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RESUMEN DE LA TESIS

La pérdida de masa muscular producida durante la
inmovilizacién, es un fendmeno que produce un deterioro
muy significativo en la calidad de vida de las personas. La
xantina oxidasa es una enzima mediadora de la
degradacion de las purinas que se ha postulado como una
de las causantes de esta pérdida de masa muscular
durante la inmovilizacion. El papel protector del alopurinol
en la pérdida de masa muscular en distintos modelos de
atrofia, a través de la inhibicion de la xantina oxidasa, ha
sido estudiado en animales de experimentacion.

En la presente tesis doctoral nos planteamos, a través de
un ensayo clinico en humanos (EUDRACT 2011-003541-
17), estudiar el efecto de la administracion de alopurinol en
paciente inmovilizados tras un diagndstico de esguince
grado Il, sobre la pérdida de masa muscular esquelética.
Los pacientes fueron aleatorizados en dos grupos,
aguellos que tomaron alopurinol (300 mg/dia) durante un
periodo de dos semanas y el grupo placebo. Transcurridas
las dos semanas de inmovilizacion se valoro, a través de
pruebas de imagen por Resonancia Magnética, el area de
seccion transversal, asi como el volumen del muasculo
sOleo. Tras catorce dias de inmovilizacion con una férula
se comprobo una pérdida de masa muscular en ambos

grupos experimentales. El valor de pérdida del area de
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seccion transversal fue del 8,6% en el grupo control frente
a un 4,1% en el grupo tratado con alopurinol. Sin embargo,
no encontramos prevencion en la pérdida de volumen del
séleo asociada al periodo de inmovilizacion. Por otra parte,
no encontramos diferencias significativas entre el grupo
control y el de alopurinol en ningin marcador de dafio
inflamatorio, hepéatico o muscular.

Nuestros resultados muestran que el alopurinol protege
parcialmente contra la atrofia muscular en humanos, tal y
como se habia demostrado previamente en un modelo
murino. El efecto protector del alopurinol es similar al del
ejercicio de resistencia, que es la forma mas conocida de
prevenir la pérdida de masa muscular en modelos
humanos en desuso.

Para poder realizar estudios de los mecanismos implicados
en el proceso de atrofia de la musculatura esquelética es
imprescindible poder obtener muestras de biopsias
musculares. Sin embargo, la técnica de la biopsia muscular
percutanea utilizando una aguja tipo Bergtrém, de no
ejecutarse con una metodologia apropiada, puede interferir
en las vias de sefalizacion celular, especialmente las
cascadas inflamatorias y oxidativas que se sabe estan
implicadas en el proceso de atrofia. En el segundo estudio
de la presente tesis doctoral pretendimos valorar si la

reiteracion de biopsias en la misma incision podia
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favorecer procesos inflamatorios que  pudieses
invalidarnos los resultados que obtenemos a la hora de
analizar este tipo de muestras. Este estudio se realiz6 con
5 sujetos a los que se les realizaron 6 biopsias reiteradas
utilizando tanto los mismos puntos de incision como puntos
diferentes. Las proteinas analizadas en las distintas
muestras fueron: MAPKs: ERK1/2, p38 y INK y la cascada
de sefalizacion celular inflamatoria de NF-«xB: IkB, IKKa e
IL-6). Se obtuvieron cuatro biopsias a través de la misma
incision (5-6 mm) de la pierna derecha (tomadas a los O,
30, 123 y 126 minutos) y otras dos de nuevas incisiones
realizadas en la pierna izquierda (a los 31 y 120 minutos).
Las primeras tres biopsias de la pierna derecha se tomaron
a una distancia de ~3 cm de las areas pre-biopsiadas. La
altima biopsia se obtuvo del mismo punto del que se tomo
la segunda biopsia. Las tres biopsias realizadas a través
de la misma incision en la piel de areas musculares no
lesionadas mostraron niveles similares de fosforilacion de
ERK1/2-MAPK, p38-MAPK, JNK-MAPK, IKKa, IkBa y
contenido similar de ARNm de IL-6. No hubo diferencias
significativas en los niveles de fosforilacion de ERK1/2-
MAPK, p38-MAPK, JNK-MAPK, IKKa e IkBa entre la media
de las tres biopsias obtenidas de la misma incision y la
sexta biopsia obtenida de un area lesionada. El contenido
de ARNm de IL-6 aument6 1,8 veces en la sexta biopsia en

comparacion con la media de las tres biopsias obtenidas
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de la misma incision (P<0,05). La conclusion de este
estudio es que se pueden realizar biopsias musculares
repetidas a través de una unica incision cutanea de 5 a 6
mm sin provocar sefiales musculares a travées de cascadas
que respondan al estrés celular, la inflamacion o el dafio

muscular.
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1.- INTRODUCCION

1.1. Radicales libres

Un radical libre (RL) es una especie quimica que
contiene uno o mas electrones desapareados en su capa
de valencia. Para llegar a formarse un radical libre, un
compuesto puede realizarlo: perdiendo un electrén,
ganandolo o mediante una unién covalente.

Los radicales libres se pueden formar en las células
(Slater 1984) de distintas formas. Algunos ejemplos
pueden ser: la activacion de los leucocitos, reacciones
enzimaticas o el transporte de electrones en cadena
respiratoria.

Los radicales libres pueden ser de origen endégeno
y exégeno. Cuando nos alimentamos podemos entrar en
contacto con compuestos de naturaleza pro-oxidante, pero
también productos como el tabaco, la polucién ambiental y
otros elementos puede producir radicales libres.

Los radicales libres pueden afectar a las estructuras
esenciales que forman las distintas formas vitales, como
puede ser el acido desoxirribonucleico (ADN), las
proteinas, los carbohidratos y también es el caso de los
lipidos (Sies 1983; Halliwell 1985). De la misma forma, los
radicales libres forman parte de procesos fisiopatologicos
como pueden ser algunos tipos de cancer, el caso de la
diabetes (Takada 1982; Okamoto 1985), problemas
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cardiacos y vasculares (Byers and Bowman 1993),
enfermedades reumaticas (Wolf SP 1986), problemas
gastroentéricos y patologias broncopulmonares (Slade R
1983) también puede darse en los casos de problemas
neurodegenerativos como puede ser el Alzheimer (Cross,
Slater et al. 1987). Pueden también estar involucrados en
procesos fisiolégicos como es el caso del envejecimiento
(Pacifici and Davies 1991), o la afectacion del musculo
producida por el ejercicio fisico (Davies, Quintanilha et al.
1982; Sastre, Asensi et al. 1992).

1.2. Génesis de especies reactiva de oxigeno
(ERO)

Los radicales libres se producen por procesos
qguimicos, en el interior o fuera del organismo.

Se pueden clasificar como fuentes exdgenas y
enddgenas segun el origen de su produccion (Freeman
and Crapo 1982).

Como el sistema hipoxantina/xantina oxidasa es
prioritario en esta tesis, vamos a desarrollar con mas
detalle y atencion este apartado.

La xantina oxidasa (XO) vy la xantina
deshidrogenasa (XDH) son formas interconvertibles de la
misma enzima, llamada xantina oxidorreductasa (XOR)

descrita en un primer momento como una aldehido oxidasa
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(Schardinger, 1902). La xantina oxidorreductasa esta muy
distribuida en muchas especies, ya que puede aparecer en
organismos sencillos como las bacterias, también en los
hongos o en los insectos, y puede estar presenta en los
mamiferos evolucionados como es el caso del ser humano
(Krenitsky et al. 1974, Parks 1986), (Ichida et al., 1993),
(Glatigny and Scazzocchio 1995). En los mamiferos se
encuentra en varios tejidos, como es el intestino,
pulmones, cerebro, rifiones y corazén. La funcién de la
XOR, es catalizar la hidroxilacion de sustratos como
purinas, pirimidinas, pterinas y los aldehidos.

En los mamiferos, la enzima produce la hidroxilacion
de hipoxantina (HX) a xantina, y ésta deriva a acido urico.

La xantina oxidasa hace uso del oxigeno como
aceptor de electrones mientras que la xantina
deshidrogenasa, que es la forma predominante, reduce el
Nicotinamida Adenina Dinucleétido (NAD*) (Parks and
Granger 1986). La XDH puede usar tanto el NAD* como el
oxigeno como aceptor de electrones, pero normalmente
suele usar el NAD*. La XO, por su parte, sélo usa el
oxigeno como aceptor de electrones.

La velocidad maxima de la reaccion catalizada por
la XDH y por la XO es practicamente similar. Algunos
autores consideran que el paso que limita la reaccion es la
liberacion del acido urico de la enzima (Massey, Schopfer
et al. 1989).
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1.3. Antioxidantes

Durante 1995 B. Halliwell define los antioxidantes
como “cualquier sustancia que, en bajas concentraciones
comparada con el sustrato oxidable, disminuye
significativamente o inhibe la oxidacion de este sustrato”
(Halliwell 1995). El organismo tiene unos mecanismos de
defensa para protegerse frente a los radicales libres. Los
mecanismos de defensa se clasifican en enzimaticos o no

enzimaticos.

1.3.1. Antioxidantes enzimaticos

Las enzimas antioxidantes son la primera defensa
contra las ERO. Pueden generarse en reaccion a un estrés
oxidativo, como por ejemplo en el caso de la suspensién
de miembros de los roedores en los modelos que se usan
para inducir de atrofia. Debido a esta caracteristica nos son

Gtiles para usarlos como marcadores de este estrés.
1.3.1.1. Superéxido dismutasa

Aqui se engloba a una familia de metaloproteinas
muy abundantes en la naturaleza, pudiendo estar en todas
las células que utilizan el oxigeno en su metabolismo
(Hassan and Fridovich 1977).

Fueron McCord y Fridovich en 1969 (McCord and

Fridovich 1969) quienes lo describieron. La superoxido
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dismutasa (SOD) es la primera defensa contra el radical
superoéxido, y lo que hace es transformarlo en peroxido de
hidrégeno (McCord 1974; Fridovich 1974).

En los modelos de induccién de atrofia muscular se
suelen estudiar los niveles de la SOD ya que sabemos que
el estrés oxidativo aumenta en el musculo esquelético en

este tipo de intervenciones.
1.3.1.2. Catalasa

Podemos definir la catalasa como una enzima que
realiza la descomposicion del peroxido de hidrégeno
(H202) en agua por un lado y en oxigeno por el otro. El
peréxido de hidrégeno tiene como funcién la protecciéon
frente a microorganismos patégenos y en condiciones
normales es un residuo del metabolismo celular de muchos
organismaos Vivos.

La catalasa principalmente la encontramos
localizada en dos organelas celulares, los peroxisomas y

las mitocondrias (Halliwell & Gutteridge 1989).
1.3.1.3. Glutation peroxidasa

La glutation peroxidasa (GPx) transforma el
peréxido de hidrégeno y los peroxidos de lipidos en
moléculas no dafina. Encontramos dos tipos de glutatién
peroxidasa en las células, y las dos necesitan al glutation
reducido como dador de equivalentes reductores (GPx

selenio dependiente y GPx no selenio dependiente). La
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glutation peroxidasa realiza su accién en el citosol, y en la

matriz mitocondrial.

1.3.2. Antioxidantes no enziméaticos

Entre los antioxidantes no enzimaticos encontramos
el alopurinol que debido a su importancia en esta tesis

vamos a abordarlo en profundidad.
1.3.2.1. Alopurinol

El alopurinol es un inhibidor de la XOR, que hace
posible la transformacion de HX a xantina y de xantina a
acido urico, el producto final de catabolismo de las purinas.
Decimos que su funcibn se desempefia sobre el
catabolismo de las purinas sin cambiar su biosintesis. El
alopurinol ha demostrado su efectividad a la hora de
producir la inhibicién de la XOR in vivo y también in vitro.
(Elion, Kovensky et al. 1966). El alopurinol forma un
complejo reversible con el molibdeno y produce la
interferencia entre las purinas y la enzima consiguiendo
gue éstas no puedan oxidarse (Massey, Schopfer et al.
1989). Un paso anterior a la inhibicion es la metabolizacion
del alopurinol a oxipurinol (aloxantina) para producirse
posteriormente la union de éste al sitio activo de la XOR
(Massey, Schopfer et al. 1989).

Los pacientes que reciben alopurinol para el

tratamiento de la gota, presentan concentraciones de HX 'y
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xantina a nivel sérico de 0,3-0,4 mg/dl a causa de la
inhibicion de la enzima, cuando los niveles normales son
aproximadamente de 0.15 mg/dl. En los casos en los que
los niveles de urato estan por debajo de 2 mg/dl debido a
altas dosis de alopurinol, se han visto niveles de purinas
maximos de 0.9 mg/dl. Cuando la Hipoxantina y la xantina
son eliminados por el rifion la cantidad eliminada es 10
veces mas alta que la del acido urico.

El alopurinol se absorbe en un 90% por el tracto
intestinal. La vida media es de mas de 1h para el alopurinol
y de 20h para el oxipurinol. Los niveles plasmaticos del
alopurinol y oxipurinol tienen un pico a la horay a las 3
horas, respectivamente. La inhibicidbn que se produce al
administrar una dosis de 300mg al dia de la XO, es eficaz
durante unas 24 horas (Murrell and Rapeport 1986).

El tratamiento con alopurinol puede producir entre
sus reacciones adversas las erupciones en la piel, siendo
su incidencia menor del 1%. Se han descrito casos de
hepatotoxicidad reversible en algun caso.

El alopurinol y el oxipurinol tienen eliminacion renal
asi que los cambios en la funcion renal tienen un efecto en
la dosificacion. En ese sentido el factor etario es relevante
a la hora de prescribir el farmaco. Dado que la funcion renal
es una de las funciones que mas se modifica con el
envejecimiento, la dosificacion el alopurinol es un aspecto

relevante
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Figura 1. Inhibicién de la XOR por el alopurinol.
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1.4. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio
entre las especies prooxidantes y las antioxidantes con un
predominio de las primeras frente a las segundas (Sies and
Cadenas 1985; Sies 1986.). En el caso que los sistemas
antioxidantes no puedan contener a los oxidantes y
predominen las agresiones oxidativas, se da la situacion de
“estrés oxidativo” que puede producir lesiones celulares

reversibles o irreversibles.
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El estrés oxidativo se origina por un exceso de
sustancias prooxidantes, un déficit de agentes
antioxidantes, o por ambos factores. Cuando nos
encontramos ante una situacion de estrés oxidativo el
organismo ha de promover mecanismos para revertir esta
situacion y garantizar la integridad la célula. Estos e puede
conseguir con la administracion de antioxidantes, con la
utilizacion de farmacos o con la dieta (Ames 1983).

