencia del
elemento respuesta apropiado para el complejo Smads/cofactor) y para cada

tejido (presencia o ausencia del propio cofactor).

1.2. La miostatina

El afio 1997 marcé la primera introduccion formal del GDF-8,
denominado MSTN por Se Jin Lee y Alexandra McPherron, investigadores de la
John Hopkins University. Mientras buscaban posibles miembros de la
superfamilia del TGF-B, el equipo descubrié un nuevo gen que guardaba un
parecido asombroso con los miembros de la superfamilia previamente
investigadoszg. En dicho estudio, se pudo comprobar ademas, que la delecion
de la region del gen que codifica el dominio C-terminal de la proteina causaba
un marcado incremento en la masa muscular esquelética en ratones. Este
efecto era resultado de una combinacion de hiperplasia e hipertrofia (figura 2A),
sugiriendo que la funcion de la MSTN es regular negativamente el desarrollo del

musculo esquelético®®. Posteriormente se pudo comprobar que mutaciones en
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el gen de la MSTN eran las responsables de los fenotipos “doble musculados”
descritos en diversas razas bovinas como la azul belga (figura 2B), la
piamontesa o incluso la rubia gallega®*®; asi como en ovejas®* o perros®

(figura 2C y 2D).
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Figura 2.- La inactivacion de la MSTN provoca marcado incremento de la masa muscular
en diversas especies animales. A.- Raton knockout de MSTN. B.- Buey de la raza Azul Belga, con
delecién de 11 nucledtidos en la secuencia codificante de la MSTN, que ocasiona la pérdida del
dominio bioactivo de la misma por la aparicion de un codon de parada prematuro. C y D.- Oveja y
perro con mutaciones espontaneas en el gen de la MSTN.
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En humanos se ha descrito un nifio con fenotipo hipermusculado (figura
3A), que presenta una mutacion puntual en el intron 1 (G — A) que afecta el
splicing de la proteina (figura 3B). El nifio presenta la mutacion en ambos alelos,
mientras que su madre solo tenia mutado uno y no mostraba el fenotipo
hipermusculado. Aunque en el estudio del arbol genealégico materno (no
existen datos del padre), mostrd la existencia de referencias acerca de un

excepcional desarrollo muscular en generaciones anteriores.

A
Neonato 7 meses
B
Miostatina WT Mutacién Miostatina
EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 1 EXON 2 EXON 3
AGT/ gtaagt AGT/ gtaaat
EXON1 EXON2 EXON 3 EXON 1 EXON2 EXON 3
108 pb

Figura 3.- Fenotipo hipermusculado en un nifio con mutacién homocigota del intrén 1 del
gen de MSTN. A.- Desarrollo muscular en el nacimiento y a los 7 meses de edad. B.- Descripcién

de la mutacién que provoca un cambio en el patrén de splicing de la MSTN.
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El gen de la MSTN codifica una proteina de 376 aminoacidos que
comparte las caracteristica propias de los miembros de la superfamilia, como es
la presencia de un péptido sefial que especifica su destino como proteina de
secrecion, y de un sitio dibasico consenso Arg-X-(Ser/Arg)-Arg que tras ser
procesado proteoliticamente da lugar a un dimero maduro C-terminal de 109 aa.
Cada una de las subunidades del dimero posee nueve residuos conservados de
cisteina (siete en otros miembros), ocho de los cuales estan implicados en la
formacion de enlaces disulfuro intracatenarios, mientras que el noveno participa
en la formacién del puente intermolecular que da lugar a la formacién del
homodimero activo.

La MSTN se encuentra extraordinariamente conservada en la practica
totalidad de especies investigadas, especialmente la secuencia de la regiéon C-
terminal que es idéntica entre humanos, ratones, ratas, cerdos, pollos y pavos.
Esta conservacion de la secuencia de la proteina, sugiere su gran importancia
fisiolégica. El ortélogo de MSTN en humanos™ se localiza en el brazo largo del
cromosoma 2 y se organiza en tres exones que codifican 125, 124 y 126 aa
respectivamente (en humanos, MSTN tiene 375 aa) separados por dos intrones
de 1,8y 2,4 kb.

En raton, la MSTN se expresa fundamentalmente en musculo
esquelético tanto en animales adultos como durante el desarrollo®. La
presencia de MSTN puede ser detectada por primera vez en embriones de 9,5
dias en los somitas con un mayor grado de madurez. En el dia 10,5 el mRNA de
MSTN es evidente ya en practicamente todos los somitas y se localiza
especificamente en el miotomo, permaneciendo restringida a este
compartimento en las etapas posteriores del desarrollo. En animales adultos, la
MSTN es detectada de forma predominante en mdusculo esquelético, con
niveles variables entre los diferentes masculos estudiados. Aunque en niveles
mucho mas bajos, también se ha detectado su expresion en mausculo

cardiaco®*, tejido adip03029'33'44'45, glandula mamaria®®, hueso®’, cerebro®®*,
50-52

atero®>? y testiculos™.
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1.3. Biosintesis de la miostatina y regulacion de |l  a miostatina latente

De manera similar a otros miembros de la superfamilia del TGF-§, la
MSTN es sintetizada como un precursor que debe sufrir dos procesamientos
proteoliticos para dar lugar a la molécula biolégicamente activa®. La primera
escision se produce en los 24 aa que conforman el péptido sefial que especifica
su destino como proteina de secrecion (figura 4B). Posteriormente, se produce
una segunda escision en el sitio dibasico consenso Arg-Ser-Arg-Arg, situado en
los aa 240-243, generando de este modo un fragmento N-terminal y otro C-

terminal (figura 4C).

A
Asn-x-(Ser/Thr)

N-terminal C-terminal

=I ==

N-terminal C-terminal

(propéptido) (péptido maduro)

Figura 4.- Procesamiento de la MSTN. A.- Estructura de la MSTN mostrando los sitios de
corte. B.- Escisién de los 24 aa que conforman el péptido sefial. C.- Procesamiento proteolitico con

el que se obtiene la especie biol6gicamente activa (fragmento C-terminal).
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El fragmento C-terminal es la especie biol6gicamente activa y a
excepcidn de cuando se especifique lo contrario, todas las referencias que se
hagan de MSTN se referiran a él. Aunque la estructura tridimensional de este
fragmento todavia no se conoce, el alto grado de similitud entre los miembros
de la superfamilia del TGF- y la MSTN sugiere que en su forma activa la MSTN

esté formando un dimero unido por un enlace disulfuro®®*

. El fragmento N-
terminal se conoce con el nombre de propéptido y, basandose en los datos
obtenidos en otros miembros de la superfamilia, se cree que juega un
importante papel en el correcto plegamiento del dominio C-terminal. Ademas, el
propéptido también tiene un papel relevante en la regulacion de la actividad del

dimero C-terminal tras el procesamiento proteolitico.

La secrecion de MSTN se produce en forma de un complejo no
covalente de propéptido y dimero C-terminal (figura 4B) manteniéndose, de este
modo, el dimero C-terminal inactivo®®®*. En condiciones normales,
practicamente toda la MSTN circulante permanece unida al propéptido que la
mantiene en un estado latente, inactivo®. La importancia del propéptido a la
hora de regular la actividad bioldgica de la MSTN es tal, que los ratones que

sobreexpresan el propéptido®*

presentan un fenotipo muscular similar al del
raton knockout de MSTN. Este estado latente de la MSTN es similar al descrito
para el TGF-B67 y como en ese caso, el complejo latente puede ser activado
artificialmente por calentamiento® o por acidificacion®. Los datos existentes en
la actualidad sugieren que la activacion del complejo latente in vivo esta
mediada por metaloproteasas de la familia BMP-1/TLD (Bone Morphogenetic
Protein-1/Tolloid). De hecho, se ha visto que las cuatro proteinasas de la familia
separan el propéptido por el aspartato 76 N-terminal, resultando de este modo
la activacion del dimero C-terminal®*. Ademas, con mutaciones que impiden el
procesamiento por dichos enzimas, presentan un fenotipo similar al de los

ratones knockout de MSTN®®,

Como ocurre también con otros miembros de la superfamilia, existen
otras proteinas, que son capaces de unirse e inhibir la actividad del dimero C-

terminal. Una de ellas es la FST que se une también con gran afinidad a otros
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miembros de la superfamilia, como la Act-A® o el GDF-11. Al igual que hace con
estos factores, la FST impide la interaccién de la MSTN con su receptor

actuando, por tanto, como potente antagonista de ésta®®®

. Dado que durante el
desarrollo embrionario la FST se expresa en células del miotomo, este
mecanismo de modulacion podria ser relevante a la hora de regular el

desarrollo de la masa muscular®®"®

. La importancia del papel de la FST en la
regulacion de la accion de la MSTN se ha demostrado en ratones transgénicos
en los que la sobreexpresion de FST en musculo causa dramaticos incrementos
en su desarrollo®, mientras que la ausencia de FST provoca la reduccién de la
masa muscular’’. Otras dos proteinas implicadas en la regulacién de la
actividad del dimero C-terminal son (FSTL3) (FST-like-3), también denominada
FLGR (Follistatin-Related Gene) y GASP-1 (GDF Associated Serum Protein-1),

273 ELGR fue identificada como

gue forman complejos con la MSTN circulante
un gen relacionado con la FST y capaz de bloquear la actividad de muchos
miembros de la familia del TGF-B y BMP-2 en ensayos in vitro'*”. GASP-1 es
un nuevo miembro de la familia de las proteinas con dominios FS que contiene,
ademas, mdltiples dominios asociados con la inhibicion de proteasas lo que
sugiere un mayor espectro de acciones. GASP-1 puede inhibir la actividad de
MSTN y de BMP-11, pero no la de act-A ni la de TGF-f1. GASP-1 se une
directamente a la MSTN madura y al propéptido, dando lugar a la formacion de
un complejo terciario. Ademas, GASP-1 es altamente expresada en musculo
esquelético sugiriendo que ésta puede unirse durante, o poco después de la
secrecion de la MSTN™, Aunque el papel que juegan estas dos proteinas no
esta claro todavia, es posible que formen junto con el propéptido complejos
terciarios, de forma que la MSTN circulante seria una mezcla heterogénea de

estos complejos.

1.4. Mecanismo de accién de la miostatina

Como ocurre con el resto de miembros de la superfamilia del TGF-(3 la
MSTN transmite su sefial a través de complejos heterodiméricos de receptores

tipo | y II, formando un complejo con una estequimetria 2:2:2'%*® (figura 1). La

14



Introduccion

unién de la MSTN al receptor tipo Il recluta al receptor tipo | dando lugar a la
fosforilacién de este Ultimo en residuos de serina y treonina de su regién GS. El
cambio conformacional inducido por la fosforilacién activa el dominio quinasa
del receptor tipo I, con la subsiguiente fosforilacion del principal mediador
intracelular de la via, las Smads. Posteriormente, la R-Smad activada por MSTN
(Smad2/3) se asocia con Smad4, y el dimero se dirige al nicleo, donde regula

transcripcionalmente a genes diana.

Mediante estudios de cross-linking se ha podido demostrar que la
MSTN es capaz de unirse a los receptores de activina tipo Il (ActRIIA y ActRIIB)
con similar afinidad®*"®"". La importancia de estos receptores en la sefializacion
de MSTN in vivo esta respaldada por estudios en ratones transgénicos en los
cuales la expresion especifica de dominante negativo de la forma ActRIIB en
musculo esquelético induce un fenotipo esencialmente idéntico al raton
knockout de MSTN?*®?. Esta asociacién con ActRIIB o ActRIIA implica, ademas
que, al utilizar la MSTN Smad2, 3 para transducir su sefial, el receptor tipo |

utilizado tiene que ser necesariamente ALK4 (figura 5).

15



Introduccion

W ow
3 ® 3
] QD
o o
(7] »

_'

®

m

r~]

E/
> D

o

B 3
5 g
- =
= =
° °
o o

Figura 5.- Relaciones entre las distintas subfamilias de ligandos, receptores y R-Smads

en la superfamilia del TGF-B.
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1.5. Contextualizacion del desarrollo muscular como respuesta a la

miostatina

El hecho de que los ratones con delecion de la MSTN presentan
hiperplasia e hipertrofia de las fibras musculares sugiere que la MSTN juega
dos papeles distintos para la regulacion del crecimiento de la masa muscular:
regulacion del nimero final de fibras musculares durante el desarrollo y
regulacion del crecimiento de la fibra muscular durante la etapa postnatal. A
diferencia de lo que ocurre en los ratones knockout de MSTN, la sobreexpresion
de una forma dominante negativa de MSTN (dnMS)™®, o el tratamiento con

anticuerpos neutralizantes de MSTN fibras’®®

, produce un incremento del
tamafio de las fibras musculares (hipertrofia) pero no de su nimero. De forma
similar, la sustitucién de una tirosina por una cisteina en la regién madura de la
MSTN® produce un aumento en el nimero de fibras totales (hiperplasia) con
respecto a ratones wild type pero sin que se aprecie un aumento en su tamafio.
Estos datos sugieren que cuando las funciones de la proteina enddgena de
MSTN son bloqueadas completamente® el incremento muscular es debido
tanto a hiperplasia como a hipertrofia, mientras que si el bloqueo se produce de
forma parcial, el incremento es debido a una de ellas solamente. En este
sentido, es importante destacar que en ratones transgénicos que expresan

inhibidores de MSTN (propéptido, FST y dominante negativo ActRIIBeZ'GG'”'m)

que bloguean completamente la accion de la MSTN, se produce un efecto

similar al encontrado en los ratones knockout.

El efecto de la MSTN sobre el nimero de fibras se debe a su capacidad
de regular la proliferacion y/o diferenciacién de mioblastos durante el desarrollo.
Numerosos estudios en la linea celular mioblastica C,C,, demuestran que la
MSTN bloquea la proliferacion de mioblastos a través de un incremento de los
niveles de p21, y de una disminucion de los niveles de Cdk2 y de la fosforilacion
de Rb*®* mientras que el efecto de la MSTN sobre la diferenciacién depende
de la disminucion de la expresion de los reguladores de la miogénesis MyoD,

84-86

miogenina y Myf-5 (figura 6).
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En musculo adulto, la principal funcion de la MSTN es el mantenimiento
de las células satélite en estado quiescente. Las células satélite son las
encargadas de generar nuevas fibras musculares en circunstancias en las
cuales la regeneracién o crecimiento del musculo es requerido. Cuando la
expresion de MSTN disminuye, las células satélite reentran en el ciclo celular,
proliferando y fusiondndose con fibras musculares ya existentes. Ademas, la
ausencia de MSTN produce un incremento del nimero de células satélite®”. En
este sentido, la MSTN actuaria como una chalona, es decir, como una molécula
capaz de inhibir el desarrollo del 6rgano que la produce, de modo que a medida
gue el musculo crece, aumenta la expresién de MSTN hasta alcanzar unos

niveles que detienen el crecimiento muscular.

Apoptosis

[y

Determinacion @D Proliferaci6 n -
— @5@ @4,5%3@ —

Diferenciacion

Precursores Mioblastos proliferantes Mioblastos en diferenciacion Miotubulos
Pluripotenciales MyoD + MyoD +
MyoD- Myf-5 + Myf-5 +

Myf5- Id-1 ,T\ Id-1 \1,

Figura 6.- Efecto de la MSTN sobre la regulacion de la miogénesis in vitro.

La MSTN es también capaz de inhibir la sintesis de proteinas en

miotubos® y adipocitos®>"®®°

, de forma que la sobreexpresion de MSTN
produce una marcada pérdida de masa muscular y de tejido adiposo en ratones

adultos®. De forma similar, en humanos se ha visto gue existe un aumento de
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los niveles de MSTN en musculo y suero de sujetos con pérdida muscular
ocasionada por diferentes patologias como SIDA, cancer u osteoartritis, asi

36,90,91
. Es

como en sujetos sometidos a periodos prolongados de inmovilizacion
importante sefialar que el efecto de la MSTN sobre el tejido adiposo se debe a
un efecto directo de la MSTN y no debe confundirse con el hecho de que los
ratones carentes de MSTN presentan también una reduccidon de la grasa
corporal que, en este caso, seria debido a un efecto indirecto, secundario al

gran desarrollo de masa muscular que presentan estos animales®**,

Las importantes acciones que ejerce la MSTN sobre el desarrollo
muscular han hecho que se esté investigado el bloqueo de sus efectos para
promover el mantenimiento de la masa muscular o0 su crecimiento en
situaciones de sarcopenia 0 en pacientes con enfermedades degenerativas

99 En este sentido, estudios realizados en ratones muestran el

musculares
papel que podria jugar la MSTN en, al menos, dos tipos de distrofia muscular
(Duchenne y Becker). El bloqueo de la MSTN enddgena mediante el uso de
anticuerpos neutralizantes provoca tanto un aumento en el tamafio como en la
fuerza muscular en estos ratones, asi como una disminucion en la degeneracion
muscular y la concentracion de creatina quinasa en suero en ratones mdx
(deficientes en distrofina)79. De forma similar, el cruce de ratones knockout de
MSTN con ratones mdx, produce una disminucién de la fibrosis y de la
infiltracién de grasa en musculo sugiriendo una mejora en la regeneracion

muscular®®

. Por el contrario, en ratones dyw (distrofia muscular por deficiencia
de lamina), la ausencia de MSTN favorece la regeneracién muscular pero sin
reducir los cambios patologicos existentes. Ademas, la pérdida de tejido
adiposo que se produce en estos animales produce un aumento de la

mortalidad perinatal®.

1.6. Hematopoyesis

Todas las células sanguineas provienen de un precursor comudn

denominado célula madre hematopoyética (Haematopoietic Stem Cell, HSC).
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En el tercer mes de la gestacién, las células madre hematopoyéticas migran del
saco vitelino al higado y a continuacién al bazo, que son los principales 6rganos
hematopoyéticos desde el tercero al séptimo mes de embarazo. A partir de este
momento la médula 6sea se convierte en el principal lugar de hematopoyesis, y
en el momento del nacimiento, ya no existe hematopoyesis, o muy poca, en el
higado y el bazo. Como ocurre con el resto de células madre multipontenciales,
dos rasgos principales caracterizan a estas HSCs. En primer lugar, son células
con capacidad de dividirse de forma asimétrica, dando lugar a una célula que
conserva su caracter multipotencial y a una célula comprometida. En segundo
lugar, y en contraste con una célula unipotente que se diferencia sélo en un tipo
celular, una HSC es multipotente y por consiguiente, capaz de generar los
distintos tipos de células hematicas maduras: eritrocitos, granulocitos,
monocitos, megacariocitos y linfocitos. En fases iniciales de la hematopoyesis,
la HSC se diferencia a una célula progenitora linfoide comin o una célula
progenitora mieloide comun. Las células progenitoras linfoides dan lugar a
células B y T; mientras que las células progenitoras mieloides generan de
glébulos rojos (eritrocitos), megacariocitos, granulocitos (neutréfilos, eosindfilos,
basofilos) y monocitos (figura 7). EI compromiso hacia una u otra via depende
de la expresion de distintos grupos de genes determinantes y especificos de

linaje en los tiempos apropiados y en el orden correcto.

Aunque los factores implicados en el control de la diferenciacion de las
HSCs apenas se conocen, se han identificado diversos factores de transcripcion
necesarios para el mantenimiento y la proliferacién de estas células. Mediante
estudios de gene targeting realizados en ratones, se ha podido comprobar que
los factores SCL/tal-1(Stem Cell Leukaemia/T Cell Acute Leukaemia 1), AML-
1/Runx1 (Acute Myeloid Leukemia 1/ Runt-related transcription factor 1), Lmo2 y
GATA-1/2 son esenciales para la generacion de HSCs, ya en el saco vitelino®”
% Ademas, SCL/tal-1 participa en la hematopoyesis en el adulto, siendo
imprescindible para la eritropoyesis y la megacariopoyesis, pero no para la
formacion de granulocitos y monocitos'®, mientras gue AML-1 desempefia un
papel crucial en la megacariopoyesis y en el desarrollo de células T y B, aunque

su efecto en el mantenimiento de las HSCs es menos claro®®.
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Uno de los aspectos claves en el control de la diferenciacién de las
HSCs es la presencia de determinadas sefiales en denominados nichos
hematopoyéticos. Dentro de estas sefales, destaca el importante papel
desempefiado por mudltiples citoquinas, cuya importancia en el control de la
hematopoyesis se conoce ya desde las décadas de los 60 y 80 del pasado
siglo, gracias a una serie de estudios en los que se logro identificar el primer
factor capaz de estimular la formacion de colonias especificas a partir de células
progenitoras. Por este motivo, estos factores recibieron el nombre de factores
estimuladores de colonias (Colony-Stimulating Factors, CSF). Posteriormente,
se identificaron un gran ndamero de factores capaces de regular la
supervivencia, proliferacion y diferenciacion de células de estirpe
hematopoyética. Algunos de estos factores son especificos para un
determinado tipo celular, como ocurre con la eritropoyetina (EPO) que estimula
la formacion de eritrocitos, mientras que otros, como ocurre con la interleuquina-

3 (IL-3) estimulan el desarrollo de practicamente todos los Iinajes102 (tabla 1).

Aunque analizar con detalle el papel de las mdltiples citoquinas
implicadas en el control de la hematopoyesis esta fuera de los objetivos de la
presente revision, de forma resumida podemos considerar que, en la actualidad,
existen dos modelos que explican el papel de estos factores en la
hematopoyesis: el modelo inductivo y el modelo estocastico. EI modelo
inductivo o instructivo establece que serian las distintas citoquinas, implicadas
en la regulacion de la hematopoyesis las responsables de dirigir el destino de
los diferentes progenitores. Por el contrario, segin el modelo estocéastico o
permisivo, el destino de cada célula hematopoyética estaria determinado
intrinsecamente, actuando las citoquinas como meros potenciadores de la
supervivencia y la proliferacion celular. Ambos modelos estan apoyados por
numerosos datos experimentales, por lo que resulta imposible, a dia de hoy,

decir cudl de ellos resulta méas apropiado.

En favor del modelo instructivo, estan los resultados que muestran que
la expresion ectdpica de citoquinas restrictivas de linaje o de sus receptores en

las lineas de células hematopoyéticas puede producir efectos similares a los de
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la induccion de gen de un linaje especifico. Asi por ejemplo, en ratones en los
gue se sobreexpresa un receptor quimérico humano compuesto por el dominio
extracelular del receptor de IL-3 y el citoplasmético de GM-CSF (Granulocyte
Macrophage Colony-Stimulating Factor) el tratamiento con IL-3 humano,
produce una diferenciacién granulocitica de los monocitos, lo que sugiere que la
cadena citoplasmatica GM-CSFRa emite una sefial instructiva que conduce a
un compromiso de Iinajem. En este sentido es importante sefialar que la
existencia de dominios esenciales para generar una sefial de diferenciacion
pero prescindible para la mitogenesis, se ha demostrado para varios receptores

de citoquinas'®*'%

. Sin embargo, las observaciones mas llamativas que apoyan
el modelo instructivo se obtuvieron al demostrar que la expresion ectépica de
los receptores de citoquinas en células pluripotenciales puede conducir a

106197 ‘K ondo y col.*® estudiaron las

alteraciones en el proceso de diferenciacion
células progenitoras linfoides, un tipo de células que normalmente da lugar a
linfocitos T y B y NK (Natural Killer), en las cuales se habia inducido la
expresion ectopica del receptor de IL-2b. Cuando estas células fueron
cultivadas en presencia de IL-2, las células rapidamente generaron granulocitos
y macréfagos, en lugar de Unicamente células linfoides. De forma similar, se
produjo una nueva reprogramacion hacia la estirpe mieloide cuando estas
células fueron transfectadas con GM-CSFR y tratadas con GM-CSF, pero no
cuando el experimento se repiti6 con receptores de EPO o IL-7. Dado que, a
diferencia de los progenitores linfoides que no lo expresan, las HSCs presentan
niveles bajos pero detectables de GM-CSFR, se plante6 la posibilidad de que la
regulacion negativa de la GM-CSFR fue uno de los eventos iniciales en el

proceso de adhesién de los progenitores linfoides.