Dada la dificultad para detectar directamente los
radicales libres, se puede obtener con la medicién de los
productos de las reacciones oxidativas (peroxidacion
lipidica, oxidacion del ADN, oxidacién de proteinas)
(Halliwell 1994).

1.4.1. Dafio oxidativo a proteinas

En el afio 1992 Stadtman demostré en la revista
Science que los aminoacidos existentes en las proteinas
presentan residuos que pueden ser atacados por los
radicales libres, sobre todo por el radical hidroxilo
(Stadtman 1992). La tirosina, la fenilalanina, el triptéfano,
la histidina, la metionina y la cisteina son los que
habitualmente se oxidan (Davies, Delsignore et al. 1987).
Esta oxidacion da un cambio conformacional de la proteina
y, esto produce una pérdida o cambio de su funcién
bioldgica.
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Los aminoacidos como lisina, prolina y arginina, se
oxidan dando lugar a grupos carbonilo, de forma que el
contenido en carbonilos de las proteinas se puede emplear
como un indicador de dafio oxidativo (Stadtman 1992).
Aminoacidos como histidina, cisteina y metionina pueden
oxidarse, pero en estos casos no se crean derivados de
tipo carbonilo (Stadtman 1992).

1.4.2. Dafio oxidativo a lipidos

Los lipidos, en concreto los &cidos grasos poli-
insaturados, son los mas facilmente atacados por radicales
libres (Cheeseman and Slater 1993). El atague oxidativo a
lipidos, se llama peroxidacion lipidica, empieza cuando un
radical libre ataca a un carbono de la cadena alifatica de un
acido graso, se desprende un atomo de hidrégeno, y se
forma un radical alquilico (Halliwell 1994). Con esto, un
ataque de un radical libre forma un gran numero de
productos de oxidacion, como malondialdehido y 4-
hidroxinonenal, e hidrocarburos de cadena corta como

etano y pentano (Freeman and Crapo 1982).

1.4.3. Cociente GSSG/GSH.

El cociente glutation oxidado/glutation reducido

(GSSG/GSH) es uno de los indicadores mas importantes
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como indicador del estrés oxidativo. El incremento en la
concentracion de glutation oxidado produce una alteracion

del estado redox celular (Sies 1986).

1.5. La atrofia muscular durante Ila
inmovilizacion
1.5.1. Disminucion de la masa y de la fuerza

muscular durante la inmovilizacion y su efecto sobre el

tamafio y numero de fibras.

Este apartado es importante para el desarrollo de
esta tesis ya que uno de nuestros estudios se va a
desarrollar con pacientes inmovilizados con férula en la
pierna. La atrofia muscular, como veremos puede, ser
producida por diferentes mecanismos y de diferentes
formas. El sedentarismo, la disminucion de la actividad
fisica, el encamamiento prolongado o la inmovilizacion
pueden provocar una rapida atrofia de la musculatura
esquelética que, a su vez, conlleva una disminucién del
volumen y fuerza muscular (Powers, Kavazis et al. 2005).

La caquexia es un término que describe la atrofia
muscular severa y la pérdida de peso asociadas con el
cancer, el VIH o la insuficiencia organica terminal. La
caquexia tiene una fisiopatologia compleja que incluye un

exceso de catabolismo, cambios endocrinos 'y
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neuroldgicos. Ademas, el papel de la inflamacion y las
citoquinas tienen un papel muy relevante.

La denervacibn muscular, es otra de las formas
donde se puede producir atrofia muscular servera.

Los vuelos espaciales, es otra situacion donde
vemos esta atrofia muscular. La pérdida de gravedad
afecta especialente a los musculos posturales. Algunos
estudios han comprobado que, tras un vuelo espacial de 2
semanas, se produce una pérdida de 20% de la masa
muscular (Williams, Kuipers et al. 2009). Cuando se
realizan biopsias musculares a los astronautas después de
un vuelo espacial demuestran un cambio fenotipico de las
fibras tipo | a fibras tipo Il (Nisoli, Clementi et al. 2003), con
lo que en este tipo de musculatura se produce una mayor
pérdida de fibras lentas (Buckey 2006). Ademas de
producirse esta atrofia muscular, también se produce una
pérdida de fuerza, ya que durante un vuelo espacial de seis
meses de duracién se objetiva una pérdida de un 50% de
la fuerza explosiva (Buckey 2006).

En casos de inmovilizaciones, en personas que
permanecen en cama durante mucho tiempo (periodos
cercanos a un mes), se produce la pérdida de 0,4 £ 0,1 kg
de masa muscular y del 3,5% de la fuerza, incluso en
sujetos jovenes sin patologias (Paddon Jones, Sheffield-
Moore et al. 2004).
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El caso de la sarcopenia senil (Rosenberg 1997),
tiene una importancia notable debido a que el
envejecimiento es uno de los factores que pueden producir
la reduccién de la fuerza y masa muscular con la edad. La
calidad de vida de las personas mayores se ve muy
reducida al perder masa muscular y sobre todo fuerza ya
que en la vida cotidiana se requieren valores minimos de
fuerza para poder realizar acciones como sentarse en un
asiento o subir y bajar escaleras.

El caso de la pérdida de masa en la sarcopenia senil
es similar al del encamamiento en sujetos jévenes y va a
ser similar al modelo elegido en nuestro estudio de
inmovilizacién con férula.

En el proceso de envejecimiento se produce una
reduccion de la fuerza maxima, y un descenso en la
capacidad del sistema neuromuscular que es el encargado
de la fuerza explosiva. Encontramos mayores pérdida de
fuerza explosiva comprada con fuerza maxima cuando
analizamos el mismo grupo muscular y puede ser de un
3,5% de pérdida cada afio, entre los 65 y 84 afios (Young
and Skelton 1994).

Cuando el cuerpo envejece se produce una
mayor disminucion en la proporcion del area ocupada por
las fibras musculares de contraccion rapida (% area ll/1'y

% area fibras tipo 1) en comparativa con las fibras
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musculares de contraccion lenta (tipo 1) (Orlander,
Kiessling et al. 1978).

La sarcopenia lleva consigo distintas situaciones
que producen la alteracion muscular asociada a la edad:
la pérdida de motoneuronas, alteracion hormonal,
alteraciones en la ingesta caldrica (proteica) (Doherty
2003).

Dado lo dificil que es realizar investigacion en seres
humanos para ver los mecanismos responsables de la
atrofia muscular en casos de inmovilizacion, se han
propuesto modelos con animales que pretenden imitar las
condiciones de inactividad en las que se produce la atrofia
muscular. EI modelo de suspensién, no invasivo, de
miembros posteriores de Morey-Holton y Globus (2002),
produce una atrofia y pérdida de masa muscular
considerable en animales jévenes. Concretamente
produce un 50% de atrofia de los musculos en los
miembros posteriores de animales que se suspenden en
los que predominan las fibras tipo | y entre un 15y 20% en
los musculos en los que predominan las fibras tipo Il
(Thomason and Booth 1990).
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1.5.2. Posibles mecanismos moleculares

Como se ha comentado anteriormente la
inmovilizacién produce una pérdida de fuerza y masa
muscular pero el mecanismo que los producen esta en
discusion. La degradacion de las proteinas es uno de los
mecanismos que explican la atrofia muscular (Thomason,
Biggs et al. 1989). Son varios los estudios que ratifican que
en los periodos de inmovilizacion o suspension la sintesis
de proteinas en las fibras musculares disminuye y la

degradacion de la proteina aumenta.

En esta introduccion comentaremos algunos de los
factores relacionados con la regulacién de la atrofia por
inmovilizacién y que han sido revisados previamente por

otros autores (Jackman and Kandarian 2004):

Miostatina: Es una proteina que pertenece a la
familia del factor de crecimiento transformante B (TGF-pB),
gue es un regulador negativo del crecimiento muscular. La
activacion de este regulador produce la pérdida de masa
muscular en roedores y en humanos. Cuando tratamos
células musculares  cultivadas  con miostatina
recombinante obtenemos una reduccién en el contenido
proteico, y una reduccion de la tasa de sintesis de

proteinas (Jackman and Kandarian 2004).
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Glucocorticoides: La dexametasona se utiliza para

inducir la protedlisis muscular, ya sea in vivo o en cultivos
celulares. Los glucocorticoides disminuyen la tasa de
sintesis de proteinas y aumentan su degradaciéon en el
muasculo esquelético. La inmovilizacion y la caquexia
producen un incremento de los niveles circulantes de
glucocorticoides, y aumentan la capacidad de union de los
corticosteroides (Jackman and Kandarian 2004).

Factor de necrosis tumoral a (TNF-a) vy otras

citoguinas: TNF-a y otras citoquinas como la interleuquina
1 (IL-1) e interleuquina 6 (IL-6) aparecen aumentadas en
los casos de atrofia muscular. Si se administra TNF-a a
ratas se produce caquexia, y un bloqueo del TNF-a evita
la pérdida de masa muscular. El tratamiento con TNF-a
conduce a la degradacion creciente de proteinas en
cultivos de células musculares (Jackman and Kandarian
2004). Aparte de TNF-a, laa proteina llamada PIF
(Proteolysis Inducing Factor) estd relacionada con la
activacion del factor Nuclear Kapp B (NF-kB) el cual ha sido
determinado en la presente tesis doctoral.

Hay varios sistemas proteoliticos que sabemos que
pueden contribuir a la degradacion de las proteinas
musculares. Las proteasas lisosomales, proteasas
activadas por el Ca?* (calpainas) y el sistema ubiquitin-

proteasoma. Aunque las proteasas lisosomales se activan
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en el musculo esquelético sometido a una atrofia por
inmovilizacion, la importancia de estas proteasas parece
limitada (Furuno and Goldberg 1986; Hasselgren, Wray et
al. 2002; Purintrapiban, Wang et al. 2003). Si parece, por
otro lado, que la calpainay el sistema ubiquitin-proteasoma
producen un desajuste proteico muscular durante la atrofia
muscular (Furuno and Goldberg 1986; Ikemoto, Nikawa et
al. 2001; Purintrapiban, Wang et al. 2003). Tenemos
también evidencia que otra proteasa, la caspasa-3, puede
contribuir también en distintas formas de atrofia muscular
(Du, Wang et al. 2004).

Protedlisis mediada por calpaina: Las calpainas

(calpainas | y Il) son proteasas cisteinicas dependientes de
Ca?* que se activan en el musculo esquelético durante
periodos de inactividad (Goll, Thompson et al. 2003). Las
calpainas no producen la degradacion directamente de las
proteinas contractiles, actina y miosina, pero si producen
la liberacién de las proteinas del sarcémero al romper las
proteinas del citoesqueleto (titina, nebulina) que en su
papel accesorio como componentes del sarcomero, estan
encargadas de sostener los elementos contractiles. La
actividad de la calpaina esta regulada por varios factores,
como son los niveles de calcio en el citosol y la
concentracion de la calpastatina inhibidora de la calpaina
endogena (Goll, Thompson et al. 2003). De esta forma la

actividad de la calpaina puede aumentar ante cualquier
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factor que eleve las concentraciones de calcio citosolico y/o
disminuya los niveles de calpastatina (Goll, Thompson et
al. 2003). Se sabe que la inactividad muscular esta
asociada con la sobrecarga de calcio y la activacion de
calpaina (Kourie 1998).

La caspasa-3y la atrofia muscular. Hay muchas vias

de sefalizacién que desencadenan la activacion de un
grupo Uunico de proteasas denominado “caspasas"
(Primeau, Adhihetty et al. 2002). Este grupo de caspasas
son endoproteasas que producen la degradacion de las
proteinas y, que incluso pueden causar la muerte celular

programada o apoptosis.

Protedlisis mediada por proteasoma. En los

modelos experimentales de animales y humanos la via de
la ubiquitin-proteasoma dependiente de ATP es la mas
importante en la pérdida de musculo esquelético. En estos
casos las proteinas pueden ser degradadas tanto por el
proteasoma nuclear 20S como por el 26S (Hasselgren,
Wray et al. 2002). En la via proteasomal 26S, la ubiquitina
se une covalentemente a sustratos proteicos y los marca

para su degradacion.
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1.6. Inmovilizacion y estrés oxidativo

En este punto trataremos el papel que el estrés

oxidativo juega en la atrofia muscular por inactividad.

1.6.1. Efecto de la inmovilizacion sobre el estrés

oxidativo en el masculo esquelético.

Tenemos cada vez mas constancia de que el estrés
oxidativo es un importante regulador de las vias que
conducen a la atrofia muscular durante la inactividad
muscular.

Muchos son los estudios que confirman que se
produce un dafio oxidativo y un deterioro muscular durante
los periodos de inactividad fisica (Kondo, Miura et al. 1993;
Kondo, Nishino et al. 1994; Lawler, Song et al. 2003) Se
describen hallazgos de marcadores de dafio o estrés
oxidativo en muchos de Ilos modelos descritos
anteriormente: inmovilizacion prolongada, lesiébn muscular,
encamamientos prolongados, vuelos espaciales, casos de
denervacion muscular o incluso en el envejecimiento
(Servais, Letexier et al. 2007).

El tratamiento con perdxido de hidrogeno (H20:2) en
células musculares produce la degradacion de las
proteinas, disminucion de la expresion de miosina, y el
aumento de la expresion de los componentes de la via

proteolitica ubiquitin-proteasoma (Jackman and Kandarian
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2004). Se ha visto, por otro lado, que las EROs inducen la
activacion de las via de sefializacio de NF-kB, asociada a
la inflamacion y al catabolismo proteico (Li and Reid 2000).

Actualmente, todavia no sabemos cual es la via mas
importante en la produccion de radicales libres en la atrofia
muscular. Pero si parece que el estrés oxidativo en el
musculo esquelético inactivo pueda ser a causa de la
interaccion de al menos cinco vias diferentes de
produccion de oxidantes: 1) la generacién de ERO por la
via de la XO, 2) la produccion de NO a través de la sintasa
de 6xido nitrico (NOS), 3) la formacién de ERO (radicales
hidroxilo) por el aumento de los niveles celulares de hierro
reactivo, 4) la Nitoninamida Adenina Dinucleétido Fosfato
(NADPH) oxidasa, y 5) la produccién mitocondrial de
radicales superoxido (Ver figura 2).