En apoyo al modelo estocastico, se ha visto que cuando precursores
eritroides se transducen con retrovirus que codifican el receptor del factor
estimulador de colonias de monocitos (Macrophage Colony-Stimulating Factor,
M-CSF), se produce un aumento del ndmero de eritrocitos, pero no de

108

monocitos al ser estimulados con M-CSF". De forma similar los receptores de

prolactina (PRL), hormona de crecimiento (Growth Hormone, GH) o de la
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trombopoyetina (c-mpl), son capaces de reemplazara al receptor de EPO a la

hora de estimular la diferenciacion eritroide in vitro

109,110

Otro fuerte apoyo para el modelo estocastico proviene de la expresién

ectépica del factor antiapoptético, bcl-2 (B-Cell Lymphoma 2) en determinadas

lineas celulares hematopoyéticas estimula la diferenciacion hematopoyética en

ausencia de citoquinas''!, mientras que la expresion forzada de bcl-2 es capaz

de rescatar el déficit de células T que existen en ratones knockout de IL-7 o el

déficit de monocitos en ratones deficientes M-CSF

Factor crecimiento
hematopoyético
Eritropoyetina

G-CSF

Trombopoyetina

M-CSF

Ligando SCF/c-kit

Ligando Flt-3

GM-CSF

IL-3

IL-5

IL-6

L-11

IL-7

Tabla 1.-

112-114

Sitios de produccién Principales funciones

Rifi6n, higado
Células endoteliales, fibroblastos, macréfagos
Higado, rifién
Fibroblastos, células endoteliales, macréfagos

Células estrémicas de la médula 6sea

Fibroblastos, células endoteliales

Células T (TH1 y TH2), macréfagos,

células cebadas

Células T (TH1 y TH2), macr6fagos

Células T colaboradoras activas, s6lo

respuesta TH2

Células T activadas, monolitos, fibroblastos
células endoteliales

Células estrémicas de la médula 6sea y

fibroblastos estimulados por IL-1

Células del estroma de médula 6sea, fibroblastos

Citoquinas hematopoyéticas

23

Produccion de eritrocitos
Producci6n de neutréfilos
Produccién de plaquetas
Produccién de macréfagos y osteoclastos

Células madre, supervivencia/divisién de

células progenitoras

Expansion de célula progenitora temprana;

precélulas B

Produccién de macréfagos, granulocitos;

maduracién y activacion de células dendriticas

Crecimiento de células madre y células

progenitoras mieloides; células cebadas

Produccioén de eosindfilos, crecimiento de célu-

las B murina

Estimulacién de célula progenitora; produccién
de plaquetas; produccién de inmunoglobulina en
células B

Factor de crecimiento para megacariocitos

Supervivencia de células T
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Figura 7.- Esquema general de la hematopoyesis
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1.6.1. Papel de los miembros de la superfamilia del TGF-B en la

hematopoyesis

Los miembros de la superfamilia del TGF-B desempefian un papel
critco en la regulacion de proliferacion y diferenciacion durante la

115-117

hematopoyesis . Existen numerosos estudios que demuestran que el TGF-

B inhibe in vitro la proliferacién de HSCs y de células progenitores primitivas,

118-122

tanto en humanos como en ratones . Este efecto se ejerce a través de una

parada de ciclo™****

y se manifiesta incluso en presencia de determinadas
citoquinas estimuladoras de la hematopoyesis como IL-3 0 CFU-GM (Colony-
Forming Units Granulocyte/Monocyte). De forma similar, el bloqueo transitorio
de la sefalizacién autocrina del TGF-B1 por expresiéon de un dominante
negativo mejora la cinética y la supervivencia de las HSCs humanas in vitro™°.
Resultados similares han sido obtenidos in vivo, en los que se ha visto que la
inyeccién de TGF-B1 en la arteria femoral de ratones inhibe eficazmente la
proliferacion de progenitores hematopoyéticos multipotenciales en la médula

6sea’®

. En conjunto, estos hallazgos sugieren que TGF-B1 es importante en el
control de la quiescencia de HSCs y que tanto la produccion autocrina de TGF-
B1 por HSCs, como la producida por células estromales en el nicho pueden

127,128

contribuir al mantenimiento de dichas células Por el contrario, los

progenitores mas diferenciados son mas resistentes a la inhibicion de TGF-
B1'*2"% aunque, en muchos casos, este efecto depende de la presencia de

otros factores de crecimiento.

A diferencia del TGF-B1, se ha visto que el TGF-B2 actia como un
regulador positivo de las HSC, mientras que el TGF-B3 solamente funciona
como un inhibidor en las células hematopoyéticas primitivas>>*%".
Sorprendentemente, este efecto estimulador del TGF-B2 se manifiesta
Unicamente a bajas concentraciones, mientras que a concentraciones elevadas

inhibe la proliferacion®".

Existen también numerosos estudios que demuestran la importancia de

los BMPs en la hematopoyesis, fundamentalmente durante el periodo
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embrionario*?4**

. La necesidad de la presencia de sefiales procedentes de
BMPs en la puesta en marcha de la hematopoyesis esta altamente conservada
a lo largo de la evolucion, desde el pez cebra y el xenopus al ratén y humano™**
19 Las BMPs acttian principalmente estimulando la sintesis de células de
estirpe eritroide, aunque existen datos contradictorios. Mientras que algunos
autores™*" han sido incapaces de encontrar ningun efecto significativo en la
maduracién eritrocitica, en otros estudios*** se observo una ligera induccién de
colonias BFU-E (Burst-Forming Units Erythroid) por BMP4. Por otra parte, se ha
visto también que la expresion ectépica de BMP4 es capaz de inducir la
formacién de un gran nimero de células eritroides a partir de tejido no
mesodérmico, en cooperacion con el factor de crecimiento de fibroblastos
(Fibroblast Growth Factor, FGF) y act-A"®. También se ha visto que BMP4
induce la diferenciacién hematopoyética en HSCs murinas y humanas in

Vitr0139’143.

Por ultimo, dentro de las activinas, la act-A es la que parece ejercer un
papel mas importante en el control de la hematopoyesis. Durante el desarrollo

embrionario, la act-A es fundamental para la diferenciacion de los precursores

143-145
. En

mesodérmicos a hemangioblastos adultos la act-A es

constitutivamente expresada por las células del estroma en los microambientes
hematopoyéticos, principalmente en las células endoteliales vy
mesenquimalesm, mientras su expresion es baja o indetectable tanto en HSCs

147,148

como durante la diferenciacién hematopoyética . Sin embargo, act-A posee

un claro efecto inhibidor en la proliferacion de HSCs murinas in vitro'*®. Ademas,
la act-A aumenta la formacién de unidades formadoras de colonias
multipotenciales ~ (Colony-Forming  Units  Granulocytes,  Erythroblast,
Macrophages and Megakaryocytes, CFU-GEMM) vy eritroides, tanto CFU-E

149

(Colony-Forming Units Erytrhroid) como BFU-E™, pero no produce ningun

efecto en CFU-GM*****° o incluso inhibe su formacién®*"***.

La act-A ejerce también importantes efectos sobre las células mieloides
adultas y, de hecho, algunas de estas células producen y secretan act-A™?,

aunque en menor medida que las células estromales de la médula ésea. El
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tratamiento con act-A inhibe la diferenciacién de células M1 a macrofagos,
disminuye el crecimiento y la apoptosis en células KU812"™* e inhibe el
crecimiento, favorece la supervivencia y estimula la diferenciaciéon de células
HL-60">"°. En células monociticas activadas, la act-A inhibe la secrecion de IL-
1B y aumenta la de su receptor157 y ejerce un efecto positivo en la quimiotaxis,

mientras que no afecta a la fagocitosislSS.

Existen algunos datos que sugieren que la activina puede inducir

diferenciacion megacariocitica™***

. Sin embargo, el papel mas documentado
es su implicacion en la regulacién de la eritropoyesis. Las primeras
observaciones en este sentido, proceden de ratones, a los que se les administré
act-A y se demostré un incremento del numero de eritrocitos y reticulocitos

circulantes®®®®3

. Como otros muchos factores de crecimiento hematopoyético,
la act-A ejerce al menos dos efectos diferentes: estimulacion de la proliferacion
de progenitores e induccion de diferenciacion en las células maduras. Ademas
la act-A es también capaz de inducir diferenciacion e inhibirla en diversas lineas

celulares de estirpe eritroleucémica, tanto murinas como humanas (K562)*°*°.

En lo referente al papel de la activina en linfopoyesis, éste se centra en
las células B. La act-A regula negativamente la linfopoyesis de células B, al

146,166-169 - Ademaés los

inducir parada del ciclo celular y al estimular la apoptosis
precursores de células B cultivados en presencia de act-A son interrumpidos en
un estado de diferenciacion méas temprano que las células cultivadas en
ausencia de esta citoquina'”. En el caso de las células T, aunque se ha
comprobado que act-A ejerce un efecto antiproliferativo en timocitos maduros in
vitro, parece ser que este efecto seria ejercido de forma indirecta a través de su

capacidad de modular la produccion de IL-6*".

27






2. OBJETIVOS






Objetivos

Aunque la MSTN fue descrita inicialmente como una hormona implicada
en la regulacion del desarrollo muscular, existen cada dia méas estudios que
demuestran que su importancia va mucho mas alla de este papel tan especifico,
interviniendo en la regulacion de la proliferacion y la diferenciacion de muchos

otros tipos celulares.

El objetivo del presente estudio ha sido analizar el papel de la MSTN en
la regulacién de la hematopoyesis, tanto in vivo como in vitro, estudiando sus
efectos sobre la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de distintos tipos

de células hematopoyéticas, asi como las vias de sefializacion implicadas.
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Materiales y métodos

3.1. Animales

Se utilizaron ratones MSTN** y MSTN™ (C57BL/6J-MSTN'*®"), cedidos
por el Prof. Se-Jin Lee, (Johns Hopkins University School of Medicine). Estos
ratones se caracterizan por presentar una delecion de la region C-terminal de la
proteina29 gue resulta en una molécula inactiva. Los animales se estabularon
con temperatura y humedad constantes y sometidos a periodos artificiales de
luz y oscuridad. La alimentacién se realiz6 con dieta estandar (SAFE, Augy,
Francia) suministrada ad libitum. Todos los procedimientos se realizaron de
acuerdo la normativa vigente (Real Decreto 1201-2005 y Decreto 296/2008) en
relacién con la utilizacién de animales de experimentacion. Las colonias se
mantuvieron en heterozigosidad, determinandose el genotipo de cada animal a

partir de muestras de DNA extraidas de una biopsia de tejido de la cola.

Para la realizacion del genotipado, las muestras de tejido se incubaron
en agitacion a 55°C durante toda la noche en 100 ul de buffer compuesto por
NaCl (100 mM), Tris-HCI (10 mM) pH 7,5, EDTA (1 mM) y 1% SDS y 5 pul (20
mg/mL) de proteinasa K. Posteriormente, la muestra se centrifuga para eliminar
los restos de tejido, se afiade un volumen de etanol a 4°C y se homogeniza.
Para realizar la PCR se utilizaron 1 ug de DNA y 1,25 U de Taq polimerasa
(Thermo, Ulm, Alemania) en 50 pl de una solucién compuesta por Tris-HCI (pH
8,4) 20 mM, KCI 50 mM, MgCl, 2 mM, 0,2 mM de cada dNTP y 0,4 uM de cada
uno de los cebadores. Las condiciones de la reaccion de PCR asi como la
secuencia de los cebadores utilizados se muestran en la tabla 2. Los productos
de PCR se resolvieron en un gel de agarosa al 2% y se visualizaron mediante
tincién con bromuro de etidio en el sistema digital de analisis de imagen GelDoc
1000 (BioRad, Berkeley, EEUU).
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Secuencia Th Ciclos

F.- 5-GGCATCTGTTCTGCTATTACGTG-3"
R1.- 5-ATCTTTTGGGTGCGATAATCC-3' 58°C 33
R2.- 5-GTGGATGTGGAATGTGTGCGAG-3’

Tamafios aparente de migracion:

F1-R1 435 ratén MSTN**
F1-R2 285 raton MSTN™
F1-R1-R2 435 285 raton MSTN*"

Tabla 2.- Caracteristicas de la PCR (secuencias de los cebadores, temperatura de

hibridacién y ciclos) utilizada para el genotipado de los ratones y tamafio aparente de migracion.