Distintos estudios demuestran que la atrofia
muscular producida en la inmovilizacibn aumenta los
niveles de peroxidacién lipidica y se produce una
disminucion en el cociente GSH/GSSG (Kondo, Nakagani
et al. 1993).

A continuacién, vamos a profundizar en las fuentes
oxidantes implicadas en la atrofia muscular citadas en el
parrafo anterior:

Oxido nitrico. La produccion enddgena de NO a

través de las NOS puede dar lugar a la formacién de varias
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especies reactivas de nitrégeno (ERN), incluyendo el
Peroxinitrito (ONOO-).

Se han descrito tres isoformas de ERN (Stamler and
Meissner 2001):

1) La forma inducible (INOS), que es independiente
de calcio. 2) La forma endotelial (eNOS), que se activa por
el calcio. 3) La forma neuronal (nNOS), que es también
activada por el calcio. Ambos, nNOS y eNOS, se expresan

en el masculo esquelético (Kobzik, Reid et al. 1994).

Figura 2. Vias de produccion de ERO en el musculo
esquelético durante periodos de inactividad.
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Hierro reactivo. Los metales como el hierro y

el cobre pueden participar en las reacciones quimicas que
producen ERO (Halliwell B 1999).
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Un aumento de los niveles de hierro en la célula es
exponencial al dafio celular oxidativo lo cual podemos
comprobar al realizar la inmovilizacibn de miembros
inferiores en roedores. En estos modelos encontramos
niveles altos de hierro muscular (Kondo, Miura et al. 1992a;
Kondo, Miura et al. 1992b). Este aumento de hierro se
asocia con la elevada peroxidacion de lipidos en el
musculo inmovilizado. Se ha comprobado que la
administracion sistémica de un quelante del hierro hace
disminuir el estrés oxidativo asociado con la inmovilizacion
del masculo (Kondo, Miura et al. 1992).

NAD(P)H-oxidasa. Tenemos constancia de que una

NAD(P) H oxidasa no fagocitica y no-mitocondrial esta
presente en humanos y en roedores a nivel muscular. Las
NAD(P)H oxidasas son unas enzimas que se encuentran
en la membrana y que producen la reduccién de oxigeno
molecular usando NADH o NAD(P)H como donador de
electrones. Muchas son las situaciones que producen un
aumento de la actividad de NAD(P)H oxidasa en las
células, incluyendo la via de las protein kinasas activadas
por sefales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2). Cuando el
musculo esta inactivo lleva consigo un aumento del calcio
intracelular y con ello un aumento de la actividad del
NAD(P)H oxidasa y ésto a su vez una elevada produccion

de radical superoxido. Aun asi, no esta descrito con
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certeza si la inactividad del musculo esquelético supone un
aumento de la NAD(P)H oxidasa ya que dicha actividad es
compleja de determinar (Javesghani, Magder et al. 2002).

Produccién mitocondrial de ERO. Sabemos que el

transporte de electrones a lo largo de la cadena de
transporte resulta en la formacion de radicales superoxido.
Se estima que niveles fisiologicos de oxigeno, 0.15% del
total de oxigeno reducido en las mitocondrias forma
radicales superéxido (StPierre, Buckingham et al. 2002).
Por este motivo, la implicacion de la mitocondria en la
produccién de radicales en el muasculo a causa de la
inmovilizacién ha sido ampliamente estudiada.

Xantina_oxidasa. La XO es capaz de producir un

dafio oxidativo en los tejidos, ya que al aumentar su
actividad se produce una cascada de reacciones en donde
su fin supone aumento en las ERO (Godber B.L.J. 2000).
La XO se produce en las células a través de la oxidacion
de sulfidrilos o de la protedlisis de XDH mediante las
proteasas activadas por el calcio (calpaina) (Hellsten,
Frandsen et al. 1997). Cuando hay oxigeno y sustratos
purina (HX, xantina), la XO cataliza la formacion de

radicales superdoxido y acido urico.
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1.7. Inmovilizacion y la via molecular de NF-kB

1.7.1. Descripcion de la via de NF-kB

NF-kB es un factor de transcripcidén de respuesta al
estrés cuya funcién principal es la de activar los llamados
genes de supervivencia, que estan implicados en el
crecimiento celular, en los procesos de inflamacion y en la
apoptosis. La familia NF-kB/Rel esta formada por: c-Rel,
P65, RelB, P50 y P52, los cuales forman heterodimeros
siendo los mas frecuentes P50/P65.

En estado de normalidad estas formas estan
inactivas por una proteina inhibidora a la que se
encuentran unidas en el citoplasma, el inhibidor de kB
(IkB), de las cuales hay isoformas, como IkBa que es la
mas importante. Las citoquinas inflamatorias, el factor de
necrosis tumoral (TNFa), las ERO y productos virales,
llevan a la activacion de diferentes cascadas de
transduccion de sefales mediante mdltiples vias, que
producen la activacién del complejo denominado IkB
quinasa (IKK), que media la fosforilacion del extremo N-
terminal de IkB (Ver Figura 3).

El complejo IKK esta formado por tres subunidades,
IKK1 (IKKa) e IKK2 (IKKB) que tienen actividad quinasa, y

la otra reguladora, conocido como el modulador esencial
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de NF-kB (NEMO/IKKy) que no tiene actividad quinasa,
pero que se necesita para formar el NF-kB61-65.

El TNFa va a ser uno de los estimulos que producira
la activacion de NF-kB (Ver Tabla 1). La activacién de NF-
kB, inhibe la sefial apoptética mediada por éste. En
ausencia de NF-kB, TNFa es capaz de activar la cascada

de proteasas especificas de la apoptosis (caspasas).

Figura 3. Mecanismos de regulacién de la activacion de NF-
kB.
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1.7.2. Efecto de la inmovilizacion sobre NF- kB

La atrofia muscular se produce a través de la via ubiquitin-

proteasoma (Reid and Li 2001). El factor nuclear kappa-B

(NF-kB), es un factor de transcripcibn que regula la

expresion de muchos genes, sobre todo los que producen

respuestas inflamatorias agudas y respuestas al estrés
(deDuve and Baudhuin 1966).

Tabla 1. Seleccion de agentes inductores de la activacion de

NF-xB.

BACTERIAS

Helicobacter pilori
Micobacteria
Gardnerella vaginalis
Lactobacilli

Micobacteria tuberculosis

PRODUCTOS BACTERIANOS
Lipopolisacarido
Endotoxina estafilocoquica

Lipoproteinas de membrana

PRODUCTOS VIRALES
ARN de doble cadena
Adenovirus 5: E1A
HIV-1: Nef

HIV-1: Tat

HBV: HBx

ESTRES FISIOLOGICO MEDIADORES

Adhesién
Hemorragia
Hiperoxia
Proteinuria
Reoxigenacion

FISIOLOGICOS
Bradiquinina
Leucotrieno B4
PAF

Regeneracion hepatica

ESTRES FISICO
Ejercicio
Radiacion Ultravioleta

Radiacion Gamma

AGENTES
AMBIENTALES
Humo de tabaco
Niquel
Manganeso

Hierro

CITOQUINAS INFLAMATORIAS DROGAS DE USO

CD30 THANK
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TERAPEUTICO

PROTEINAS MODIFICADAS
LDL oxidadas
Fragmento de Proteina
amiloide (bA4)

RECEPTORES
LIGANDO

DE

Antigeno (IgM-Ligand)
CD2-Ligand
CD3-Ligand

MEDIADORES
APOPTOTICOS



IL-1 TNF-a Tamoxifeno Anti-Fas/Apo-1

IL-2 TNF-o Aloperidol Trall

IL-12 LIF Bleomicina

IL-15 IL-18 Azidotimidina (AZT)

IL-17

AGENTES QUIMICOS MEDIADORES HORMONAS

Etanol FISIOLOGICOS Insulina

Acido linoleico Adenosine Hormona de crecimiento
Nicotina Albumina Esteroides

Angiotensina Il
L-Glutamato
HSP 60

HSP 25

Cuando nos referimos a la atrofia del musculo esquelético
la participacion del NF-kB ha sido muy considerada ya que
se activa en respuesta a numerosas moléculas
inflamatorias que causan la pérdida de la masa muscular.
Reid y colaboradores demostraron, por primera vez, la
activacion de la via de NF-kB en los casos de la atrofia
provocada en roedores al suspender sus miembros
inferiores siendo necesario para esto la activacién de IKKa
(Reid and Li 2001).

1.8. Relacion entre NF-kB y estrés oxidativo

Tenemos constancia, por diferentes estudios, que el

estrés oxidativo aumenta los niveles de TNF-a lo que
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implica un aumento de la pérdida del contenido de
proteinas musculares (Reid and Li 2001). ElI TNF-a activa
al factor de transcripcion nuclear NF-kB, que se sabe
aumenta la protedlisis en el musculo esquelético. Es, de
nuevo, el grupo del Dr. Reid el que publica la propuesta de
qgue el TNF-a activa las células musculares directamente
para asi estimular la pérdida de proteinas, accion realizada
por NF-kB (Reid and Li 2001).

NF-kB aumenta la actividad de la ubiquitin-
proteasoma, que produce la aceleracién en la degradacién
regulada de proteinas musculares y estéa relacionado con
la pérdida de la funcion/fuerza muscular (Reid and Li 2001).
Encontramos estudios que demuestran que el estrés
oxidativo es un intermediario comun y critico de diferentes
sefales para activar NF-kB. Esta conclusion esta basada
en la inhibicion de la activacién de NF-kB por una variedad
de antioxidantes y por la sobreexpresion de enzimas
antioxidantes. En diversos estudios se han utilizado estas
enzimas para bloquear la activacion de NF-kB, aunque en
muchos casos el grado de inhibicion parece variar
dependiendo del tipo de célula y del estimulo (Springer
2012).
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1.9. La biopsia muscular

La metodologia de la biopsia muscular percutanea esta
bien establecida y ha dado paso al desarrollo de diferentes
areas de investigacion en muchas investigaciones
preclinicas y clinicas. Por ejemplo, en medicina deportiva,
la informacion obtenida de la técnica de biopsia muscular
ha sido clave para ayudar para describir los procesos
metabdlicos en el musculo en ejercicio o destacar la
influencia de los factores nutricionales en la sintesis o
degradacion del tejido muscular durante y después de la
fuerza y ejercicio de resistencia (Ekblom 2017).

La técnica fue descrita originalmente en un articulo
por Charriere y Duchenne en 1865. También se menciono
en un resumen de Bouchardat el mismo afio. En ese
tiempo la aguja de biopsia era de tamafo relativamente
grande. El tejido extraido, como describe Bouchardat, tenia
forma cuadrada, aproximadamente 1 cm de cada ladoy 0,5
cm de longitud. Esta técnica carecia de la suficiente utilidad
para ser aplicada en estudios humanos y no se
recomendaba su uso para biopsias consecutivas de tejido
muscular. La técnica no se utilizé durante casi 100 afios.
No fue hasta que Jonas Bergstrom describié una aguja en
un articulo de 1962 que la técnica se reintrodujo para el
muestreo de tejidos y se convirtio en una herramienta

importante para la medicina en general (Ekblom 2017).
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Sin  embargo, las biopsias musculares se
mencionaron en publicaciones anteriores. Por ejemplo,
Harrison y colaboradores analizaron muestras de biopsias
musculares en un articulo de 1952. En 1957, Reiffel y
Stone publicaron un articulo sobre las mediciones de sodio,
potasio, y fosforo en una serie de muestras de tejido
muscular tomadas con la aguja de biopsia de Bickel
(Ekblom 2017). Sin embargo, la falta de informacion en
estos trabajos en relacion a los detalles experimentales
durante la realizacién de las biopsias ha supuesto que la
mayoria de los investigadores consideren justo acreditar a
Bergstrom la reintroduccién de la metodologia de la biopsia
muscular por su descripcién de la aguja, la descripcion del
método, y algunas aplicaciones clinicas de la biopsia
muscular.

El desarrollo continu6, y en 1979, Henriksson
describié con detalle el uso y algunos resultados de otro
tipo de instrumento para uso preclinico y clinico el
Conchotome de Well-Blakesley. Fue desarrollado
originalmente por Radner y era del tipo pinzas de cocodrilo.
Antes y después de la publicacién de Henriksson, otros
tipos de agujas y métodos fueron utilizados (Ekblom 2017).

La aguja Bergstrom original consta de dos cilindros
(Bergstrom 1975). El exterior tiene 3-5 mm de didmetro con

una ventana cerca de la punta (Figura 4). Cuando la aguja
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exterior penetra en el mdasculo, el tejido muscular
circundante sobresale hacia la ventana. Empujando por la
aguja interior mas pequefia a través de la exterior, la aguja
interior afilada corta el tejido que sobresale a través de la
ventana. El tejido muscular cortado permanece en la aguja
interior y luego es expulsado con una vara mental. Se
pueden extraer facilmente hasta 80 mg de tejido muscular.
Se puede agregar succion a las agujas de Bergstrom vy, al
hacerlo, mas tejido muscular puede sobresalir a través de

la ventana y ser extraido.

Figura 4. Detalles de la aguja tipo Bergstrom para realizar
biopsias musculares.

La introduccion de la aguja de Bergstrom supuso una

eclosion de experimentos en fisiologia muscular. Para
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estimar cambios en las concentraciones de electrolitos,
concentraciones de carbohidratos o grasas antes y, tras
protocolos de contraccibn muscular, previo a la
incorporacion de esta técnica solo se podia hacer a traves
de métodos como la determinacién de cociente respiratorio
en el aire espirado o el andlisis de la diferencia arterio-
venosa de distintos metabolitos con determinaciones in situ
del flujo muscular. Sin embargo, estos calculos son
indirectos y solo pueden ser utilizadas para estimaciones
de cuerpo entero y no de forma especifica en tejido
muscular. Jonas Bergstrom y Eric Hultman fueron los
primeros en publicar datos sobre el metabolismo muscular
utilizando su técnica y su aguja de biopsia. Mostraron, en
una serie de experimentos, como se reducia la
concentracion de glucégeno muscular con el ejercicio y
como a través de intervenciones nutricionales se podian
restablecer sus niveles (Ekblom 2017).