Para la realizacion de los tratamientos in vivo se utilizaron G-CSF
(Neupogen, 250 ug/kg/dia, s.c.) o EPO (NeoRecormon 3000 U, 25 U/kg/dia,

s.c.). En ambos casos los tratamientos duraron 7 dias.

3.1.1. Recuentos hematolégicos

Los recuentos hematoldgicos se realizaron tanto de forma manual,
mediante andlisis microscopico de extensiones de sangre periférica, como de
forma automatica por medio de un autoanalizador hematoldgico citoquimico
ADVIA 120 (Siemens, Munich, Alemania). Para el realizar el recuento manual se
utilizé el método de Wright modificado, tifiendo las extensiones con Hema-TEK
slide stainer (Siemens). Dado que para la realizacion del recuento celular
utilizamos un sistema automatico disefiado para el recuento de los valores
hematolégicos humanos, realizamos un estudio preliminar para validar el uso de
ese sistema en muestras de sangre murina. Para ello, comparamos los
resultados obtenidos, en el mismo animal, mediante recuento manual de
leucocitos en extensiones y mediante recuento automatico. Los resultados de
este estudio muestran que no existen diferencias significativas entre estos dos

sistemas de recuento (figura 8).
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Figura 8.- Validacion del sistema de recuento de células hematicas. No existen
diferencias significativas al comparar los resultados obtenidos en el recuento de leucocitos mediante
extensiones de sangre periférica y autoanalizador hematolégico histoquimico. Los resultados se

muestran como la media + EEM de 12 determinaciones (p = NS).

3.1.2. Ensayos de maduracion de granulocitos

Para evaluar los efectos del tratamiento con G-CSF in vivo se realizo
una citometria empleando los anticuerpos anti-Gr-1 FITC y anti-Mac-1 PE
(eBioscience, San Diego, EEUU). Gr-1 es una proteina anclada al
glucosilfosfatidilinositol que se expresa en granulocitos de médula 6sea y en
neutrofilos periféricos. Mac-1 (integrina aM B2) se forma por la asociacion de
CD11b (integrina aM) con CD18 (integrina B2). Se expresa en neutrofilos,
células NK, monocitos y macréfagos. El anticuerpo utilizado esta dirigido contra
la subunidad CD11b.

3.1.3. Ensayos de células de raton formadoras de co  lonias

Las muestras de médula d6sea se extrajeron del fémur. Tras aislar
quirdrgicamente el fémur y seccionar las epifisis, se perfunde el interior de la

diafisis con 1-3 mL de medio de cultivo (Iscove’s MDM, StemCell Technologies,
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Vancouver, Canadd) a 4°C. Una vez extraida la médula, se siembra
inmediatamente a una concentracion de 2x10° células/placa para CFU-E y BFU-
E y 2x10* células/placa para CFU-GM. Las células se incubaron a 37°C en una
atmosfera con un 5% CO, y 95% de humedad. Para los ensayos de CFU-E y
BFU-E se utiliz6 el medio M3334 (StemCell Technologies) y los cultivos se
mantuvieron durante 2 dias para CFU-E y 3- 4 para BFU-E. Para ensayos de
CFU-GM se empleé el medio M3434 (StemCell Technologies) y los cultivos se

mantuvieron de 7 a 10 dias.

3.2. Lineas celulares

Los estudios in vitro se llevaron a cabo en las lineas celulares HL60,
Jurkat y K562 (ECACC, European Collection of Cell Culture, Wiltshire, Reino
Unido). Las células se cultivaron en medio RPMI 1640 (Sigma, Saint Louis,
EEUU) complementado con suero fetal bovino (10%), glutamina (2 mM),
penicilina (100 Ul/mL) y estreptomicina (100 mg/mL), a 37°C en una atmdsfera
humidificada al 5% de CO,. La concentracion a la que se mantienen estas
lineas es de 10° a 10° células/mL para evitar que las células se diferencien

espontaneamente.

3.2.1. Proliferacion

En los ensayos de proliferacion las células se sembraron por triplicado
10° células en placas de 15 mm de diametro. El nimero de células se determind
mediante recuento en una cémara Neubauer, y el ciclo celular mediante
citometria de flujo (FacScan, BD Pharmingen, New Jersey, EEUU) de células
tefiidas con ioduro de propidio. El analisis de las poblaciones obtenidas se

realiz6 con el software CellQuest (BD Pharmingen).
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3.2.2. Apoptosis

La apoptosis se determiné mediante citometria de flujo y por tincién de
los nucleos celulares con bisbenzamida. Para realizar la tincion con
bisbenzamida y el marcaje de las células, se sembraron por triplicado 3x10°
células en placas de 15 mm de didmetro. Las células se incubaron durante 24
horas en medio sin suero en presencia de 125 ng/mL de MSTN recombinante o
vehiculo. Después de un periodo adicional de incubacion de 24, 48, 72 y 96
horas, las células se tifieron con bisbenzamida 50nM (Hoechst 33258, Sigma) y
se fotografiaron con una magnificacion de 100X tres campos aleatorios de cada
uno de los replicados, con una camara digital DP10 (Olympus Optical, Tokio,
Japo6n). En paralelo, las células se incubaron con anexina V-FITC y yoduro de
propidio-PE, de acuerdo con las instrucciones del “FITC Annexin V apoptosis
detection Kit I” de BD Pharmingen. El analisis de los datos obtenidos se realizé
con el software ModFit para Mac V3.0 (BD Pharmingen). En el caso de las
células K562 el estudio se realiz6 empleando Trypan Blue (Sigma), en lugar de
bisbenzamida. Se realizan las mismas condiciones de siembra que en el caso
del ensayo con bisbenzamida, transcurridas 96 horas de incubacién se prepara
suspension celular en HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, Invitrogen,
Carlsbad, EEUU) y se transfieren 0,5 mL de solucién de Trypan Blue (0,4%
peso/volumen) a un tubo. Finalmente se afiaden 0,3 mL de HBSS y 0,2 mL de

la suspension celular y se incuban 5-15 minutos a temperatura ambiente.

3.2.3. Diferenciacion

Para analizar el efecto del tratamiento con MSTN sobre la diferenciacion
celular, se sembraron por triplicado 4x10° células en placas de 35 mm de
diametro y se incubaron con medio con suero fetal bovino al 10%. Transcurridas
5 horas se tratan con 125 ng/mL de MSTN o vehiculo (R&D Systems,
Minneapolis, EEUU). Para analizar la diferenciacion de células HL60 se
determiné la expresion del antigeno CD33 por medio de citometria de flujo

utilizando un anticuerpo monoclonal acoplado a FITC (BD Pharmingen). En el
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caso de las células HL60 se estudiaron, ademas, los cambios fenotipicos
inducidos por el tratamiento mediante tincién con el método de Wright
modificado. Para ello las células se depositaron en un portaobjetos por
centrifugacién (citospin) y, posteriormente, se tifieron con el Hema-TEK slide
stainer (Siemens) y se observaron al microscopio. Como control positivo se
utilizaron células tratadas con DMSO (1,3%) o con TPA (10 nM). En el caso de
las células K562 se realiz6 mediante tincion con bencidina (1,5 mg/ml, 25 ul de
H,O, al 30% y 50 pl de acido acético glacial) que permite detectar la presencia
de hemoglobina (Hb) en las células. La cuantificacién de las células positivas se

realizé en una camara de Neubauer.

3.3. RT-PCR

El andlisis semicuantitativo de los diferentes transcritos de mRNA se
realiz6 mediante RT-PCR. En la tabla 3 se muestran las secuencias de los
diferentes cebadores, las temperaturas de hibridacion utilizadas y el tamafio de

los productos obtenidos.
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Peso®
(pb)

cDNA Secuencia Th Ciclos

F.- 5-CAGCCCTGCCGTCGTGATTA-3’
h-HPRT 58°C 28 138

R.- 5-AGCAAGACGTTCAGTCCTGTC-3

F.- 5-GCACTGGTATTTGGCAGAGCA-3’
h-MSTN 58°C 32 345

R.- 5-CACACTCTCCAGAGCAGTAAT-3’

F.-5-CCCTCTTTGTCCAGCGCACAG-3’
h-ALK4 58°C 28 267

R.- 5"-ATCAAACAGGGACCCTGCTCAT-3

F.- 5-TACTGCTGCAGATGGACCTG-3
h-Act RIIA 64°C 26 388

R.- 5-AGCTCCAGTTCAGAGTCCCA-3’

F.- 5-ACACGGGAGTGCATCTACTACAA-3
h-Act RIIB 64°C 30 252

R.- 5-GGCAAATGAGTGAAGCGCTCGTT-3"

F.- 5-CAGTCCCAGCGTCGTGATTA-3’
HPRT 58°C 28 139

R.- 5-AGCAAGTCTTTCAGTCCTGTC-3’

F.- 5-GCACTGGTATTTGGCAGAGTA-3
r- MSTN 58°C 32 345

R.- 5-CACACTCTCCTGTGCAGTAAT-3’

F.- 5-CTGGATGGCGTGGAGCACCC-3’
r- ALK4 60°C 32 275

R.- 5-GTTGATGACCAGGAAGACGATG-3

F.- 5-CAGGTGCTATACTTGGCAGA-3’
r- Act RIIA 60°C 32 405

R.- 5-TTCCTGCAATTAACATTAGTGG-3’

F.- 5-GCAGGAGTGTGTGGCCACCG-3’
r-Act RIIB 60°C 32 304

R.- 5-TGGCTTCAGGCCCACCAGAG-3’

Tabla 3.- Caracteristicas (secuencias de los cebadores, temperatura de hibridaciéon y
tamafio del producto PCR) de las distintas RT-PCRs realizadas. & peso se refiere al tamafio

aparente de migracion.

El RNA utilizado como molde en la RT-PCR fue aislado de tejido o de
células empleando el reactivo TRIZOL (Invitrogen). Para la obtencién de RNA
de sangre humana se utilizé el kit QIAamp®RNA Blood (Qiagen, Hilden,
Alemania). En la reaccion de sintesis del cDNA se emplearon 1 pug de RNA total
y 200 U de la transcriptasa reversa del M-MLV (Moloney-Murine Leukemia

Virus, Invitrogen). La reaccion se llevé a cabo durante 1 hora a 37°C y 5 min a
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95°C, en una mezcla de reaccion de 30 pl con la siguiente composicion: Tris-
HCI (pH 8,3) 50 mM, MgCl, 5,5 mM, 0,5 mM de cada dNTP, 40 U del inhibidor
de RNAsas RNaseOUT (Invitrogen) y 1,7 ug/ul de oligonucleétidos hexaméricos
de secuencia aleatoria (Invitrogen). A continuacion, una alicuota de 3 pl de la
reaccion de transcripcion reversa fue amplificada por PCR con 1,25 U de Taq
polimerasa (Invitrogen) en 50 pl de una reaccién compuesta por Tris-HCI (pH
8,4) 20 mM, KCI 50 mM, MgCl, 2 mM, 0,2 mM de cada dNTP y 0,4 uM de cada
uno de los cebadores. Como control de carga se empled el gen de la
hipoxantina-guanina  fosforribosil ~ tranferasa  (Hypoxanthine  guanine
PhosphoRibosyl Transferase, HPRT). Los productos de PCR se resolvieron en
un gel de agarosa al 2% y se visualizaron mediante tincién con bromuro de

etidio en el sistema digital de analisis de imagen GelDoc 1000 (Bio-Rad).

3.4. Western blot

Los extractos celulares se incubaron con un tampoén de lisis (RIPA)
compuesto por PBS (9,1 mM de fosfato sédico dibasico, 1,7 mM fosfato sddico
monobasico y 150 mM NaOH, ajustando el pH a 7,4 con NaOH), 0,5%
deoxicolato sédico y 0,1% SDS. Como inhibidores de proteasas se utilizaron
PMSF (10 mg/mL en isopropanol), aprotinina (30 pl/mL) y ortovanadato sédico
(100 mM). En todos los casos, la cantidad total de proteina extraida fue

determinada por espectrofotometria utilizando el reactivo de Bradford (Bio-Rad).