Es importante sefalar que la maniobra para la
realizacion de biopsias no esta exenta de cierta invasividad
(La Tabla 2, en el aparatado de métodos, recoge el material
necesario para la realizacibn de una biopsia con
seguridad). Se requieren condiciones estériles, una
anestesia local sin epinefrina (la epinefrina puede interferir
con mediciones metabdlicas) a nivel de la piel y de la fascia

muscular superficial. La incision a través de la piel y la
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fascia debe ser lo mas pequefa posible para reducir las
cicatrices y los potenciales problemas de infeccion. Estos,
los problemas de infeccibn son muy poco habituales y
deben ser tratados de acuerdo con los procedimientos
clinicos normales.

Con el fin de reducir el riesgo de sangrado tras la biopsia,
se recomienda a los participantes que eviten el uso de
aspirinas u otros agentes anticoagulantes antes y después
de la biopsia.

Normalmente, después de una biopsia, los participantes
experimentan un dia o dos dias de rigidez y dolor leve sin
mas problemas.

No esta contraindicada la realizacidén de ejercicio tras una
biopsia muscular. De hecho, se han obtenido muestras de
musculo vasto lateral, gastrocnemio y séleo antes de
pruebas de larga distancia como maraton sin que se hayan
manifestado quejas de que el procedimiento haya
interferido sobre el rendimiento de los deportistas o
causado anormalidades tales como dolor. Sin embargo, la
herida debe ser mantenida seca el mayor tiempo posible
para lo que se deben aplicar tantos vendajes como sea
necesario.

En algunos casos excepcionales, se cortan pequefos
nervios locales de la piel en la incision lo que puede causar
una falta de sensibilidad en el parte de la piel que inerva el

nervio. Después de unos meses, la sensibilidad de la piel
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vuelve a la normalidad. El riesgo de infeccion es muy bajo
y ésta, de producirse, debe ser tratada de acuerdo a los
procedimientos clinicos normales.

Una biopsia muscular puede tener algunas consecuencias
menores. En cuanto a la estructura celular del area
biopsiada se ha visto que las muestras tomadas algunos
meses 0 aflos después de una anterior, muestran un
resultado histolégico de cierta atrofia muscular e incluso
una tendencia a la apariciéon de fibras musculares del
mismo tipo. Esto puede ser consecuencia de la
reinervacion y el reemplazo de tejido muscular en el area
de biopsia. Este hecho carece de importancia practica a
menos que se tomen nuevas biopsias de forma repetida y
en el mismo lugar para analisis histoquimicos y/o
bioquimicos. El efecto adverso mas importante de las
biopsias musculares es que la penetracion en el musculo
puede provocar una inflamacion a nivel local. Por ese
motivo la recomendacion general a la hora de obtener
varias biopsias de un mismo musculo es la de mantener
una distancia minima de 2 cm entre las mismas con el fin
de evitar la influencia inflamatoria de una biopsia previa.
Esto tradicionalmente ha obligado a los investigadores a
hacer una nueva incisién por cada biopsia recogida en un

mismo sujeto.
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Tal y como se establece en el apartado de objetivos, en
nuestro segundo estudio, en la presente tesis doctoral, nos
planteamos la validacion de un nuevo protocolo de
obtencién de biopsias musculares repetidas a través de
una incision pequefa (5-6 mm) y Unica. Nuestra intencion
con este protocolo ha sido la de reducir la invasividad del
método garantizando, a su vez, la objetividad de las
determinaciones moleculares realizadas en las distintas

muestras recogidas.
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2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Las hipotesis en las que se basa este trabajo son las

siguientes:

1. El alopurinol es un farmaco inhibidor de la enzima

xantina oOxidorreductasa cuya activacion se ha
postulado como un factor relevante en la
degradacion proteica y en la atrofia muscular en
pacientes inmovilizados. Es por ello que pensamos
gue administrando alopurinol a nuestros pacientes
seremos capaces de disminuir esta atrofia
muscular.

La biopsia muscular es un instrumento util para el
estudio fisioldégico de la masa muscular en procesos
de atrofia muscular incluso aunque se obtenga de

manera repetida sobre la misma incision.

En la presente tesis nos planteamos dos obijetivos

generales:
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1. Estudiar el papel del alopurinol, un farmaco inhibidor

de la enzima xantina oOxidorreductasa, en la
prevencion de la pérdida de masa muscular por
inmovilizacién en pacientes jévenes con esguince
de tobillo grado Il y en sujetos sanos incorporados

en un ensayo clinico de intervencion, randomizado,



prospectivo doble ciego, con referencia EUDRACT

2011-003541-17.

Los objetivos concretos en relacion con este objetivo
general son:

1.1. Determinar el efecto del tratamiento con
alopurinol sobre el area de seccién transversal
del musculo séleo en sujetos a los que se
inmoviliza de forma unilateral el miembro inferior
durante 14 dias.

1.2. Determinar el efecto del tratamiento con
alopurinol sobre el volumen del masculo séleo
en sujetos inmovilizados durante 14 dias.

1.3. Determinar el efecto del tratamiento con
alopurinol sobre la inflamacion, el dafio muscular
y hepético y distintos parametros bioquimicos
sanguineos (entre los que se incluyen el &cido
arico) en sujetos inmovilizados durante 14 dias.

2. Establecer un protocolo éptimo de obtencion de
biopsias musculares humanas con potencial
traslacional en los estudios de atrofia muscular que
reduzcan su invasividad y no induzcan artefactos
experimentales.

Los objetivos concretos en relacion a este objetivo general
son:

2.1. Determinar la activacion de cascadas de

sefalizacion celular pro-inflamatorias (NF-xB, 1B,
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IKKa e IL-6) en 6 biopsias musculares consecutivas
(4 realizadas en pierna derecha y 2 realizadas en
pierna izquierda) en 5 sujetos sanos, utilizando para
su obtencion la misma incision.

2.2. Determinar la activacion de la expresion de la
via de las protein kinasas activadas por mitdgenos
(MAPKs: ERK1/2, p38 y JNK) en 6 biopsias
consecutivas en sujetos sanos utilizando para su

obtencién la misma incision.



3.- MATERIALES Y METODOS

A continuacion, se incluye una relacion de equipamiento
del que se dispuso para el desarrollo de la tesis doctoral.
Este equipamiento era perteneciente a las tres entidades
implicadas en el desarrollo de la presente tesis doctoral:
Hospital la Fe de Valencia, Universidad de Valencia y
Universidad de las Palmas de Gran Canaria.

- Termociclador para RT-PCR cuantitativa en tiempo real

- Camara fria.

- Aparatos de uso general: Balanzas de precision, ph-
metro, centrifugas refrigeradas, bafios termostatizados,
homogenizadores, etc.

- Neveras y congeladores de -20°C, -80°C y -120°C

- Nitrégeno liquido

- Laboratorio para determinaciones de metabolitos y
cinéticas enzimaticas

- Espectrofotometro UVIKON 810 de KONTRON.

- Fuentes de alimentacion y cubetas para realizar
electroforesis.

- Agujas de biopsia tipo Bergstrom (Ver detalles sobre el
material utilizado durante la biopsia en la Tabla)

- Respirador de urgencia "Ambur"

- Camillas

- Material de uso general del laboratorio: bisturi, pipetas,

placas Petri, reactivos, tampones, guantes etc.
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Tabla 2. Material necesario para realizar una biopsia
muscular.

NO

MATERIAL

01

AGUJAS DE BIOPSIA MUSCULAR @ 5.0 mm

02

STERI-STRIP: Suturas cutaneas estériles 6 mm x 100 mm (1/4
in X 4 in). Caja de 50 uds. (Ref. R1546). (Marca: 3M Health
Care).

03

TEGADERM + PAD: Aposito estéril transparente con cojin
antiadherente 5 cm x 7 cm (2 in X 2 % in). Caja de 50 uds.(Ref. 3582).
(Marca: 3M Health Care)

04

HOJAS DE BISTURI ESTERILES N° 11. Caja de 100 uds. (Marca:
KIATO). (Ref. ISO 7740)

05

LIDOCAINA INYECTABLE BRAUN 2%. 1 x 10 ml. (Ref. 650929.6)
(Marca: B. Braun Medical). 12 AMPOLLAS DE 10 ML (sobraran 4 o 5,

pero es mejor tener en exceso)

06

MEPIVACAINA INYECTABLE. 1x10 ml (Scandinibsa 20 mg/ml
Solucioén Inyectable) (Ref. 821744.1)

07

SUERO FISIOLOGICO (ISOTONICO) 100 ml, via intravenosa. (Marca:
ERN, Vitulia o similar)

08

HEPARINA INYECTABLE 5% (5000 U.l./ 1ml) (1 Vial de 5 ml). Via
intravenosa. (Marca: Mayne). (Ref. 768218.9)

09

AGUJA DE INYECCION ESTERILES @ 0,40 x 40 mm (27 G x 1 %4 “),
Gr. 30/42. Caja de 100 uds. Color Gris. (Marca: B. Braun, Sterican).
(Ref. 9186182)

10

AGUJA DE INYECCION ESTERILES 0,6 mm x 25 mm (23G x 1”). Caja
de 100 uds. Color azul. BD Microlance 3. (Ref. 300800)

11

AGUJA DE INYECCION ESTERILES 0,9 mm x 25 mm (20G x 1”). Caja
de 100 uds. Color amarillo. BD Microlance 3. (Ref. 304827)
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12

APOSITO PARA LA FIJACION DE CATETERES L.V. “Cosmopor |.V.”,
(Marca: Hartmann) 20 UNIDADES

13

CATETER L.V. 20 GA 1.1 x 32 mm, 61 ml/min. BD Adsyte Pro. (Ref.
388715). (Caja de 50 uds). Color rosa. 12 UNIDADES.

14

CATETER V. 22 GA 0.9 x 25 mm, 36 ml/min. BD Adsyte Pro. (Ref.
388714). (Caja de 50 uds). 12 UNIDADES 12 UNIDADES.

15

ESPARADRAPO hipoalergénico de tejido no tejido. (Marca: Farmaban)
(Ref. 1436) (Caja de 12 uds) 1 caja de 12 unidades

16

VENDAS ELASTICAS 4.5 m x 5 cm. (Marcas: Surgifix o Hartmann)
(QUE NO SEAN ADHESIVAS). 50 unidades

17

APOSITO PLASTICO AEROSOL (Marca: Inibsa, Nobecutan o
Galeno). Contenido neto: 1969 (250 ml). (Ref. 2000033602)

18

CLORHEXIDINA (Gluconato de clorhexidina al 2% en alcohol

isopropilico al 70%)

19

ALCOHOL ETILICO DE 70°

20

CUCHILLAS PARA RASURAR. 2 bolsas de 12 uds. (Marca: BIC)

21

SOLUCION CONCENTRADA AL 5% DE CLORHEXIDINA. (Marca:
Hibimax) (Ref. 768929) desinfeccion de las agujas de biopsia y piel

22

CEPILLOS/ESPONJA QUIRURGICOS “EZ-SCRUB’ “BD”

EN CASOS DE “URGENCIA”

NO

MATERIAL

01

DESFIBRILADOR CARDIACO

02

RESPIRADOR DE URGENCIA “AMBUR”

03

BOTELLA DE OXIGENO MEDICINAL, CON MASCARILLA DE
OXIGENO

04

TENSIOMETRO AUTOMATICO O MANUAL

05

ESTESTOCOPIO

06

FARMACOS DE URGENCIA
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ADRENALINA LEVEL

e Atropina

e Adrenalina (laboratorios ERN) jeringa precargada de 1 ml

Para el desarrollo de los dos objetivos generales expuestos

se disenaron dos estudios.

3.1. ESTUDIO 1

El primer estudio consistié en un ensayo clinico de
intervencién, randomizado, prospectivo, doble ciego y con
referencia EUDRACT 2011-003541-17.

Las variables principales del estudio obtenidas
fueron el area de seccion transversal del musculo séleo,
asi como el volumen del mismo. Establecimos la pérdida
de masa muscular expresando estas dos variables como
porcentaje y teniendo como referencia el propio sujeto en
el momento de la actuacion y catorce dias tras la actuacion,
pudiendo contar también con el miembro contralateral del
sujeto como medida control.

Por otro lado, se analizaron variables secundarias
en sangre entre las que se incluyeron: parametros de
bioquimica béasica (serie roja y blanca, plaquetas, glucosa,
colesterol, triglicéridos) funcién renal (urea y creatinina),
inflamatorios (PCR), de dafio hepatico (AST y ALT) y de
dafio muscular (LDH y CK) en los sujetos antes y tras la
inmovilizacion.
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Se realiz6 una aleatorizacion estableciendo una
tabla excel y protocolizando la base de datos para
seleccionar, al azar, el grupo al que se incorporo el sujeto.
La duracién del estudio fue de 3 afios, el tiempo necesario
para la recogida de los pacientes segun el tamafio muestral
obtenidos estadisticamente.

Se administré el tratamiento durante el periodo de
inmovilizaciébn de 14 dias y se dej6 de administrar la
medicacion una vez transcurrido ese tiempo. Se realizo
una analitica de control a los 7 dias de tratamiento para
objetivar que no habia efectos indeseados del farmaco y
poder comprobar si se estaba modificando el valora del
acido urico. Se realizé un seguimiento de 1 mes posterior
al finalizar el tratamiento para informacion de posibles
efectos adversos y dudas de los pacientes de estudio.

El farmaco utilizado fue el alopurinol a dosis de 300
mg /24 horas administrado en comprimidos via oral. Esta
medicacion se entreg6 al paciente en el momento de su
aceptacion para participar en el ensayo clinico. Se
administré un frasco con 15 comprimidos al grupo de

tratamiento. El grupo control no recibio tratamiento alguno.
3.1.1 Seleccién de sujetos

Criterios de inclusion

- Pacientes con esguince de grado |I.
- Varones.
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Edad de 20 a 40 afios.

Paciente que no tomen medicacion habitual.

Todos los pacientes deben presentar por escrito el
consentimiento informado completo especifico para

este estudio.

Criterios de exclusién

Enfermedad hepética y gastrointestinal.
Hipotiroidismo no tratado.

Alcoholismo y/o drogadiccién.