Las muestras se resolvieron mediante SDS-PAGE y se
electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa (Whatman, Maidstone, Reino
Unido). Posteriormente, las membranas se bloquearon a 4°C toda la noche en
tampon Tris salino (TBS) con Tween-20 (0,1%) y caseina (0,2%). La incubacion
con anticuerpos primarios se realizd, dependiendo del anticuerpo, a temperatura
ambiente durante 1 hora o toda la noche a 4°C. Tras la incubacion, las
membranas se lavaron con TBS con 0,1% de Tween-20. Para la deteccion de
los anticuerpos primarios se utiliz6 proteina A acoplada a peroxidasa

(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Alemania) o secundarios frente
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antigeno de conejo o ratén, a una dilucion de 1:1000 a 1:5000, dependiendo del
anticuerpo secundario que se utilice. Tras la Gltima serie de lavados, la actividad
peroxidasa se detecté con el sistema de quimioluminiscencia ECL (Amersham
Pharmacia Biotech) seguido de la exposicién y revelado de una pelicula
fotografica. En la tabla 4 se muestran las principales caracteristicas de los

distintos anticuerpos utilizados.

Anticuerpo primario Dilucién Peso (kDa) Casa comercial
Anti-MSTN 1:5000 25 Cedido por el Dr. Cadavid
Anti-pSmad2 1:1000 60 Cell Signaling, Massachusetts, USA
Anti-Smad2 1:1000 58 Cell Signaling
Anti-Tubulina 1:5000 55 Sigma
Anti-p21 1:1000 21 Santa Cruz, California ,USA
Anti-p27 1:1000 27 Santa Cruz
Anti-pERK (p-p44/p-p42) 1:1000 44,42 Cell Signaling
Anti-ERK 1:1000 45 Cell Signaling
Anti-p38-MAPK 1:1000 43 Cell Signaling

Tabla 4.- Caracteristicas de los anticuerpos primarios utilizados para la realizacién de los

western blot. Se muestra también los pesos aparentes de cada una de las bandas detectadas.

3.5. Inmunocitoquimica

Las células se recogieron mediante citospin en portaobjetos estériles
recubiertos con poli-L-lisina (FLEX IHC microscope slides, Dako, Glostrup,
Dinamarca) y se fijaron con etanol al 96% durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Para incrementar la exposicién del antigeno, los portaobjetos se
sumergieron en tampoén citrato sédico (10 mM, pH 6) y se calentaron en
microondas (H2800 Microwave Processor, EBSciences) a 750 watios durante

20 minutos. Una vez enfriados, los portaobjetos se lavan dos veces en TBS y se
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incuban con el anticuerpo anti-MSTN (dilucién 1:200) durante toda la noche a
4°C. El exceso de anticuerpo se elimina realizando dos lavados con TBS
durante 5 minutos. Como sistema de deteccion se utiliz el EnVision Detection
Kit (Dako). La actividad peroxidasa endégena se bloqueé mediante incubacion
con solucién de bloqueo (Dako) durante 10 minutos. Los controles negativos se
realizaron mediante preincubacion del anticuerpo primario con su antigeno en

agitacion, durante toda la noche a 4°C
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Resultados

4.1. La miostatina y su sistema de receptores se ex presan en células

heméticas
4.1.1. Expresion de MSTN en células hematicas

Aunque la MSTN se expresa predominantemente en el musculo

esquelético, existen diversos estudios que demuestran la existencia de

expresion de MSTN en otros tejidos como miusculo cardiaco®

293345172 glandula mamaria®®, hueso®’, cerebro’*™ tero®®*? vy

, tejido
adiposo
testiculos™. Los resultados obtenidos demuestran que la MSTN se expresa
también en células de estirpe hematopoyético (figura 9). Mediante RT-PCR
hemos podido comprobar la presencia de mMRNA de MSTN en muestras de
sangre periférica humana (figura 9A). Los estudios inmunocitoquimicos
mostraron la existencia de inmunoreactividad anti-MSTN tanto en granulocitos
como en linfocitos. Sin embargo, no detectamos la presencia de MSTN en

eritrocitos (figura 9B-E).
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Figura 9.- La MSTN se expresa en células hematicas. A.- RT-PCR (HPRT: 28 ciclos,
MSTN: 35 ciclos) de RNA extraido de células de sangre periférica de humano empleando el kit de
Qiagen para aislamiento de RNA total de sangre. B-C.- Inmunocitoquimica de extensiones de
sangre periférica humana. Las células se depositaron en portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina,
se fijaron con etanol y se incubaron con el anticuerpo anti-MSTN (dilucion 1:200) durante toda la
noche a 4°C. Como sistema de deteccion se utilizé el EnVision Detection Kit (Dako). La expresién
de MSTN se detectd en granulocitos (B) y en linfocitos (C), pero no se detecté inmunoreactividad
anti-MSTN en eritrocitos (40X).

4.1.2. Expresion de MSTN en lineas celulares hemato poyéticas

Con el objetivo de poder analizar el papel funcional de la MSTN en
células hematicas, utilizamos 3 lineas celulares de estirpe hematopoyético
(HL60, Jurkat y K562) y, como primer paso, investigamos si estas lineas
celulares eran también capaces de expresar MSTN. Mediante RT-PCR se pudo
comprobar la presencia de mMRNA de MSTN en 2 de las 3 lineas celulares
estudiadas (HL60 y Jurkat). Por el contrario, no encontramos expresion de
MSTN en células K562 (figura 10). Estos resultados se corroboraron al analizar
la presencia de proteina mediante western blot e imnunocitoquimica. El western
blot demostrd la presencia de una banda de aproximadamente 25 kDa en los
dos tipos celulares en los que habiamos detectado la presencia del mensajero,
pero no en células K562. Resultados similares se obtuvieron mediante
inmunocitoquimica, que mostré la presencia de inmunorreactividad anti-MSTN
Unicamente en células HL60 y Jurkat. Esta inmunorreactividad se concentraba
en areas proximas a la membrana plasmatica y, sobre todo, en regiones
vecinas a otras células, lo que podria estar relacionado con la participacion de

la MSTN en procesos de regulacién paracrina.
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Figura 10.- La MSTN se expresa en lineas celulares hematopoyéticas. A.- RT-PCR
(HPRT: 28 ciclos, MSTN: 35 ciclos) de mRNA extraido de lineas celulares hematopoyéticas
humanas cultivadas en RPMI 1640 a 37°C en una atmosfera humidificada al 5% de CO,. B.- Ensayo
de restriccion. Para comprobar la identidad de los productos amplificados, se incubaron con Hindlll
durante 2 h a temperatura ambiente. Como control positivo se utilizé musculo de ratén. C.- Western
blot de extractos celulares obtenidos por incubacion con tampén de lisis (RIPA). Las muestras se
resolvieron mediante de SDS-PAGE al 12%, y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa que
se incubd con el anticuerpo especifico anti-MSTN (1:5000) a 4°C toda la noche. D.-
Inmunocitoquimica. Las células se depositaron en portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina
mediante citospin, se fijaron con etanol y se incubaron con el anticuerpo anti-MSTN (dilucién 1:200)
durante toda la noche a 4°C. Como sistema de deteccion se utilizo el EnVision Detection Kit (Dako)
(40X).

Una vez demostrada la expresién de MSTN, nuestro siguiente objetivo
fue analizar la presencia de receptores de MSTN funcionales en estas células.
En la mayor parte de los casos, el receptor tipo Il utilizado por la MSTN es Act-

RIIB, mientras que el principal receptor tipo | encargado de transmitir su sefial
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es Alk4®>. En los tres tipos celulares estudiados fue posible detectar la
presencia de mRNA de Act-RIIB y Alk4, aunque no de Act-RIIA (figurall A), lo

gue permite aventurar que la MSTN es capaz de ejercer sus acciones en estas

células.
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Figura 11.- Las lineas celulares hematopoyéticas expresan receptores de MSTN
funcionales. A.- RT-PCR (HPRT: 28 ciclos, ALK4: 28 ciclos, Act-RIIA: 26 ciclos, Act-RIIB: 30 ciclos)
de mRNA extraido de lineas celulares hematopoyéticas humanas cultivadas en RPMI 1640, a 37°C
en una atmdsfera humidificada al 5% de CO,. B.- Western blot de extractos celulares obtenidos por
incubacion con tampdén de lisis (RIPA). Las células se cultivaron en medio RPMI 1640 en
condiciones de serodeprivacion durante 24h y se trataron con MSTN (125 ng/mL) o vehiculo durante
15 minutos. Los extractos celulares se resolvieron mediante de SDS-PAGE al 8%, y se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, la membrana se incub6 con los anticuerpos anti-
fosfoSmad2 (1:1000, toda la noche a 4° C), anti-Smad?2 (1:1000, 1 h a temperatura ambiente) y anti-
tubulina (1:5000, 1 h a temperatura ambiente).
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En la mayor parte de las células, la activacién del complejo de
receptores de MSTN (Act-RIIB-Alk4) induce la fosforilacion de Smad2 que es la
principal Smad implicada en la transmisién de sefales de la MSTN. De acuerdo
con esto, el tratamiento de células HL60 y K562 con MSTN produjo un marcado
incremento de los niveles de fosfo-Smad2 detectados mediante western blot
(figura 11B), lo que demuestra que los receptores de MSTN detectados en
estas células son funcionales. Por el contrario, pese a que las células Jurkat
expresan niveles similares de ActRIIB, Alk4 y Smad2, el tratamiento de estas
células con MSTN apenas incrementd los niveles de Smad2 fosforilada

detectados.

Mediante estudios realizados tanto in vivo como in vitro, se ha podido
comprobar que el fragmento N-terminal de la MSTN (propéptido) desempefia un
papel fundamental en la regulacion de la actividad biolégica de la hormona. Por
tanto, para comprobar la especificidad de la activacion observada, tratamos
células HL60 con distintas concentraciones del propéptido y estudiamos su
efecto sobre la fosforilacibn de Smad2 inducida por MSTN. Como puede
apreciarse en la figura 12, la presencia del propéptido produjo una disminucién

dosis-dependiente de la fosforilacion de Smad?2 inducida por MSTN.
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Figura 12.- El bloqueo de la MSTN con su propéptido disminuye la fosforilacion de Smad2
en células HL60. A, B.- Western blot de extractos celulares obtenidos por incubacion con tamp6n de
lisis (RIPA). Las células se cultivaron en medio RPMI 1640 en condiciones de serodeprivacion
durante 24 h y se trataron con MSTN (125 ng/mL) y con distintas concentraciones del propéptido
durante 15 minutos. Las células control fueron tratadas con vehiculo. Los extractos celulares se
resolvieron mediante de SDS-PAGE al 8%, y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa.
Posteriormente, la membrana se incubé con los anticuerpos anti-fosfoSmad2 (1:1000, toda la noche
a 4°C), anti-Smad2 (1:1000, 1 h a temperatura ambiente) y anti-tubulina (1:5000, 1 h a temperatura
ambiente).

4.2. Acciones de la miostatina en células hematopoy  éticas

A fin de estudiar los posibles efectos biolégicos de la MSTN en células
hematopoyéticas, las tres lineas celulares investigadas se trataron con MSTN y
se analizaron los efectos sobre proliferacién, diferenciacion y supervivencia

celulares.
4.2.1. HL60

Dado que, en células musculares, uno de los principales efectos de la
MSTN es regular la diferenciacion de mioblastos a miocitos, estudiamos en
primer lugar el efecto del tratamiento con MSTN sobre la diferenciacién de las
células HL60. La capacidad de las células HL60 de diferenciarse in vitro en
respuesta a diferentes estimulos esta perfectamente documentada en la
literatura. Dos de los estimulos clasicos utilizados son el DMSO y el TPA que se
caracterizan por inducir una disminucién de la expresién de CD33'"°. De
acuerdo con estos estudios, tanto el tratamiento con DMSO como con TPA
produjo una disminucién de la expresién de CD33 con respecto al basal (tabla
5). También de acuerdo con los datos existentes en la literatura'’®, esta
disminucién de la expresion de CD33 se acompafié de cambios fenotipicos
caracteristicos entre los que se incluye un marcado aumento de la capacidad de
adhesion a la placa de cultivo en el caso de las células tratadas con TPA (figura
13B), o la presencia de nucleos polilobulados en células tratadas con DMSO

(figura 13E). De forma similar, el tratamiento con MSTN produjo una
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disminucién de la expresion de CD33 en estas células (tabla 5), junto con la
apariciéon de cambios morfolégicos similares a los observados al inducir la
diferenciacion mediante tratamiento con DMSO (figura 13F). Ademas, el
tratamiento con MSTN fue capaz de incrementar el efecto diferenciador inducido
por el DMSO, mientras que apenas modifico los resultados obtenidos tras el
tratamiento con TPA (tabla 5). En conjunto, estos resultados sugieren que
MSTN estimula la diferenciacion de células HL60 a través de un mecanismo
similar al utilizado por el DMSO. En este sentido, es importante destacar que el
proceso de diferenciacion inducido por DMSO se acompafié de un aumento de
la fosforilacién de Smad2, que no se observé cuando la diferenciacion se indujo

mediante tratamiento con TPA (figura 13G).