Suplementos vitaminicos.

Trastornos alimenticios.

Farmacos que disminuyen la concentracion de
lipidos.

Farmacos hipotensores.

Fumadores.

Deportistas que realizan ejercicio intenso.
Trastornos mentales, depresiéon o ansiedad de gran
intensidad. Estas enfermedades hacen al paciente
incapaz de comprender la naturaleza o el ambito y
las posibles consecuencias del estudio.

Pacientes que presenten algun proceso infeccioso

y/o inflamatorio antes de la recogida de la muestra.



Pacientes que probablemente no seguiran el
protocolo debido a su falta de cooperacion, a su
incapacidad para volver a las visitas posteriores y a
la poca posibilidad que existe de que completen los

procedimientos del estudio.
3.1.2. Calendario de los pacientes

DIA1

Sujeto entra por puertas de urgencia con el
diagnéstico de esguince de tobillo grado 1l que
requiere inmovilizacion con férula durante 15 dias.
Si el sujeto cumple los criterios de inclusion es
invitado a formar parte del estudio y se le entrega la
informacion por escrito junto con el consentimiento
informado.

Una vez aceptado se le incluye en la aleatorizacion.
Se le extrae una muestra sanguinea que es
analizada en el Departamento de Fisiologia.
Facultad de Medicina. Universidad de Valencia.

Se le realiza una RM de ambas piernas en el mismo
dia o al dia siguiente (segun disponibilidad de RM).
Se le da la medicacién para los 15 dias en su
domicilio.

Se cita al paciente a los 7 dias para realizar una
analitica de control para deteccion de posibles
efectos adversos.
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DIA 7

- Serealiza una analitica de control para constatacion
de la ausencia de efectos adversos por el farmaco
dado.

- Sevuelve a dar una cita para ser valorado en 8 dias.

DIA 15

- Se procede a retirar la férula y se realizara una
valoracion médica para el buen tratamiento de su
lesion.

- Serealizara una nueva extraccion de sangre que se
volvera a analizar en la Universidad de Valencia.

- Se le realizara una nueva RM de ambas piernas.

- Seretira la medicacién y si es necesario se le pauta
nuevo tratamiento para la recuperacion de su lesion.

- Si hubiera algun efecto adverso se volveria a citar
hasta finalizar el proceso, de no ser asi finalizaria el

contacto con el paciente.
3.1.3. Seguro

El promotor contratd una poéliza de seguro de
responsabilidad civil para todos los pacientes que dieron
su consentimiento para el estudio clinico. Esta cobertura

estd disefiada para el caso de que se produzca un
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fallecimiento, lesion fisica o dafio para la salud, durante la
ejecucion del estudio clinico.
Este trabajo fue financiado por:
1-Fundacién Grupo ERESA para el Desarrollo y la
Investigacion Médica, AICO/2016/076from
2-Conselleria de Educacion, Investigacion, Cultura y
Deporte, SAF2013-44663-R from the Spanish Ministry of
Education and Science (MEC).
3-El pago de los seguros se llegd a un acuerdo entre el
INCLIVA y el Hospital la Fe para costear a medias los
mismos.

3.1.4. Protocolos de Imagen por Resonancia
Magnética (MRI)

Todos los escaneres fueron adquiridos en dos
equipos: General Electric de 1,5 Tesla (T) Resonancia
magnética (MR) (Signa HDxt y Optima MR360, General
Electric, Milwaukee, USA) usando una bobina de cuerpo
completo. Ambas piernas se visualizaron
simultaneamente.

La secuencia de resonancia magnética elegida para
la segmentacion del musculo soleo fue un eco de gradiente
ultra rapido (FSPGR). Los parametros de adquisicion
fueron los siguientes: TR / TE = 9/3 ms, matriz 512 x 512,
FA=10°, Espaciado de pixeles=0,6641-0,8203 mm, Grosor
de corte =5 mm, Espaciado entre cortes = 2,5-5 mm. Las

imagenes fueron adquiridas en la planificacion axial,
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cubriendo desde la tuberosidad tibial hasta la punta inferior
del maléolo lateral (utilizadas como hitos de referencia para
garantizar la homogeneidad de la cobertura a través de las

exploraciones).
3.1.5. Andlisis de imagen

El andlisis de imagen y la segmentacion del musculo
soleo se realizé con Mimics Research v17.0 (Materialize,
Leuven, Bélgica), bajo la supervision de un radidlogo con
mas de 10 afios de experiencia. Se aplicé un proceso de
segmentacion en 3 etapas a la secuencia de resonancia
magnética de FSPGR. En primer lugar, se aplic6 un umbral
de nivel de gris a las imagenes para eliminar elementos de
fondo y otros tejidos, tales como hueso o vasos. Un
algoritmo de crecimiento de la region basado en el
crecimiento de la semilla se utilizé entonces para obtener
una mascara de los musculos de la pierna en estudio. El
paso final consisti6 en un refinamiento manual de la
mascarilla, removiendo otros mauasculos, como el
gastrocnemio, y obteniendo la segmentacion final.

El andlisis de imagen se realizd6 entonces sobre la
mascara resultante del musculo sbéleo. Se extrajeron los
siguientes biomarcadores de imagen:

* Volumen mililitro [mL]

* Intensidad media del nivel de gris en todo el volumen
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* Intensidad media del nivel de gris (normalizado) en todo
el volumen

* Desviacion estandar de la intensidad del nivel de gris en
todo el volumen

* Intensidad maxima del nivel de gris en todo el volumen

* Intensidad minima del nivel de gris en todo el volumen

* Area méaxima de la seccién transversal [cm?]

* Intensidad media del nivel de gris en el area de la seccién
transversal

* Desviacion estandar de la intensidad del nivel de gris en
el area de la seccion transversal

* Intensidad méaxima del nivel de gris en el area de la
seccion transversal

* Intensidad minima del nivel de gris en el area de la
seccion transversal

Como medida adicional, se coloc6 una region 2D de
interés sobre el musculo gastrocnemio en cada estudio
para calcular la intensidad media del nivel de gris y la
desviacion estandar para propoésitos de normalizacion.
Mediciones de laboratorio en el ensayo clinico:

La sangre se recogi6 por puncién venosa de la vena
antecubital antes y después del protocolo de
inmovilizacion. El suero y el plasma se almacenaron a -
80°C. El analisis de sangre se realizé de acuerdo con los
protocolos de laboratorio estandar en el hospital central del

laboratorio.
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3.1.6 Analisis estadistico

Todos los resultados se muestran como valores de
la media + desviacion estandar, indicando el nimero de
observaciones entre paréntesis.

El tratamiento estadistico de los resultados
obtenidos, cuando se comparan grupos controles con
grupos tratados con alopurinol, se ha realizado mediante el
test de la "t" de Student. El valor de la probabilidad "p" de
que las diferencias entre las medidas de dos conjuntos de
valores sea estadisticamente significativa se aceptd que
fuese inferior a 0,05 6 0,01, es decir que existe una
probabilidad del 95% o una probabilidad del 99%,
respectivamente, de que los grupos comparados sean
diferentes. Todo el tratamiento estadistico de los
resultados se realiz6 con el software: Kaleida Graph

version 3.6.

3.2 ESTUDIO 2

En el segundo estudio nos planteamos establecer un
protocolo Optimo de obtencién de biopsias musculares
humanas con potencial traslacional en los estudios de
atrofia muscular para reducir su invasividad y no inducir
artefactos experimentales.

El céctel de inhibidor de proteasa completo y el coctel de
inhibidor de fosfatasa PhosSTOP se obtuvieron de Roche
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Diagnostics (Mannheim, Alemania). Todos los anticuerpos
primarios anticuerpos utilizados fueron de Cell Signalling
Technology (Danvers, MA, EE.UU.) a excepcién del
anticuerpo policlonal de conejo anti-JNK1 anticuerpo que
se obtuvo de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
EE.UU.) y el raton anti-a mooclonal -tubulina que se obtuvo
de Sigma (Sigma, Madrid, Espafa). Los anticuerpos
secundarios anti-raton de cabra anti-conejo conjugados
con HRP y de raton fueron de Jackson ImmunoResearch
(West Grove, PA, EE.UU.). Las membranas de PVDF
Immuno-Blot, el kit Immun-Star Western, el sistema
ChemiDoc XRS vy el software de andlisis de imagenes
Quantity One © se obtuvieron de Bio-Rad Laboratories

(Hemel Hempstead Hertfordshire, RU).

3.2.1. Sujetos

Cinco sujetos masculinos sanos participaron en esta
investigacion. Todos eran no fumadores y libres de
cualquier enfermedad conocida. Ninguno de ellos se habia
sometido a otro estudio previamente ni habia sido sometido
a extraccion de biopsia muscular. Se obtuvo el
consentimiento informado por escrito de cada sujeto
después de recibir una explicacion completa sobre la
naturaleza y los posibles riesgos asociados con los
procedimientos del estudio. El estudio fue aprobado por el
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comité de ética de la Universidad de Valencia y los

experimentos se ajustaron a la declaracion de Helsinki.

3.2.2. Procedimientos generales

Se obtuvieron seis biopsias musculares en cada
sujeto utilizando la técnica de Bergstrém con aspiracion de
la porcidn lateral del musculo vasto lateral con los sitios de
biopsia situados entre 15 y 25 cm de la apdfisis media
(Figura 5). Para este propdésito se anestesio la piel por
encima de la fascia muscular de la pierna derecha con 2-3
ml de lidocaina al 2% administrada con una aguja 27G.
Luego se realiz6 una incisién de 5-6 mm con un bisturi
triangular. Inmediatamente después de la incision, se
obtuvo la primera biopsia muscular con una aguja de
biopsia tipo Bergstrom de 5 mm de didmetro, que se
introdujo dentro del vientre muscular con una inclinacion de
45° en la direccion craneal hasta que la ventana de biopsia
se coloco a unos 2-3 cm por debajo de la fascia (Biopsia
1). Veinte minutos mas tarde se anestesio la misma zona
en la pierna izquierda (pierna contralateral), y se inyect6
anestesia adicional alrededor de la piel de la primera
incision (pierna derecha). A los 30 minutos se realizé un
corte de 5-6 mm en la pierna izquierda. Luego, se obtuvo
la segunda biopsia de la pierna derecha introduciendo la
aguja de biopsia perpendicular al vientre del masculo (sin
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inclinacién) (biopsia 2). Inmediatamente después, se
obtuvo la primera biopsia de la pierna izquierda (ésta fue la
biopsia numero 3, que se obtuvo casi al mismo tiempo que
la biopsia nUmero 2, pero a partir de una nueva incision y
pierna diferente). A los 105 minutos, la piel alrededor de la
incision en la pierna derecha se anestesio de nuevo. A los
108 min, una nueva region de la pierna izquierda, 3 cm mas
caudal, se infiltr6 con anestesia. A los 120 minutos se
obtuvo la cuarta biopsia de la recién realizada nueva
incision en la pierna derecha. Inmediatamente después (a
los 123 minutos), la biopsia 5 se realiz6 introduciendo la
aguja de biopsia a través de la Unica incisién realizada en
la pierna izquierda con la aguja orientada a 45° en direccion
caudal. La biopsia nimero 6 se obtuvo tres minutos
después de la biopsia numero 5 utilizando la Unica incision
realizada en la pierna derecha dirigiendo la aguja a la
misma posicion a partir de la cual se obtuvo la biopsia
namero 2.

En todos los casos se diseco rapidamente el tejido
muscular quedando sin grasa visible y tejido conectivo, se

sumergio en nitrégeno liquido y almacenado a -80 °C.

70



Figura 5. Protocolo de obtencidén de biopsias a distintos
tiempos.

g g nd g
Omin 20min  30min  30min 31min 105min 108min  120min  123min 126 min

123min:B5

(45° caudal)

126min:B6 120m: B4

(perpendicular)

Se extrajeron seis biopsias a diferentes tiempos. 0 min: Anestesia local
con incision (a) y primera biopsia en la pierna derecha [biopsia 1 (B1)].
20 min: Anestesia local en la pierna izquierda. 30 min: Incisiéon (b) en
la pierna izquierda. 30 min: Segunda biopsia en la pierna derecha por
la misma incision, introduciendo la aguja de biopsia perpendicular al
vientre muscular (B2). 31 min: Tercera biopsia (12 biopsia en pierna
izquierda; B3). 105 min: Anestesia local en la pierna izquierda (en otra
parte del musculo). 108 min: Anestesia local en la pierna derecha
(misma incisién). 120 min: Incisién en otra parte de la pierna izquierda
(c) y cuarta biopsia (22 en la pierna izquierda; B4). 123 min: Quinta
biopsia (32 en pierna derecha sobre la misma incisién modificando la
inclinacion de la aguja; B5). 126 min: Sexta biopsia (42 en pierna
derecha) en la misma incision y con la misma inclinacién que B2 para
tomar muestra del mismo punto de donde se obtuvo B2 (B6)

Extraccion total de proteinas, electroforesis y andlisis de

Western blotting.
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Se prepararon extractos de proteinas musculares
como se describié en trabajos previos de nuestro grupo de
investigacion (Guerra et al 2007). Se cuantifico el contenido
de proteina total utilizando el método de Bradford
(Pilegaard et al 2006). Se sometieron cantidades iguales
(50 ug) de cada muestra al protocolo de electroforesis e
iInmunotransferencia.

La electroforesis es un transporte bajo la accién de
un campo eléctrico. Utilizando esta técnica estudiamos los
niveles proteicos de: ERK1/2 MAPK, p38 MAPK, JNK
MAPK, IkBa e IKKa. Para ello utilizamos los siguientes
anticuerpos:

-Anticuerpo anti-fosfo-Thr180/Tyr182-p38 MAPK

monoclonal de raton # 9216

-Anticuerpo anti-fosfo-Thr183/Tyr185-SAPK/INK de

conejo policlonal

-Anticuerpo  anti-fosfo-Ser32-IkBa de conejo

monoclonal # 2859

-Anticuerpo anti-fosfo-Ser176/ 80-IKKa/f de conejo

policlonal 2687, y la forma total de estas quinasas,

9102-conejo policlonal

-Anti-p44/42 Anticuerpo anticuerpo anti-JNK1/3 (C-

17) de conejo policlonal # 921

-Anticuerpo anti-p38 MAPK forma total, de conejo

policlonal
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-Anticuerpo anti-JNK1/3 (C-17) de conejo policlonal
#9149

-Anticuerpo anti-lkBa forma total de conejo
policlonal

-Anticuerpo anti-IKKa total de conejo policlonal 2682

Todos los anticuerpos fueron diluidos en albimina
de suero bovino al 4% en solucion salina tamponada con
Tris con Tween 20 al 0.1% (TBS-T) (bloque BSA Buffer de
rey). Todos los geles para cada una de las proteinas
determinadas fueron revelados junto con un patron interno
(preparado con los mismos procedimientos que los
aplicados para las muestras de prueba usando una biopsia
del musculo vasto lateral obtenida de un humano sano).
Para reducir la variabilidad entre sujetos debido a los
diferentes geles, las densidades de la banda de prueba se
normalizaron mediante la densidad estandar interna

correspondiente.

Aislamiento de ARN, RT y PCR. Se aislo el ARN total con
el mini kit de tejido RNeasy fibrous (Qiagen, Madrid,

Espafia), y los sedimentos finales se resuspendieron en 20
Ml de H20 libre de nucleasa. La pureza de las muestras se

evaluo determinando la relaciéon de 260 nm a 280 nm, que
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era superior a 1,9 y el ARN total se cuantifico a partir de la
absorbancia a 260 nm.

Sintetizamos ADNc a partir de 1 ug de ARN utilizando
cebadores hexameros aleatorios y el kit de transcripcion
inversa de ADNc de alta capacidad (Applied Biosystems,
Madrid, Espafia).

Las condiciones de transcripcion inversa comprendieron
una etapa de incubacién inicial a 25 ° C durante 10 min
para permitir el apareamiento de hexameros aleatorios,
seguido de la sintesis de ADNc a 37 ° C durante 120 min,
y la etapa de inactivacion final durante 5 mina 95 ° C. La
PCR en tiempo real se realiz6 con un sistema de deteccion
de secuencia ABI 7900 (Applied Biosystems, Madrid,
Espafia). Los cebadores con los que se amplian los
fragmentos especificos de los genes fueron de la empresa
de Thermo Fisher Scientific (UIm, Alemania). La PCR en
tiempo real se realiz6 por duplicado en un volumen de
reaccion total de 20 pL usando Maxima SYBR green / ROX
gPCR Master Mix (Fermentas, Madrid, Espafa). El
protocolo de ciclos térmicos fue el siguiente: la
desnaturalizacion inicial durante 10 minutos a 95 ° C fue
seguida por 40 ciclos de 10 segundos a 95 ° C, 10
segundos a 62 ° C y 10 segundos a 72 ° C. La sefal de
fluorescencia se midio al final de cada paso de extensién a
72°C.
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El analisis de la curva se realizé para confirmar que solo
los productos especificos se amplificaron. Para cada
muestra, la expresion del ARNm del gen diana se
normaliz6 con el contenido de ARNm de GAPDH. Los
cebadores especificos utilizados para IL-6 fueron GGT
CCA GTT GCC TTC TCC (directo) y TGT CAATTC GTT
CTG AAG AGG (inverso); para el gen de limpieza GAPDH,
fueron GAA CAT CAT CCC TGC CTC TAC T (adelante) y
GTC TAC ATG GCA ACT GTG AGG A (inversa).

3.2.3 Andlisis estadistico

Los resultados se han expresado como media + S.D. La
normalidad de la distribucién se verificé con la prueba de
Shapiro-Wilk, y la homogeneidad de la varianza se probé
usando la prueba de Levene (Levene et col 1960). Los
valores medios se compararon con ANOVA para medidas
repetidas ajustadas para comparaciones multiples con el
meétodo de Bonferroni-Holm. Ademas, dado que no hubo
diferencias significativas entre las primeras tres biopsias
obtenidas de la misma incisién (B1, B2 y B5), estas tres
biopsias se promediaron para reducir su variabilidad y se
compararon con la sexta biopsia, que se obtuvo de una
biopsia previa. region lesionada con una prueba de t de
Student. El nivel de significacion estadistica se establecid
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en P<0,05. Utilizamos el software SPSS (version 13.0.1;

SPSS Inc, Chicago, IL) para todos los analisis estadisticos
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4y 5.- RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio 1

Tal y como se ha establecido en el apartado de
materiales y métodos realizamos un estudio prospectivo,
intervencionista, aleatorizado de la atrofia muscular
determinada por resonancia magnética durante la
inmovilizacién de la parte inferior de la pierna en pacientes
varones jovenes (entre 25 y 40 afios) con esguince de
tobillo (grado Il) (Ferrando, et al. 2018).

Las Figuras 6 y 7 muestran el diagrama de flujo del
progreso del ensayo clinico aleatorizado paralelo de dos
grupos y en el que se incluye: reclutamiento, asignacion de

la intervencion, seguimiento y analisis.

Figura 6. Diagrama de flujo del ensayo clinico aleatorizado
paralelo de dos grupos.

Patients assessed for eligibility (n=63) ‘

Enrollment Excluded (n=28)
« Did not meet inclusion criteria (n=13)
Randomized (n=35)

+ Declined to participate (n=15)
l Allocation l

Allocated to receive intervention (n=18) Allocated to control (n=17)

Follow-Up
-

Lost to follow-up (n=5) Lost to follow-up (n=5)
* 5withdrew * 5 withdrew

Analysis

Analyzed (n=13) Analyzed (n=12)
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Figura 7. Diagrama de aleatorizacion y seguimiento de
pacientes en ensayo clinico
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[
]
RMN (Both legs)

-~ ! Determination of maximal muscle
force

!
G ]
e =
(MEASUREMENTS) . |

Day 1

|
I I | |
Day3 |pays |Day7 [oay® |Dayi1 |pay13 |Dayts
Day? Day4 Day6 Day8 Day10 Day12 Dayi4

iy 1
2C zujotoz Day O (MEA SUREMENTS)
O piagnosis
O RMN

O Macimal musde force FANCOMIZATION

O Blood extraction

O immiobilization

11113

' 1 ! | ! 1
Day1 Diay3 Day 5 |Do!7 Fws |Ellv1‘| |Bayll |Dayl!- Day 15
= (MEA SUREMENTS)
’ (] Day 2 Day 4 Day 6 Day 8 Day 10 Day12 Day 14
Day 0
(M EA SUREM ENT §)

Tal y como muestra el diagrama, 18 pacientes
fueron asignados al grupo intervencion, mientras que 17
fueron incluidos en el grupo control. Tras la aleatorizacion,

13 pacientes fueron tratados con alopurinol y 12 no
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recibieron ningun tratamiento (control) durante todo el
periodo de inmovilizacion.

Los pacientes pertenecientes al grupo intervencion
siguieron un tratamiento con 300 mg diarios de alopurinol
por via oral en formato comprimido, durante las dos
semanas que durd la inmovilizaciéon. La medicacion se
entrego6 al paciente en el momento de su aceptacion para
participar en el ensayo clinico. Se administr6 un frasco con
15 comprimidos al grupo de tratamiento. El grupo control
no recibio tratamiento alguno.

Transcurridos los 14 dias de intervencion se dejo de
administrar la medicacion. Se realizé una analitica de
control a los 7 dias de tratamiento para objetivar que no
habia efectos indeseados del farmaco y poder comprobar
si se estaba modificando el valor del acido urico. Se realiz6
un seguimiento de 1 mes posterior al finalizar el tratamiento
para informacion de posibles efectos adversos y dudas de
los pacientes de estudio.

La Tabla 3 muestra los parametros bioquimicos que
fueron determinados en sangre en los pacientes
pertenecientes al estudio, tanto antes como tras la
intervencion.

No encontramos diferencias significativas entre el
grupo control y el grupo alopurinol en ningin marcador de

dafio inflamatorio, hepatico o muscular. Tampoco
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encontramos diferencias en las determinaciones
hematolégicas basicas cuando comparamos los dos
grupos experimentales.

En nuestro estudio incluimos la cuantificacion de los
niveles de acido Urico en todos los pacientes para probar
la eficacia del tratamiento con alopurinol. No encontramos
ninguna diferencia entre los niveles de acido urico en el
grupo control antes (5,9 + 0,8 mg.dL?) y después de la
inmovilizacién (5,9 + 0,7 mg.dL1). Como era de esperar,
encontramos una disminucion significativa en los niveles
de acido urico en los sujetos tratados con alopurinol
después de la inmovilizacion (3,7£0,5mg-dL?) en
comparacion con sus valores antes de la misma (5,7 + 0,6
mg-dL1) (p <0,05).

Tabla 3. Parametros bioquimicos en sangre. Efecto del
tratamiento con alopurinol.
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Antes de inmovilizaciéon

Después de inmovilizacién

Control Allopurinol Control Allopurinol
PCR (mg-Ll)  3.90+4.44 3.9345.72 1.69+1.11 1.90+1.63
Leucocitos 8.56+2.71 8.41+2.94 6.91+0.96 7.36+1.60
(103-uLY)
Neutrofilos

5.40+2.27 5.92+2.97 4.00£0.70 4.67+1.60
(108-uLY)
Linfocitos 2.33+0.48 1.72+0.52 2.18+0.51 1.96+0.81
(103-uL™Y)
Monocitos

0.66+0.21 0.56+0.27 0.58+0.13 0.47+0.16
(103-uLY)
Eosinofilos 0.14+0.12 0.18+0.13 0.15+0.08 0.23+0.15
(103-uL)
Basofilos

0.02+0.04 0.00+0.00 0.01+0.02 0.01+0.01
(103-uL?)
(Heg‘LOg'Ob'“a 15.350.72 14.69+1.00 15.47+0.64  14.97+0.85
g-dL-
'('('J/e)ma”ocmo 45.25+1.55 44.312.10 45.28+1.43  44.74+1.96
0
(Pl'gguit?)s 226.50+49.70  223.29+46.04 249.80+39.16 240.00+68.81

uL-

Glucosa 83.91+7.57 89.14+16.03 81.45+7.57 96.71+16.92
(mg-dL?)
Colesterol 206.33+66.83  188.60+32.85 199.89+56.63 208.00+19.62
(mg-dLh)
(Tr:]'g'_'gf_fl';jos 143.38+91.79  122.60£62.46 138.88+70.33 139.20+76.55
Creatina 0.92+0.11 0.92+0.15 0.9240.10  0.89+0.08
(mg-dL?)
E-EJP-EJ) 36.93:36.15  20.42t7.12  37.07421.77 32.17+37.29
(GUOLT_l) 28.21+11.70 24.64+6.89  29.36+14.84 24.45+6.14
Urea 38.22+7.08 28.00+10.86 35.32+6.76  31.50%6.61
(mg-dL?)
(LUD'E_l) 421.67+77.51  383.33+46.36 374.67+71.22 393.67+74.89
Creatin
Kinasa 133.75+46.33  189.50+79.90  76.88+54.94 83.10+107.34
(U-Lh
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La Figura 8 muestra que 15 dias de descarga
unilateral de las extremidades inferiores causa una
disminucién significativa en el volumen (8,2%, p<0,01)
(Figura 8, paneles Ay C) y area de la seccion transversal
(8,6%, p <0,01) del musculo sdéleo (Figura 8, paneles By
D).

El tratamiento con alopurinol evit6 parcialmente la
disminucion en el area de seccion transversal del s6leo en
los pacientes inmovilizados (4,1%), lo que hace que la
diferencia entre antes y después de la inmovilizaciéon no
sea significativa (véase la Figura 8B). Sin embargo, no
encontramos una prevencién en la disminucién del
volumen del soéleo en los pacientes inmovilizados y
tratados con alopurinol (4,6%) (Ver Figura 8A). Aunque la
disminucién en el volumen fue menor a la que
experimentaron los pacientes que no siguieron el
tratamiento, ésta no alcanzé la significacion estadistica.

La atrofia del musculo esquelético puede ocurrir en
respuesta a la inmovilizacion, en condiciones patologicas y
en el envejecimiento normal (sarcopenia primaria). En
estudios en humanos, la cuantificacion del &rea de seccion
transversal muscular se ha utilizado cominmente en la

evaluacion de atrofia muscular.
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Control

Allopurinol

Soleus volume change (%)

Figura 8. Cuantificacion del volumen y area de seccion
transversal del muasculo séleo por MRI en pacientes

inmovilizados durante dos semanas.
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(A) Cuantificacion de los cambios en el volumen y (B) en el area de
seccion transversal del musculo séleo durante la inmovilizacién de la
parte inferior de la pierna con una férula de tobillo. (C) Imagenes de
volumen representativas después del analisis y la segmentacion del
musculo séleo en sujetos control y tratados con alopurinol. R =
derecha, L =izquierda, A = anterior, P = posterior, T = arriba, B = abajo.
(D) Iméagenes de resonancia magnética representativas del estudio. El
musculo so6leo se representa en amarillo.
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En estudios publicados previamente por nuestro grupo de
investigacion hemos demostrado que el tratamiento con
alopurinol reduce el estrés oxidativo (Gomez Cabrera et al.
2003)(Derbre et al. 2012), previene el dafio muscular
(Sanchis-Gomar et al. 2015) y se puede asociar con un
mayor grado de mejora en la funcionalidad fisica en el
adulto mayor (Ferrando et al. 2014). En este sentido
Beveridge y colaboradores encontraro incrementos en la
puntuacion en la escala de Barthel durante la rehabilitacién
en una poblacion de pacientes hospitalizados de edad
avanzada cuando el programa de ejercicio se acompafaba
con la administracion de alopurinol (Beveridge et al 2013).

En esta tesis doctoral hemos encontrado una
pérdida significativa en el area de seccion transversal del
séleo en pacientes inmovilizados durante 15 dias con una
férula de tobillo (8,6%, p<0,05). El tratamiento con
alopurinol previno parcialmente esta disminucion en los
pacientes inmovilizados y tratados (4,1%) (Ver Figura 8).
Para destacar la importancia clinica del efecto del
alopurinol, lo hemos comparado con el ejercicio, la forma
mas conocida de prevenir la pérdida de masa muscular en
modelos humanos de atrofia por desuso (Baldwin et al.
1996).

En la Tabla 4 se muestran los principales estudios
en humanos en los que se ha cuantificado el papel del

entrenamiento de fuerza en la atrofia de flexores (o
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especificamente del musculo so6leo) inducida por distintos
tipos de protocolos de atrofia: encamamiento,

inmovilizacién o suspension de miembros inferiores.