TPA (10 nM) 29,4+ 1,5%
DMSO (1,3%) 9,7+ 0,7+

MSTN (125 ng/mL) 5,1 +0,6*
Propéptido (325 ng/mL) 0,9+0,3

TPA (10 nM) + MSTN (125 ng/mL) 36,2 +0,2°
TPA (10 nM) + Propéptido (325 ng/mL) 28,9+0,6
DMSO (1,3%) + MSTN (125 ng/mL) 23,6 +0,1#
DMSO (1,3%) + Propéptido (325 ng/mL) 11,5+0,3

Tabla 5.- El tratamiento con MSTN estimula la diferenciacion de células HL-60. Efecto del
tratamiento con TPA (10 nM), DMSO (1,3%), MSTN (125 ng/mL), propéptido (325 ng/mL),
TPA+MSTN, DMSO+MSTN, TPA+propéptido o DMSO+propéptido sobre la expresién de CD33. Los
resultados se muestran como porcentaje de incremento con respecto al control (*=p<0,01 vs. basal;
®=p<0,01 vs TPA; *=p<0,01 vs DMSO).
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A Medio RPMI B Medio RPMI + TPA (10 nM) C Medio RPMI + MSTN (125 ng/mL)
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Figura 13.- El tratamiento con MSTN estimula la diferenciaciéon de células HL-60. Las
células se cultivaron en RPMI y se trataron con MSTN (125 ng/mL) durante 3 dias. Como control
positivo de difere nciacion se utilizaron células tratadas con TPA (10 nM) o DMSO (1,3%), en
ambos casos durante el mismo tiempo que el tratamiento de MSTN. Para valorar la diferenciacion
celular se analizaron los cambios en la morfologia celular. A-C.- Comparacion del efecto del
tratamiento con TPA y el de MSTN. Las células se fotografiaron directamente en la placa de cultivo
(10X). D-F.- Efecto del tratamiento con DMSO comparado con el de MSTN. Las células se
depositaron en portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina mediante citospin y se tifieron con
empleando el método Wright modificado (40X). G.- Western blot de extractos celulares obtenidos
por incubacién con tampén de lisis (RIPA). Las células se cultivaron en medio RPMI 1640 en
condiciones de serodeprivacion durante 24h y se trataron con TPA o DMSO. Las células control
fueron tratadas con vehiculo. Los extractos celulares se resolvieron mediante de SDS-PAGE al 8%,
y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Posteriormente, la membrana se incub6 con los
anticuerpos anti-fosfoSmad2 (1:1000, toda la noche a 4° C), anti-Smad?2 (1:1000, 1 h a temperatura
ambiente) y anti-tubulina (1:5000, 1 h a temperatura ambiente).

En segundo lugar, analizamos el efecto del tratamiento con MSTN
sobre la proliferacion y supervivencia celular. Como se puede observar en la
figura 14 (A y B) las células HL60 responden al tratamiento con MSTN,
pudiéndose observar un aumento en el numero de células a partir del segundo
dia de tratamiento. Mediante el analisis del ciclo celular se pudo comprobar que
este aumento del nimero de células no es debido a una estimulacion de la
proliferacion, lo que sugiere un efecto sobre la supervivencia celular. Para
comprobar esta posibilidad, investigamos el efecto del tratamiento con MSTN
sobre el numero de células apoptéticas presentes en el cultivo. Como puede
observarse en la figura 14 (D y E), tanto los niveles de marcaje con anexina V
detectados por citometria de flujo, como el nimero de células positivas a la
tincién con Hoescht fueron significativamente inferiores en células tratadas con
MSTN, en comparacion con las células control. Al contrario de lo que ocurre con
la MSTN, estas células no presentan ninguna respuesta al tratamiento con

propéptido.
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Figura 14.- El tratamiento con MSTN estimula la supervivencia de las células HL60, pero
no modifica su tasa de proliferacién. A.- Estudio dosis-respuesta del efecto del tratamiento con
MSTN sobre el nimero de células. Se sembraron 10° células en placas de 15 mm de didmetro con
medio RPMI con FBS al 10% y se trataron con distintas concentraciones de MSTN o con vehiculo.
Las células se contaron en una camara de Neubauer al cabo de 72 h de tratamiento. B.- Estudio
tiempo-respuesta del efecto del tratamiento con MSTN sobre el nimero de células. Las células se
sembraron y cultivaron como en el apartado anterior, y se trataron con MSTN (125 ng/mL) o
vehiculo durante 96 h, contando el nimero de células cada 24 h. C.- Anlisis del ciclo celular
mediante citometria de flujo de células tefiidas con ioduro de propidio. Las células se sembraron y
cultivaron segun se describe en el apartado A, y se analizé la distribucion en las distintas fases del
ciclo celular tras 96 h de tratamiento con MSTN (125 ng/mL) o vehiculo. D-E.- Efecto del tratamiento
con MSTN sobre la supervivencia celular. (D) Niveles de marcaje de anexina V determinados
mediante citometria de flujo de células marcadas con anexina V-FITC y yoduro de propidio-PE tras
96 h de tratamiento. (E) Porcentaje de células apoptéticas determinado mediante tincién nuclear con
Hoechst 33258. Las células apoptéticas se detectaron por la presencia de condensacion nuclear y el
mayor grado de fluorescencia. Todos los resultados se muestran como la media + EEM (*=p<0,01

vs. control).
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Dos de las vias mas importantes implicadas en la regulacion del
crecimiento, diferenciacion y supervivencia de células hematopoyéticas son las

177-180

dependientes de la activacion de ERK y de p38-MAPK . Para comprobar si
estas vias de sefializacién estan también implicadas en el efecto de la MSTN en
células HL60, analizamos la capacidad de esta hormona de inducir la
fosforilacion de ERK y de p38-MAPK. El tratamiento con MSTN produjo un

incremento de fosforilacion tanto de ERK como de p38-MAPK.
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Figura 15 .- El tratamiento con MSTN estimula la fosforilacién de ERK y de p38-MAPK en
células HL60. Western blots de extractos celulares obtenidos por incubacion con tampoén de lisis
(RIPA). Las células se cultivaron en medio RPMI 1640 con FBS al 10% y se trataron con MSTN
(125 ng/mL) durante 96 h. Los extractos celulares se resolvieron mediante SDS-PAGE al 8% y se
incubaron con los anticuerpos: anti-pp38-MAPK (1:1000, toda la noche a 4°C), anti-tubulina (1:1000,
1 h a temperatura ambiente), anti-pERK (1:1000, toda la noche a 4°C) y anti-ERK (1:1000, 1 h a

temperatura ambiente).

4.2.2. JURKAT

Como sefialamos anteriormente, a pesar de que estas células también
expresan los receptores para MSTN como ocurre en las HL-60, el tratamiento
con la hormona no es capaz de inducir la fosforilacion de Smad?2. En linea con
este hallazgo, cuando tratamos las células Jurkat con la misma dosis de MSTN
y durante el mismo tiempo que las HL-60, no se modificé el nimero de células.
En conjunto, estos resultados sugieren que los receptores de MSTN presentes

en las células Jurkat carecen de actividad funcional.
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Figura 16.- El tratamiento con MSTN no modifica la tasa de crecimiento de las células
JURKAT. Se sembraron 10° células en placas de 15 mm de diametro con medio RPMI con FBS al
10% y se trataron con MSTN (125 ng/mL) o vehiculo durante 48 h. El recuento celular se realiz6
cada 24 h en una camara de Neubauer. Los resultados se muestran como la media + EEM (p =
NS).

4.2.3. K562

Aunque las células K562 no expresan MSTN, decidimos estudiar el
posible efecto del tratamiento con MSTN sobre su proliferacion y diferenciacion.
Al igual que en el caso de las células HL60, en primer lugar estudiamos el
efecto del tratamiento con MSTN sobre la diferenciacién de esta linea celular.
La diferenciacion eritroide conlleva, entre otras caracteristicas, cambios
nucleares, pérdida de organelas y sintesis de Hb. Es en esta Ultima
caracteristica en la que nos basamos para determinar la diferenciacion que se
produce al tratar las células K562. Para ello, identificamos las células
diferenciadas mediante tincion con bencidina que produce una coloracién azul
cuando reacciona con la Hb. Al igual que ocurrié con las células HL60, el
tratamiento con MSTN fue capaz de estimular la diferenciacion de las células
K562 (figura 17). Sin embargo, el efecto sobre el nimero de células fue opuesto
al observado en las células HL60. A diferencia de lo observado en estas células,
el nimero de células K562 descendi6 significativamente tras el tratamiento con
MSTN (figura 18A). Esta disminucion se acompafio con un descenso en el
porcentaje de células viables, lo que sugiere que el tratamiento con MSTN

disminuye la supervivencia de las células K562 (figura 18 B).
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Figura 17.- El tratamiento con MSTN estimula la diferenciacion de células K562. Se
sembraron por triplicado 10° células en placas de 15 mm de didmetro y se incubaron durante 4 dias
en RPMI + FBS (10%), en presencia de MSTN (125 ng/mL) o vehiculo. Al final del periodo de
tratamiento, las células se tifieron con bencidina y se contaron en una camara de Neubauer. Los
resultados, se expresan como la media + EEM del porcentaje de células diferenciadas con respecto

al total (* p<0,01 vs. control).
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Figura 18.- El tratamiento con MSTN disminuye la supervivencia de células K562. Se
sembraron por triplicado 10° células en placas de 15 mm de diametro y se incubaron durante 3 dias
en RPMI + FBS (10%), en presencia de MSTN (125 ng/mL) o vehiculo. A.- Efecto del tratamiento
con MSTN sobre el nimero de células (determinado mediante recuento en una camara de
Neubauer). B.- Efecto del tratamiento con MSTN sobre la viabilidad celular. Las células se tifieron
con trypan blue y se contaron en una camara de Neubauer. Los resultados se muestran como la

media + EEM de los porcentajes de células viables con respecto al total (*=p<0,01 vs. control).

También en este caso, el tratamiento con MSTN estimul6 la fosforilacion

de p38-MAPK, pero sin maodificar los niveles de fosforilacion de ERK. Dado que
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existen datos en la literatura que demuestran que la estimulacién de p38-MAPK

produce un incremento de la diferenciacién eritroide’ #4182

, estos resultados
podrian estar relacionados con la capacidad de la MSTN de estimular la
diferenciacion en estas células. Por otra parte, se ha visto que ERK desempefia
un importante papel en la estimulacion de la proliferacion de células K562, por
lo que la ausencia de estimulacion de la fosforilacion de esta proteina podria
explicar, al menos en parte, la disminucion del namero de células K562

observada tras tratamiento con MSTN.
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Figura 19.- El tratamiento con MSTN induce la fosforilacion de p38-MAPK en células
K562. Western blot de extractos celulares obtenidos por incubacion con tampén de lisis (RIPA). Las
células se cultivaron en medio RPMI 1640 con FBS al 10% y se trataron con MSTN (125 ng/mL)
durante 96 h.. Los extractos se resolvieron mediante SDS-PAGE al 8% y se incubaron con los
anticuerpos: anti-pp38-MAPK (1:1000, toda la noche a 4°C), anti-tubulina (1:1000, 1 h a temperatura
ambiente), anti-pERK (1:1000, toda la noche a 4°C) y anti-ERK (1:1000, 1 h a temperatura

ambiente).

4.3. Acciones de la miostatina sobre la hematopoyes  is in vivo

Una vez demostrado el efecto de la MSTN sobre células
hematopoyéticas in vitro, decidimos analizar la posible participacion de la

hormona in vivo, por medio de la utilizacion de ratones MSTN”.