Tabla 4. Resumen de los estudios en humanos en los que
se ha utilizado el ejercicio en el tratamiento de la atrofia del
flexor plantar y del masculo séleo. Comparacion con los

resultados obtenidos en nuestro estudio.

_ | | control . GTURO %
N©° sujetos Medidas Protocolo Tratamiento by intervencion revencion
- % cambio P
cambio

Nuest

ro . . 15d de 300 mg/dia de 18.6% 14.1% 52%
estudi 25 pacientes Soleo CSA inmovilizacion allopurinol (p<0,05) (NS)

0
Akim Isometricos prensa de N o o
a, H 9 hombres Séleo PCSA 20 d de cama pierna L15% 110.6% 29%

sanos (p<0,05) (p<0,05)

2000
Akim 15 hombres Ejercicios dinamicos o o o
a,H sanos Séleo PCSA 20 d de cama de prensa y flexion de (l l<20 lof) (lgbgo/'i) 19%
2001 tobillo <o, p<o,
ighﬂ 16 gé)rzrgts)res Flexor plantar susgelnciigi de Entrenamiento de alta 17.0% 0% 7%
2002 CSA una pierna intensidad (p< 0,05)
Akim 12

aH hombressano  Flexor plantar 20 d de cama Prensa de pierna'y 112.7% 132% 75%

. S PCSA flexién tobillo (p<0,05) (NS)

2003
Hc,)\ﬁta, 1 er:?)tsnres Flexor plantar 20 d suspension Entrenamiento en bici 111.2% 17.0% 37%
2011 CSA de una pierna (80% of VO2pear) (p<0,05) (p<0,05)

PCSA: Area de seccion transversal fisiologica= Volumen muscular x
coseno del angulo de penetracion de la fibra muscular x (longitud de la
fibra)t. NS: No significativo

La disminucion en el tamafio del muUsculo de

nuestros pacientes es similar a los datos de una serie de
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estudios que informan disminuciones de 7 a 15% tras 20
dias de reposo en cama o descarga unilateral de miembros
inferiores. La tabla 4 muestra que nuestra intervencion (300
mg de alopurinol diario), parece ser tan eficaz como el
ejercicio para la prevencion de la atrofia (Ferrando et al.
2018). En este sentido, es importante destacar que la
respuesta atréfica parece ser mayor en el masculo séleo
gue en el gastrocnemio medial y lateral, tanto en modelos
animales como en humanos (Ferrando et al. 2018). Por lo
tanto, prevenir la atrofia en este tipo muscular (en el s6leo)
es especialmente relevante.

En este estudio no pudimos obtener biopsias del
muasculo so6leo de los pacientes. Sin embargo, la
comparacion de la atrofia inducida por desuso en roedores
y humanos sugiere que existen considerables similitudes
en el proceso, y que la mayor diferencia parece estar en la
tasa a la que la atrofia ocurre, siendo la pérdida de masa
muscular en los roedores considerablemente mas rapida
que en los humanos (Reid et al. 2001).

Existen evidencias que muestran el papel protector
del alopurinol en la prevencién de disfuncibn muscular
causada por descarga prolongada o ventilacion mecénica
en animales de experimentacion (Derbre et al. 2014).
Ademas, se ha encontrado que la inhibicidon de la xantina
oxidasa con alopurinol reduce la pérdida de masa muscular

y mejora la supervivencia en un modelo de caquexia por
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cancer en un modelo de rata (Springer et al. 2012). Por otra
parte, el tratamiento con febuxostat (un novedoso inhibidor
selectivo de XO no purina) atenta la progresion de la
caquexia en ratas portadoras de tumores a través del
aumento en la relacion pAkt/Akt en el musculo
gastrocnemio (Konishi et al. 2015)

En condiciones de atrofia, hay un cambio en el
equilibrio de la sintesis y degradacion de proteinas que
resulta en una pérdida neta de proteinas musculares
(Bodine, 2013). Existe una clara evidencia en modelos de
roedores de desuso (Kelleher et al. 2014) pero también en
humanos (Ferrando et al. 1996), que muestran que la tasa
de sintesis de proteinas basales disminuye
inmediatamente después de la descarga y permanece en
un nivel suprimido durante toda la duracién de la
intervencion.

Tras las evidencias mostradas, consideramos que el
efecto protector del alopurinol puede estar mediado por la
modulacion de ERO en el musculo esquelético de los

pacientes sometidos a un protocolo de inmovilizacion.

Estudio 2
En este segundo estudio nos planteamos establecer
un protocolo optimo de obtencidn de biopsias musculares

humanas con potencial traslacional en los estudios de
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atrofia muscular para reducir su invasividad y sin inducir
artefactos experimentales (Guerra et al. 2011).

Para ello analizamos distintas cascadas de
sefalizacion celular en 6 biopsias musculares
consecutivas (4 realizadas en pierna derecha y 2
realizadas en pierna izquierda) en 5 sujetos sanos,
utilizando para su obtencion la misma incision (Ver Figura
5).

La fosforilacion de ERK1/2 fue similar en ambas
piernas cuando se compararon las biopsias obtenidas a
través de nuevas incisiones (B1, B3y B4; Figura 9A).

La misma incisién (incisiébn A) se usé para obtener
biopsias musculares posteriores 30 y 90 minutos mas tarde
(B2 y B5) con la aguja de biopsia dirigida hacia diferentes
areas del musculo y produjo niveles similares de
fosforilacion de ERK1/2. La ultima biopsia (B6), que se
obtuvo de la misma area que la biopsia B2, es decir, un
area muscular previamente lesionada, también tenia
niveles similares de fosforilacion de ERK1/2 en
comparacion con las biopsias obtenidas casi al mismo
tiempo de la pierna contralateral (B4: "Nueva incisién") y
desde la misma pierna solo 3 minutos antes (P=0.08). Se
obtuvieron resultados similares para los niveles de
fosforilacion de p38-MAPK y JNK, es decir, niveles

similares de fosforilacion para ambas piernas cuando se
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compararon las biopsias obtenidas mediante nuevas
incisiones (B1, B3y B4; Figura9 By C)

Figura 9. Niveles de  Thr202/Tyr204-ERK1/2,
Thr180/Tyr182-p38 MAPK y Thr183/Tyrl85 JNK en
biopsias musculares obtenidas a través de la misma
incision o a través de nuevas incisiones.
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inmunotransferencias (B1 a B6). Cada punto representa la media de 5
sujetos y la DE. Los valores son relativos a los valores de MAPKs
totales

Las tres biopsias realizadas en la misma incision
también mostraron niveles similares de p38-MAPK, JNK,
IKKa, IkBa (Figura 9, A, By C; Figura 10, Ay B). No hubo
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una diferencia significativa en los niveles de fosforilacion
de ERK1/2, p38-MAPK, JNK, IKKa e IkBa entre la media
de las tres biopsias obtenidas a través de la misma incision
[(B1+B2+B5)/3] y la sexta biopsia (Figura 9, A, B y C;
Figura 10, Ay B, respectivamente).

Figura 10. Niveles de fosforilacién de Ser176/180-IKKa (A)
y Ser32-IkBa (B) en biopsias musculares obtenidas a
través de la misma incision o de nuevas incisiones.
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Nuestro estudio muestra que la biopsia percutanea del
musculo esquelético se puede obtener a través de una sola
incisién de 5 a 6 mm sin provocar cascadas de sefalizacion
involucradas en la respuesta celular al estrés o inflamacién
dentro de las primeras 2 horas. Esto también significa que
realizar una pequefia incision de la piel para obtener una
biopsia muscular 30 a 90 minutos mas tarde no induce este
tipo de sefalizacion en el masculo esquelético localizado
2-3 cm por debajo de la lesibn cutdanea. Tampoco
encontramos una activacion de las MAPKs cuando la
biopsia muscular se obtuvo de un area ya biopsiada 90
minutos antes.

Nuestros resultados concuerdan con estudios
previos en los que no se encontré una fosforilacion de
ERK1/2 y p38-MAPK en biopsias obtenidas de la misma
incision con 30 y 90 min de separacion en zonas
musculares distanciadas como minimo 3 cm (Guerra et al.
2010). Por el contrario, el grupo de investigacion de del Dr.
Richter (Aronson et al. 1998) inform6é un aumento de la
fosforilacion de ERK1/2 y un aumento de las actividades de
p38-MAPK y JNK 30 minutos después de una primera
biopsia cuando la segunda muestra se obtuvo a través de
la misma incisibn. En nuestro caso observamos que
cuando se toman muestras de la misma incision, pero
dirigiendo la aguja hacia diferentes zonas musculares o

incluso cuando supuestamente obtuvimos la biopsia
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muscular de una region previamente lesionada (B6 tomada
desde el mismo punto que B2) no se producia esta
activacion. Esta discrepancia puede deberse a varios
factores. En primer lugar, a la técnica utilizada para obtener
la biopsia muscular. En su articulo, Aronson vy
colaboradores (Aronson et al. 1998), no mencionan si la
aguja de biopsia se introdujo en una direccion diferente
cuando se obtuvo una segunda biopsia de la misma
incision. En segundo lugar, la fosforilacion de ERK1/2
puede haber sido inducida por el anestésico local (Maurice
et al. 2010). Aunque usamos el mismo tipo de anestésico
gue Aronson y colaboradores el procedimiento utilizado de
infiltracion en el masculo podria haber sido diferente y es
posible que algo de lidocaina pudiese haber alcanzado las
areas musculares de las que se obtuvieron las biopsias
repetidas. Tercero, nuestra ultima biopsia (la que tomamos
de un area pre-biopsiada) se obtuvo 90 min después de la
biopsia "lesionante", no podemos descartar una transitoria
respuesta de fosforilacion de ERK1/2 en el musculo
lesionado a los 30 o 60 min, seguido de una disminucion a
los valores basales a los 90 min. Sin embargo,
consideramos improbable esta tercera posibilidad,
particularmente teniendo en cuenta el valor tan elevado de

activacion que obtuvimos de ERK1/2.
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IL-6/GAPDH
mRNA content

El contenido de ARNm de IL-6 muscular fue 1,8 veces
mayor en la sexta biopsia en comparacion con la media de
las tres biopsias previas obtenidas de la primera incision
[(B1+B2+B5)/3](P<0,05), Figura 11).

Figura 11. Niveles de expresion de IL-6 en biopsias
musculares obtenidas a través de la misma incisién o a
través de nuevas incisiones.
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El contenido de ARNm de IL-6 se midi6 en las 6 biopsias musculares
obtenidas de 5 sujetos mediante RT-PCR en tiempo real, cada punto
representa la media de 5 sujetos y las barras de errores son DE. La
expresién del ARNm se normaliz6 con el contenido de ARNm de
GAPDH. * P<0,05 frente a la media de las 3 biopsias anteriores
obtenidas de la misma incision [(B1+B2+B5)/3]

Estos resultados concuerdan con la observacion del
aumento de la proteina intersticial IL-6 en modelos de
roedores con traumatismo del musculo esquelético dentro
de las primeras 2 horas (Farnebo et al. 2009) y con el
hallazgo de aumento de IL-6 ARNm en ruptura de tendones

del manguito rotador (Nakama et al. 2006).
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El aumento de ARNm de IL-6 no parece estar mediado por
las vias de sefalizacion MEK/ERK o IKKa/lkBa/NF-«kB.
Mecanismos alternativos, como los aumentos inducidos
por alteraciones en el calcio intramiocelular, podrian haber
mediado el rapido aumento en el ARNm de IL-6 (Allen et
al. 2010).

La respuesta de IL-6 parece limitarse al area muscular
lesionada y no es causada por la incision de la piel. Esto
implica que utilizar la misma incisién en la piel no favorece
el incremento de mediadores potenciales de inflamacion.
El aumento del ARNm de IL-6 es un evento temprano en la
respuesta aguda del musculo esquelético a una lesién
quirdrgica, que se limita al area lesionada y no a los 3 cm

de diferencia de la zona biopsiada.
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6.- CONCLUSIONES

95

1-

La administracion de alopurinol en pacientes
inmovilizados unilateralmente durante 14 dias
previene en un 52% la pérdida de la seccion
transversal del musculo séleo cuantificado a través

de pruebas de imagen por Resonancia Magnética.

La administracion de alopurinol en paciente
inmovilizados unilateralmente durante 14 dias
previene en un 43% la pérdida del volumen del
musculo séleo cuantificado a través de pruebas de
imagen por Resonancia Magnética.

La administracion de alopurinol en paciente
inmovilizados unilateralmente durante 14 dias no
tiene ningun efecto en cuanto a los pardmetros
sanguineos de dafio inflamatorio, hepatico o

muscular.

La obtencién de biopsias percutaneas repetidas
realizadas a través de la misma incision, utilizando
la aguja tipo Bergstrom, no tiene efectos sobre la
activacion de la via de sefalizacion de la protein

kinasas activadas por mitdgenos (MAPKs) ERK %%,



p38 y JNK, en el musculo esquelético de sujetos

Sanos.

El aumento del ARNm de IL-6 es un evento
temprano en la respuesta aguda del musculo
esquelético a una lesion quirdrgica, que se limita al
area lesionada y no a los 3 cm de diferencia de la
zona biopsiada en un protocolo de obtencion de
biopsias percutaneas repetidas realizadas a través
de la misma incision, utilizando la aguja tipo

Bergstrom.

Nuestros resultados muestran que se pueden
realizar biopsias musculares repetidas a través de
una Unica incisién cutanea de 5 a 6 mm sin provocar
sefiales musculares a través de cascadas que
respondan al estrés celular, la inflamacién o el dafio

muscular.
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Glucose 6-P dehydrogenase delays the onset of frailty
by protecting against muscle damage
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Abstract

Background Frailty is a major age-associated syndrome leading to disability. Oxidative damage plays a significant role
in the promotion of frailty. The cellular antioxidant system relies on reduced nicotinamide adenine dinucleotide phos-
phate (NADPH) that is highly dependent on glucose 6-P dehydrogenase (G6PD). The G6PD-overexpressing mouse
(G6PD-Tg) is protected against metabolic stresses. Our aim was to examine whether this protection delays frailty.
Methods Old wild-type (WT) and G6PD-Tg mice were evaluated longitudinally in terms of frailty. Indirect calorime-
try, transcriptomic profile, and different skeletal muscle quality markers and muscle regenerative capacity were also
investigated.