Nuestro primer objetivo fue analizar la posible existencia de cambios en
los distintos linajes hematicos en sangre periférica de ratones MSTN™. En todos
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los rangos de edad estudiados (3, 6 y 12 meses) los ratones MSTN™

+/+

presentaron un mayor nimero de leucocitos que los ratones MSTN"". Por el
contrario, no se observaron diferencias significativas ni en el hematocrito ni en

los niveles de Hb en ninguno de los grupos de edad (figura 20).
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Figura 20.- Los ratones MSTN” presentan un aumento del nimero de leucocitos
circulantes. La concentracién de leucocitos (A), el hematocrito (B) y la concentraciéon de Hb (C) en
sangre periférica se determinaron en un autoanalizador hematoldgico citoquimico. Solo se observé
aumento significativo en el nimero de leucocitos circulantes en ratones MSTN™. Los resultados se
muestran como media + EEM de 12 determinaciones (*=p<0,01).

4.3.1. Papel de la MSTN en la granulopoyesis

Para analizar el posible papel de la MSTN en el proceso de
granulopoyesis, se realizé un tratamiento con G-CSF en ratones de 3, 6 y 12

meses. El tratamiento con G-CSF produjo un incremento significativo del
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namero de leucocitos circulantes tanto en ratones knockout como en ratones
wild type, sin que se observen diferencias entre ambos fenotipos en la
respuesta al tratamiento en los grupos de edad estudiados salvo en el grupo de
12 meses (figura 21A). No se observaron tampoco diferencias en el hematocrito
tras administracion de G-CSF en ninguno de los grupos estudiados (figura 21B).
En cuanto a los niveles de Hb, el tratamiento con G-CSF produjo una

+/+

disminucion en ratones MSTN™" de 6 y 12 meses de edad. También se observé
una ligera disminucion de los niveles de Hb en ratones MSTN” (figura 21C) en
dichos grupos de edad, aunque en este caso, las diferencias observadas no

fueron estadisticamente significativas.

Si observamos, por el contrario, diferencias en cuanto a la maduracién
a neutrofilos, analizada en funcion de los niveles de expresion de Gr-1 Mac-1
PE detectados por citometria. Como puede observarse en la figura 22, los
ratones MSTN™ presentan un mayor grado de maduraciéon de neutréfilos como
respuesta a la administracion de G-CSF que los ratones MSTN"" en los grupos

de 3y 12 meses.
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Figura 21.- El tratamiento con G-CSF provoca un aumento en el nimero de leucocitos
circulantes. Se trataron ratones MSTN™ y MSTN" con C-GSF (250 pg/kg de peso corporal, s.c.)
durante 7 dias, y se determind la concentracion de leucocitos (A), el hematocrito (B) y la
concentracién de Hb (C) en sangre periférica con un autoanalizador hematolégico citoquimico. Los
resultados se representan como media + EEM del incremento con respecto al basal en 6 animales
en cada grupo (*p<0,01).
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Figura 22.- El tratamiento con G-CSF provoca una estimulaciéon de la maduracion de
neutréfilos. Se trataron ratones MSTN™ y MSTN™ con C-GSF (250 pg/kg/dia, s.c.) durante 7 dias y
se determiné la presencia de neutréfilos maduros en sangre periférica mediante citometria de flujo
con los anticuerpos anti-Gr-1 FITC y anti-Mac-1 PE. Los resultados (anti-Gr-1/anti-Mac-1") se
representan como media + EEM del incremento con respecto al basal en 6 animales en cada grupo
(*p<0,01).
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4.3.2. Papel de la MSTN en la eritropoyesis

El tratamiento con EPO produjo un incremento significativo del nUmero
de gldbulos rojos y de la concentracion de Hb tanto en ratones knockout como
en ratones wild type, sin que se observen diferencias significativas entre ambos
fenotipos en la respuesta al tratamiento en el grupo de edad estudiado (figuras
23A y B). Este efecto se vio acompafado de un aumento del porcentaje de
reticulocitos en sangre periférica en ambos fenotipos, siendo este menor en el
caso de knockout (figura 23C). El tratamiento con EPO produjo también una
disminucién en el nimero de leucocitos circulantes, que también fue similar en

ambos fenotipos (figura 23D).
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Figura 23.- El tratamiento con EPO estimula la eritropoyesis in vivo de forma similar en
ratones MSTN™ y MSTN™. Se trataron ratones MSTN** y MSTN™ con EPO (25 U/Kg/dia, s.c.)
durante 7 dias, y se determind el hematocrito (A), la concentracion de Hb (B), el nimero de
reticulocitos (C) y el nimero de leucocitos (D), en sangre periférica con un autoanalizador
hematoldgico citoquimico. Los resultados se representan como media + EEM del incremento con

respecto al basal en 6 animales en cada grupo (*p<0,01).

El tratamiento con EPO también modificé la maduracién de células
hematopoyéticas de médula 6sea in vitro. En ratones wild type el tratamiento
con EPO potencia la formacion de CFU-E y BFU-E. Sin embargo, en ratones
knockout solo se produce esta potenciacion en el caso de formacion de CFU-E
ya que la formacion de BFU-E se ve significativamente disminuida en estos
ratones (figura 24A y B). Estos datos apoyan la respuesta observada en el
porcentaje de reticulocitos que se detecta en ambos fenotipos tras el
tratamiento con EPO, existiendo como era de esperar un porcentaje menor en
el caso de ratones knockout. Por el contrario, la administracion de EPO, produjo
una disminucién del nimero de CFU-GM, tanto en ratones MSTN** como en
ratones MSTN” (figura 24D), si bien en descenso fue significativamente menor

en estos ultimos.
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Figura 24.- La formacién de colonias eritropoyéticas in vitro esta disminuida en ratones
MSTN™, mientras gue la formacién de colonias granulopoyéticas in vitro esta disminuida tanto en
ratones MSTN™ como en MSTN™. Para la realizaciéon de los ensayos de células formadoras de
colonias (CFCs) se utilizaron muestras de médula 6sea. A-C.- Las células se sembraron a una
concentracién de 2x10° células/placa en medio M3334. Los cultivos se mantuvieron durante 2 dias
para CFU-E y 3-4 para BFU-E. (A) Formacion de colonias de CFU-E. (B) Formacién de colonias de
BFU-E. (C) Iméagenes representativas de colonias BFU-E. D y E.- Las células se sembraron a una
concentracién de 2x10* células/placa en medio M3434 y se mantuvieron en cultivo durante 7-10
dias. (D) Formacion de colonias de CFU-GM. (C) Imagenes representativas de colonias CFU-GM.
Cada barra representa la media + EEM de 6 animales (*=p<0,01).
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Aunque la MSTN fue descrita originariamente como una proteina de
expresién muscular, cada vez son mas los estudios que demuestran la
existencia de diversos tejidos capaces de sintetizarla. Uno de los primeros
tejidos en los que se pudo demostrar la existencia de expresiéon de MSTN fue
en el adiposozg, donde podria actuar regulando, de forma local, la funcién de los
adipocitos. Posteriormente, se pudo comprobar su expresion en tejido
mamario®, localizada principalmente en células epiteliales, habiéndose
relacionado con la regulacion de la diferenciacion de la glandula; o en tejido
cardiaco®’, en el que, la MSTN sintetizada por cardiomiocitos y células de
Purkinje podria desempefiar algin papel en la regulacion del desarrollo del
corazon. Mas recientemente, se ha encontrado también expresion de MSTN en
atero®™*?, donde podria regular el desarrollo del miometrio y en placenta, en la
que parece intervenir en la captacion y transporte de nutrientes. Los datos
mostrados en el presente estudio demuestran que determinados tipos de
células hematopoyéticas son también capaces de sintetizar MSTN, lo que,
unido a la presencia de receptores de ésta funcionales, abre una nueva
posibilidad, la de que la MSTN esté también implicada en el control de la

hematopoyesis.

La hematopoyesis es un proceso complejo, en el cual se van a originar
diferentes linajes celulares a partir de un precursor comun, la célula madre
hematopoyética. A diferencia de otros tejidos, la mayoria de las células
heméticas maduras tienen una corta vida media, lo que determina que el
sistema hematopoyético tenga que estar reponiendo continuamente las células
perdidas y adaptando su numero a las necesidades del organismo en cada
momento. Este proceso continuo de renovacion hace que sea imprescindible la
existencia de complejos sistemas de control que sean capaces, por una parte,
de satisfacer las necesidades del organismo en cada momento y, por la otra, de
controlar los riesgos derivados de una proliferacion incontrolada. Aunque los
mecanismos responsables del control de la proliferacién, supervivencia y
diferenciacion de las células hematopoyéticas no se conocen en su totalidad,

los datos existentes en la actualidad sugieren la existencia de un complejo
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sistema de control en el que participarian multiples sefiales procedentes tanto

de la propia médula ésea como de otros tejidos.

Dentro de los factores implicados en el control autocrino/paracrino de la
hematopoyesis, una de las familias que esta atrayendo un creciente interés es
la del TGF-[3183. En la actualidad, varios miembros de la familia del TGF-$ entre
los que se encuentran endoglina, BMPs, activinas y TGF-B1 son capaces de
regular la hematopoyesis, tanto in vitro como in vivo, aunque la importancia real
de muchos de ellos esta todavia sin aclarar. Uno de los miembros de la familia
mas estudiado en la actualidad es el propio TGF-f. Los resultados obtenidos
mediante estudios in vitro demuestran que el tratamiento con TGF-B es capaz
de inhibir la proliferacion de HSCs y de células progenitores primitivas, tanto en

humanos como en ratones'*®*??; mientras que el bloqueo de la sefializacién

autocrina del TGF-B1 mejora la cinética y la supervivencia de las HSCs'>.
Resultados similares han sido obtenidos in vivo, en los que se ha visto que la
inyeccion de TGF-B1 inhibe la proliferacion de progenitores hematopoyéticos

multipotenciales en la médula ésea de raton'*®

. Por Ultimo, aunque durante
mucho tiempo la implicacién del TGF-B en el proceso de hematopoyesis fue
dificil de concretar debido al caracter letal de las mutaciones que afectan a su
funcion, maéas recientemente, la posibilidad de utilizar modelos knockout
condicionales ha permitido comprobar la importancia de estos factores en dicho
proceso y, méas concretamente el papel clave desempefiado por diversas

Smads®.

Las activinas constituyen el segundo grupo de miembros de la familia
del TGF- con un posible papel relevante en la regulacion de la hematopoyesis.
Aunque las activinas fueron identificadas inicialmente por su capacidad de
estimular la sintesis y secrecion de hormona foliculoestimulante en la hipdfisis,
hoy en dia estéa claro que las activinas regulan miltiples funciones dentro de las
que se incluye el control de la proliferacion, diferenciacion y supervivencia
celulares. Estas acciones son ejercidas sobre mdltiples sistemas entre los que
se incluyen no solo el sistema endocrino, sino también el sistema inmune, el

sistema nervioso 0 el sistema hematopoyético. Dentro de la familia de las
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activinas, la act-A es el miembro que desempefia un papel mas relevante en el
proceso de hematopoyesis. La act-A actla ya en fases muy precoces del
proceso de formacién de células hematicas ya que es uno de los factores que
estimulan la diferenciacién de precursores mesodérmicos a hemangioblastos™**
15 el tipo celular que dara origen tanto a las células hematicas como a la mayor
parte del sistema cardiocirculatorio. En adultos, la act-A es expresada por
células estromales localizadas en los nichos hematopoyéticos de la médula
6sea™™®. También se ha detectado la expresion de act-A en células
hematopoyéticas, y aunque los niveles de expresion son bajos en las
HSCs'""'*® éstos aumentan a lo largo del proceso de hematopoyesis. La act-A
es capaz de regular diferentes fases del proceso hematopoyético, con acciones
hasta cierto punto contrapuestas en algunos casos, por lo que resulta dificil
conocer el papel real de la hormona. Asi, se ha visto que la act-A es capaz de
inhibir la proliferacion de HSCs de ratén y de regular negativamente la
formacion de linfocitos B. Por el contrario, la act-A ejerce, en la mayor parte de
los casos, un efecto estimulador sobre células de estirpe mieloide. En este
sentido, se ha descrito que la act-A es capaz de estimular la formaciéon de CFU-
E, BFU-E y CFU-GEMM, ademas de estimular la diferenciacion de células

146,149,185

eritroides . En el caso de las CFU-GM la act-A no parece tener ningan

efecto sobre la formacion®****°

151,152

e incluso existen estudios que sugieren que

puede llegar a inhibirla . Por dltimo, se ha sugerido también que la act-A

159-161

puede inducir diferenciacion megacariocitica aunque los resultados en

este caso no son tan claros.

Como ya sefialamos anteriormente, la act-A comparte receptores con la
MSTN, por lo que seria légico pensar que ambas hormonas ejercen efectos
similares sobre la hematopoyesis. Los resultados obtenidos en el presente
estudio demuestran que, de forma similar a lo que ocurre con la act-A, la MSTN
ejerce un efecto positivo sobre la formacion de células heméticas de estirpe
mieloide, sin afectar a las células linfoides. En el caso concreto de las células
HL-60, el efecto de la MSTN se centra en la diferenciacion y supervivencia
celular, sin afectar a la proliferacion; mientras que en las células K562 la MSTN

produjo también una marcada estimulacién de la diferenciacion celular que, a
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diferencia de lo hallado en células HL60, se acompafié de una disminucién del

nimero de células.

El mecanismo mediante el cual la act-A regula la diferenciacion eritroide
ha sido estudiado con detalle en células K562. En el 2004 Huei-Mei y col.”®®
proporcionan la primera evidencia de que act-A inhibe el crecimiento celular e
induce sintesis de Hb por inhibicién de la ruta de ERK y la activacion de p38-
MAPK. Esta ruta de sefializacion para la diferenciacion mediada por act-A es
consistente con otros estudios, en los cuales el butirato sddico o la hidroxiurea
inducen la diferenciacion eritroide implicando la inhibicién de ERK y activacion
de p38-MAPK, aunque éstos también inhiben la fosforilacion de JNK. Existen
numerosos estudios que demuestran que ERK juega un papel importante en la

proliferacion celular™®”'®

en multiples tipos celulares, entre los que se incluyen
células de estirpe hematopoyética. Asi, en leucemias agudas humanas ERK
esté constitutivamente activado y parece ser critico para la proliferacion frente a
la diferenciacién celular'®®; mientras que la inhibicion de ERK inhibe la

190

proliferacion'® y estimula la diferenciacion celular™!. Adicionalmente, p38-

MAPK esta implicado en la diferenciacién eritroide inducida por EPO de células

eritroleucémicas®***

, demostrando que la act-A y la EPO podrian estar
compartiendo la misma ruta de sefializaciéon. La ruta de p38-MAPK también ha
sido relacionada con la regulacion de la induccién del gen y-globina en

progenitores eritroides™*"°

asi como la expresion y activacion de los
promotores de a-globina vy C-globinal%. Ademas, recientemente se ha
demostrado que act-A induce la ruta de p38-MAPK para inhibir el crecimiento

celular en células de cancer de mama humano™®’

. Lo que se sugiere, por lo
tanto, que la via de ERK puede participar en el crecimiento celular y en la
inhibicién de la diferenciacién, mientras que la de p38-MAPK lo haria en la

diferenciacion celular y en la inhibicion del crecimiento eritroide (figura 25).
De acuerdo con nuestros resultados, el efecto de la MSTN sobre la

diferenciacion de las células K562 podria producirse a través de un mecanismo

similar, ya que el tratamiento con MSTN, que estimula la diferenciacion vy
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disminuye la proliferacion, produce un aumento de la fosforilacion de p38-

MAPK, sin modificar los niveles de fosforilacion de ERK.

Activina A

Inhibidor Inhibidor

ERK Y% 4' ERK % p38 p38

Inhibicién crecimiento celular
Sintesis de Hb

Figura 25- Modulacion de Act-A en la regulacion de la eritropoyesis. Act-A activa p38-
MAPK e inhibe ERK para provocar inhibicion de la proliferacion celular y sintesis de Hb en K562. El
inhibidor de p38-MAPK suprime, mientras que el de ERK induce la diferenciaciéon mediada por act-
A.

A diferencia de lo que ocurre en células K562, el papel de la act-A en
células HL-60 no esta tan claramente estudiado. Los datos existentes en la
literatura indican que la act-A inhibe el crecimiento, favorece la supervivencia y

estimula la diferenciacion de células HL-60""°

, pero no se conocen las vias
de sefalizacién activadas. Los resultados del presente estudio muestran que el
tratamiento con MSTN es capaz de estimular la fosforilacion de p38-MPAK y
ERK, lo que sugiere que ambas proteinas podrian ser las responsables de los
efectos observados. Concretamente, la activacion de p38-MAPK estaria
implicada en la estimulacion de la diferenciacion de células HL-60, al igual que
ocurre en células K562, mientras que la activacion de la via de ERK seria la

responsable, en este caso, del incremento en el nimero de células.

Un aspecto importante, a la hora de plantearse las posibles acciones de

la MSTN en la hematopoyesis es determinar cudl seria la procedencia de la
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hormona. Como ya mencionamos anteriormente, el musculo esquelético es el
tejido en el que se expresan mayores niveles de MSTN. Aunque la principal
funcion de esta MSTN muscular es regular de forma autocrina/paracrina el
desarrollo muscular, parte de la MSTN producida por el masculo es liberada a la
circulacion sanguinea. Sin embargo, en condiciones normales, la MSTN
circulante tiene su actividad biolégica limitada por la existencia de una serie de

62657273 por tanto, resulta dificil

mecanismos que tienden a inactivarla
establecer si los niveles circulantes de MSTN son suficientes para regular el
proceso hematopoyético, al menos en condiciones fisiolégicas. Sin embargo,
existen datos en la literatura que demuestran que los sistemas de inactivacion
de la MSTN circulante pueden ser insuficientes en situaciones en las que existe
un aumento de la liberacion de MSTN a la circulacion. Esta circunstancia es
habitual en procesos asociados con pérdida de masa muscular como ocurre en

65,80,91,198,199
e . En estas

la caquexia o tras inmovilizaciones prolongadas
circunstancias, el exceso de MSTN circulante si podria ser capaz de escapar a
los mecanismos habituales de control, siendo asi capaz de alcanzar la médula

Osea y actuar sobre las células hematopoyéticas.

Una segunda posibilidad, que no excluye a la anterior, seria la
existencia de sintesis de MSTN en el tejido hematopoyético. Aunque no hemos
estudiado la posible expresiéon de MSTN en médula Osea, el hecho de que
algunas de las lineas celulares hematopoyéticas estudiadas no solo respondan
a la MSTN, sino que también sean capaces de producirla, sugiere la
participacion de la hormona dentro de los mecanismos de control
autocrino/paracrino de la hematopoyesis. En este sentido, la MSTN vendria a
afadirse al resto de miembros de la familia del TGF-B que participan en el
control de este proceso. El hecho de que, el bloqueo de la MSTN end6gena por
medio del tratamiento con el propéptido no produjera ningln efecto observable
sobre estas células, sugiere que las vias de sefializacion activadas por MSTN
son también estimuladas por otros mensajeros, por lo que, dado que MSTN
comparte receptores con act-A, parece ldgico pensar que ambos factores
formarian parte de un sistema de control redundante. Sin embargo, es también

importante sefialar que, a diferencia de los datos obtenidos in vitro, la ausencia
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de MSTN si fue capaz de modificar algunos pardmetros hematopoyéticos in
vivo. Sorprendentemente, los ratones MSTN™ presentan un mayor numero de
leucocitos circulantes y una mayor respuesta a la administracién de G-CSF que

+/+

los ratones MSTN™", mientras que tanto el nimero de reticulocitos circulantes
como la respuesta de las unidades formadoras de colonias al tratamiento con
EPO estan incrementados en los ratones MSTN™. En principio, estos resultados
sugieren que no todas las acciones de la MSTN sobre la hematopoyesis pueden
ser compensadas por otros factores en situaciones de deficiencia o ausencia de
la hormona. Sin embargo, debemos tener también en cuenta que los cambios
fenotipicos observados en ratones MSTN™, pueden no ser debidos Unicamente
a la ausencia de esta proteina. En primer lugar, el aumento de masa muscular
puede estar asociado a un aumento de la liberacién de factores capaces de

modificar la hematopoyesis®*?%*

. En segundo lugar, asociado al gran desarrollo
muscular (y, en gran medida, consecuencia de éste), se produce un marcado
déficit de desarrollo del tejido adiposo en los ratones MSTN”, y, en
consecuencia, una disminucion de la liberacion de los factores producidos por
este tejido, algunos de los cuales ejercen importantes efectos en el proceso de

hematopoyesis*®*.

Por dltimo, el hecho de que exista sintesis de MSTN en leucocitos nos
permite plantear que, ademéas de su posible papel en la regulacion de la
hematopoyesis, la MSTN puede ejercer también un papel en la pérdida de masa
muscular que se produce como consecuencia de determinados procesos
inflamatorios. La atrofia muscular es un proceso complejo caracterizado por una
pérdida de masa muscular (local o generalizada) que se origina principalmente
por un desequilibrio del balance fisiolégico entre sintesis y degradacién proteica.
La atrofia muscular generalizada es un signo frecuente en multiples patologias
entre las que se encuentran el SIDA, algunos tipos de céancer, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica e insuficiencia renal; mientras que situaciones de
atrofia muscular localizada se pueden observar en pacientes inmovilizados o en

algunos tipos de inflamacion muscular®®9%20320°

. En los casos de pérdida de
masa muscular asociada a procesos inflamatorios, tanto sistémicos como

localizados en el tejido muscular, el principal mecanismo implicado es el
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aumento de la liberacién de citoquinas proinflamatorias y quimioquinas que
afectan directamente la homeostasis muscular, alterando el balance proteico.
Ademas, la presencia de estos factores produce una estimulacion de la
infiltracion de macréfagos, linfocitos y neutrdéfilos en el tejido muscular, con el
consiguiente aumento de la liberacién de mediadores inflamatorios, a la que hay
que unir el efecto destructivo de los neutrdfilos activados sobre el tejido
muscular®®. Por tanto, el hecho de gue hayamos sido capaces de demostrar la
existencia de expresion de MSTN en leucocitos sugiere la posibilidad de que la
MSTN liberada localmente por estas células sea uno de los factores implicados
en la pérdida de masa muscular asociada a la infiltracién inflamatoria del
musculo. En este sentido, es importante sefialar la existencia de numerosos
estudios que demuestran la importancia de la MSTN en la aparicion de atrofia

207-209

muscular, tanto en condiciones experimentales como en determinadas

patologiasse'm'm.

Por tanto, aunque serian necesarios mas estudios para
conocer exactamente la importancia de la MSTN producida por los leucocitos en
este proceso, este mecanismo de accion podria explicar la eficacia de algunos
tratamientos en los que la inhibicién de la MSTN reduce la pérdida de masa
muscular. Un ejempilo tipico seria el efecto del bloqueo de la MSTN en ratones

213-215

mdx, un modelo de enfermedad de Duchenne Aunque este tipo de

patologias no suele asociarse con cambios en la expresion de MSTN**?'" su
blogueo se asocia con un efecto positivo sobre la evolucion de la

enfermedad®®®

. Aunque clasicamente este efecto se ha atribuido a que el
bloqueo de la MSTN aumenta la capacidad de regeneracion del musculo, la
posibilidad de que se esté impidiendo el efecto de la MSTN liberada por las
células inflamatorias que infiltran los musculos afectados podria ser una

posibilidad a tener en cuenta.
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Conclusiones

1. La MSTN es uno de los factores implicados en el control de la
hematopoyesis, regulando la diferenciacién y supervivencia de células de
estirpe mieloide, pero sin actuar sobre células linfoides. Estas acciones serian
ejercidas, al menos en parte, a través de un mecanismo autocrino/paracrino que
implica la activacion del complejo ActRIIB/ALK4 y la regulacion de ERK y p38-
MAPK.

2. La ausencia de MSTN no produce cambios marcados sobre la
hematopoyesis in vivo, probablemente debido a la existencia de otros factores
que compensan su ausencia y a los cambios fenotipicos que produce la
ausencia de MSTN y que, secundariamente, son capaces de modificar la

hematopoyesis.
3. La existencia de sintesis de MSTN en leucocitos sugiere su

participacion en la pérdida de masa muscular asociada a procesos inflamatorios

del musculo.
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