Results The percentage of frail mice was significantly lower in the G6PD-Tg than in the WT genotype, especially in 26-
month-old mice where 50% of the WT were frail vs. only 13% of the Tg ones (P < 0.001). Skeletal muscle
transcriptomic analysis showed an up-regulation of respiratory chain and oxidative phosphorylation (P = 0.009) as
well as glutathione metabolism (P = 0.035) pathways in the G6PD-Tg mice. Accordingly, the Tg animals exhibited
an increase in reduced glutathione (34.5%, P < 0.01) and a decrease on its oxidized form (—69%, P < 0.05) and in
lipid peroxidation (4-HNE: —20.5%, P < 0.05). The G6PD-Tg mice also showed reduced apoptosis (BAX/Bcl2:
—25.5%, P < 0.05; and Bcl-xL: —20.5%, P < 0.05), lower levels of the intramuscular adipocyte marker FABP4
(—54.7%, P < 0.05), and increased markers of mitochondrial content (COX IV: 89.7%, P < 0.05; Grp75: 37.8%,
P < 0.05) and mitochondrial OXPHOS complexes (CII: 81.25%, P < 0.01; CIII: 52.5%, P < 0.01; and CV: 37.2%,
P < 0.05). Energy expenditure (—4.29%, P < 0.001) and the respiratory exchange ratio were lower (—13.4%,
P < 0.0001) while the locomotor activity was higher (43.4%, P < 0.0001) in the 20-month-old Tg, indicating a major
energetic advantage in these mice. Short-term exercise training in young C57BL76J mice induced a robust activation of
G6PD in skeletal muscle (203.4%, P < 0.05), similar to that achieved in the G6PD-Tg mice (142.3%, P < 0.01).
Conclusions Glucose 6-P dehydrogenase deficiency can be an underestimated risk factor for several human patholo-
gies and even frailty. By overexpressing G6PD, we provide the first molecular model of robustness. Because G6PD is
regulated by pharmacological and physiological interventions like exercise, our results provide molecular bases for
interventions that by increasing G6PD will delay the onset of frailty.
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Received: 29 September 2020; Revised: 26 July 2021; Accepted: 23 August 2021

* to: Gloria Ol Dep. of School of Medicine, University of Valencia, Av. Blasco Ibafiez 15, 46010 Valencia, Spain.
Phone Email: gloria.ol.

“These two authors have contributed equally to the work.

These two authors have contributed equally as senior authors of this work.

© 2021 The Authors. Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of Sodety on Sarcopenia, Cachexia and Wasting Disorders.
This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs License, which permits use and distribution in any medium,
provided the original work is properly cited, the use is ial and no modifications or ions are made.

108



SCIENTIFIC REPC{)}RTS

OPEN

Received: 25 May 2017
Accepted: 7 February 2018
Published online: 23 February 2018

Allopurinol partially prevents
disuse muscle atrophy in mice and
humans

Beatriz Ferrando (%%, Mari Carmen Gomez-Cabrera (%, Andrea Salvador-Pascual?,
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Disuse muscle wasting will likely affect everyone in his or her lifetime in response to pathologies such as
jointimmobilization, inactivity or bed rest. There are no good therapies to treat it. We previously found
that allopurinol, a drug widely used to treat gout, protects muscle damage after exhaustive exercise
and results in functional gains in old individuals. Thus, we decided to test its effect in the prevention of
soleus muscle atrophy after two weeks of hindlimb unloading in mice, and lower leg immobilization
following ankle sprain in humans (EudraCT: 2011-003541-17). Our results show that allopurinol partially
protects against muscle atrophy in both mice and humans. The protective effect of allopurinol is similar
to that of resistance exercise which is the best-known way to prevent muscle mass loss in disuse human
models. We report that allopurinol protects against the loss of muscle mass by inhibiting the expression
of ubiquitin ligases. Our results suggest that the ubiquitin-proteasome pathway is an appropriate
therapeutic target to inhibit muscle wasting and emphasizes the role of allopurinol as a non-hormonal
intervention to treat disuse muscle atrophy.

Muscle atrophy occurs when protein degradation rates exceed protein synthesis and may take place in adult
skeletal muscle in a variety of conditions, including denervation, cancer, sepsis, heart failure, aging, bed rest,
immobilization, and inactivity'. Research into muscle atrophy is of high clinical relevance because the treatment
of many diseases involves a reduction in physical activity and in some cases restriction of movement of patients®.
Disuse p hy of skeletal muscle by stimulating in breakdown®. This process involves the
activation of the ub hway?. This path lmludes two critical muscle-specific ubiquitin
ligases: muscle RING ﬁnger 1 (\(uRF—l)and muscle atrophy F- box (MAFbx)*. They regulate the degradation of
skz]etal muscle proteins such as ca.lclneunn. myoD, troponin-1, titin, and myosin heavy and light chains®’. The
q P system is q d to remove sarcomeric proteins due to changes in muscle activity. It is
constitutivel ative in normal sk | muscle and is responsible for the turnover of most soluble and myofi-
brillar musde protems' The activity of this pathway is markedly increased in atrophying muscle due to transcrip-
tional activation of ubiquitin, of several proteasomal subuml genes, and of MAFbx and MuRF-1". Importantly, the
rate of muscle atrophy is markedly reduced by targeted inactivation of these gene products®. Another important
ubiquitin ligase involved in skeletal muscle atrophy is Casitas B-lineage lymphoma b (Cbi-b)**"". Upon induction,
Cbl-b interacts with, and degrades, the IGF-1 signaling intermediate insulin receptor substrate-1 (IRS-1). IRS-1
is a docking protein for sev eral signaling intermediates including p85, the regulatory subunit of phosphatidy-
linositol 3-kinase (PI-3K). PI-3K activation leads to phospholipid generation in the plasma membrane, which
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INFORMACION DEL ARTiCULO RESUMEN
Hk{or.ia del articulo: La xantina oxidasa (XO) es la enzima que cataliza la oxidacién de hipoxantina a xantina y de esta a acido
Recibido el 6 de marzo de 2014 tirico, por lo que desempefia un importante papel en el catabolismo de las purinas. El alopurinol, un

Aceptado el 5 de mayo de 2014

% analogo de las purinas, es un conocido inhibidor de la XO ampliamente utilizado en la prdctica clinica
On-line el 15 de agosto de 2014

para el tratamiento de la gota.

Estudios recientes indican que el alopurinol reduce el estrés oxidativo y mejora la funcién vascular
en diversas enfemedades cardiometabdlicas, aumenta el tiempo de ejercicio en pacientes con angina de
Bntsodativo pgcho y mejora !a eficiencia de la contrac.ti‘lidad migcérdicg en la insuficiencia cardi‘a‘ca. La XO también
E3 ubiquitinligasas ejerce un papel importante en la generacion de radicales libres durante la contraccién muscular, y por
Masculo esquelético tanto se ha relacionado con el dafio muscular asociado al ejercicio fisico agotador. Diversos grupos de
Atrofia investigacion han demostrado el efecto protector del alopurinol en la prevencién de este tipo de daiio.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este trabajo nos hemos planteado revisar el posible papel
del alopurinol en el tratamiento de la sarcopenia, un sindrome geriatrico caracterizado por la progresiva
y generalizada pérdida de masa y fuerza muscular, que supone un aumento del riesgo de discapacidad,
baja calidad de vida y muerte.

© 2014 SEGG. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Palabras clave:
Xantina oxidasa

Allopurinol and its role in the treatment of sarcopenia

ABSTRACT

Keywords: Xanthine oxidase (XO) is an enzyme that catalyzes the oxidation of hypoxanthine to xanthine and uric
Xanthine oxidase acid and plays an important role in purine catabolism. The purine analogue, allopurinol, is a well-known
Oxidative stress inhibitor of XO widely used in the clinical management of gout and conditions associated with hyperuri-

E3 ubiquitin ligases
Skeletal muscle
Atrophy

cemia. More recent data indicate that allopurinol reduces oxidative stress and improves vascular function
in several cardiometabolic diseases, prolongs exercise time in angina, and improves the efficiency of car-
diac contractility in heart failure. XO also plays an important role in free radical generation during skeletal
muscle contraction and thus, it has been related to the muscle damage associated to exhaustive exercise.
Several research groups have shown the protective effect of allopurinol in the prevention of this type of
damage.

Based on this background, a critical overview is presented on the possible role of allopurinol in the
treatment of sarcopenia, a geriatric syndrome characterized by progressive and generalized loss of ske-
letal muscle mass and strength with a risk of adverse outcomes, such as physical disability, poor quality
of life and death.

© 2014 SEGG. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

Antecedentes historicos del alopurinol
El alopurinol (1,5-dihidro-4H-pirazolo|3,4-d]pirimidin-4-ona)
* Autor para correspondencia es un analogo estructural de la base pirica hipoxantina y
Correo electrénico: jose,vimésuv,es (J. Vifia). actdia como un inhibidor de la xantina oxidasa (XO), la enzima
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0211-139X/© 2014 SEGG. Publicado por Elsevier Espafia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

110



111

Innovative Methodology

J Appl Physial 110: 1708=1715, 2011,
First published March 24, 2001; daiz101 52 fapplphysicl 00091 2011

Repeated muscle biopsies through a single skin incision do not elicit muscle

signaling, but IL-6 mRNA and STAT3 phosphorylation increase in injured

muscle
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Guerra B, Gémez-Cabrera MC, Ponce-Gonzilex JG, Martinez-
Belle VE. Guadalupe-Grau A, Santana A, Sebastla ¥, Vifia J. Calbet
JAL Repeated muscle biopsies through a -anghskmmmd:rmﬂu
n‘us.chelgjﬂmg but TL-6 mRMNA and STATI increase in

imjured minscle. FApp Physiad 1000 17081715, 201 1. Fira published March
24, 30 1 doa: 1 132 applphyssol 00091 201 | —To determine if moscle
biopsies can be repeated wsing a single small {5—6 mm) skin incision
without inducing immediate MAFE activation or inflammation in the
noninjured areas, the phosphorylation of ERE L2, p38-MAFE, c-Jun
MNHaz-terminal kinases (JNKs), IxBa. IKKa, and signal transdwcer and
activator of transcription 3 (STAT3) was examined concurrent with
IL-6 mRENA in six muscle biopsies obtained from the vasius lateralis
of five men. Four biopsies wene obtained through the same incision
(5—6 mm) from the right leg (taken at 0, 30, 123, and 126 min) and
another two each from new incisions performed in the left leg (at 31
and 120 min), while the subjects rested sopine. The first three biopsies
from the right leg were taken ~3 cm apart from prebiopsied areas.
The last biopsy was obtained from the same point from which the
second biopsy was sampled. The three biopsies performed throagh the
same skin incision from noninjured muscle areas showed similar
levels of ERK12, p3&-MAPK, INK. IKKa, IkBa, and STAT3
phosphorylation and similar IL-6 mBEMNA content. There were no
significant differences in the levels of ERKL2, p38-MAPEK, INK,
IKKa, and IxBa phosphorylation berween the mean of the three
biopsies obtained from the same incision and the sixth biopsy ob-
taimed from an injured area. STAT3 phosphory lation was increased by
—~3.5-fold in the sixth biopsy compared with the mean the three
binpsies obtzined from the same incision (F << 0U05), and IL-6 mENA
content was increased by 1.8-fold (P < 0.05). In summary, repeated
muscle biopsies can be performed through a single 5- to G-mm skin
incision withouot eliciting muscle signaling through cascades respond-
ing 1o cellular seress, inflammation, or muscle damage. STAT3 phos-
phorylation is an early event in the healing response 1o muscle injury,
probably mediated by the antocrine production of TL-6.

signal rransducer and sctivator of tramcription; interleukin-&; inflam-
ration

REPEATED PERCUTAMEOUS NEEDLE muscle biopsies are often per-
formed in human studies (20, 2627, 35). Since the publication
by Aronson et al. (3) showing that extracellular-regulated
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protein kinase cascades are activated in response to injury in
human skeletal muscle, performance of repeated biopsies using
new incisions each time has been advised. Despite using new
incisions, Malm et al. (22) reported that repeated muscle
biopsies (over 7 days) elicited blood immunological and mus-
cle immunohistochemical changes similar to those observed
after 300 min of eccentric exercise in humans, Some of the
immunohistochemical changes (IL-1a and IL-18) were already
present 30 min after the first biopsy. Malm (21) hypothesized
that repeated muscle biopsies may evoke humoral and immune
responses which may affect the muscolature. However, in a
recent study by Drummond et al. (6) where two biopsies were
taken from the same incision &) min apart, one directed
cranially and the other caudally. no phosphorylation of extra-
cellular signal-regulated kinases (ERK) 1 and 2 (ERK1/2) was
observed. In agreement with Drummond et al. (6), we did not
find sigmificant differences in p38 mitogen-activated protein
kinase (p3SMAPK) phosphorylation in three consecutive bi-
opsies that were obtained from the same incision (separated by
90 and 210 min) bat directing the biopsy needle to muscle
areas =3 cm apart from previously biopsied sites (10).

It is & common practice in some exercise physiology exper-
iments to perform an incision before starting exercise o obtain
the muscle biopsy 30 min later. The incision is performed prior
starting exercise to allow a fast muscle sampling at the target
time. However, it remains unknown if the time elapsed from
the cutaneous incision to the biopsy instant may also induce
some stress-related kinases in the skeletal muscle. There may
be some degree of inflammation in the injured skin 3040 min
after the incision, and perhaps introducing the biopsy needle
through this skin area could induce activation of some inflam-
matory cascades in the muscle sampled from a muscle region
free of injury. On the other hand. by making a new incision
cach time a biopsy is performed the surgical aggression and the
risks of cansing side effects (12) or eliciting muscle immuno-
histochemical changes (22) are increased. In fact, in the study
by Malm et al. (22), seven forceps biopsies with 1.5-cm long
skin incisions were performed, i.e.. the total amount of skin cut
was 105 cm. With a smaller surgical aggression, no sctivation
of extracellular-regulated protein kinases was observed when
the biopsies were obtained from a new incision 5 cm apart from
the previous one (3). [t remains unknown whether repeated
muscle biopsies with small incisions (5-6 mm) may tngger a
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