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I.  RESUMEN  

 

La miogénesis es el proceso encargado de la determinación y formación de las células del 

tejido muscular. El programa miogénico involucra varios pasos como la proliferación y 

diferenciación de las células musculares, etapas que son reguladas por señales extracelulares 

como el factor de crecimiento análogo a insulina 1 (IGF-1) y Miostatina. IGF-1 es un regulador 

positivo de la proliferación y diferenciación muscular, mientras que Miostatina regula 

negativamente estos procesos. IGF-1 ejerce sus funciones activando vías de señalización como 

MAPK, PI3K/Akt o PLCγ/IP3 que regulan la actividad de factores de transcripción pro-

miogénicos como CREB. Análisis in silico de la región promotora de miostatina revelaron 

regiones conservadas para la unión del factor de transcripción CREB, sugiriendo fuertemente que 

la expresión de miostatina puede ser regulada por la vía de señalización IGF-1-CREB. 

Considerando estos antecedentes, se postuló la siguiente hipótesis de trabajo: durante la 

diferenciación de los mioblastos, IGF-1 regula la expresión génica de miostatina mediante la 

activación del factor de transcripción CREB.  

Para corroborar esta hipótesis, se estudió el efecto de diversas concentraciones de IGF-1 

(fisiológicas, subfisiológicas y suprafisiológicas) en la activación de CREB y en la regulación de 

la expresión génica de miostatina, mediante las técnicas western blot, vector reportero y RT-

qPCR. Adicionalmente mediante la utilización de inhibidores farmacológicos específicos se logró 

diseccionar las vías de señalización que participan en la activación de CREB así como la 

expresión de miostatina. Complementariamente se utilizó RNA interferente pequeño para CREB 

para evaluar su efecto en la expresión génica de miostatina. Los resultados sugieren que IGF-1 

induce la activación de CREB así como la expresión génica de miostatina a través de variadas 

vías de señalización entre las que destacan la MAPKs y PI3K/PLCγ/IP3. Esta última involucrada 

en la liberación de calcio y posiblemente en la activación de proteínas dependientes de calcio 

como PKC y CaMK. En conclusión, IGF-1 regula la diferenciación de los mioblastos activando 

diversas vías de señalización que convergen en la activación de CREB e inducen la expresión 

génica de miostatina, un regulador negativo de la diferenciación de mioblastos. 

 La información obtenida de este proyecto contribuirá significativamente a ampliar el 

conocimiento acerca de la miogénesis y desarrollo muscular, teniendo aplicaciones potenciales en 

el campo de la biotecnología biomédica. 
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II. ABSTRACT 

 

Myogenesis is the process responsible of the determination and formation of muscle tissue 

cells. The myogenic program involves several steps as the proliferation and differentiation of 

muscle cells, steps wich are regulated by extracellular signals as insulin-like growth factor 1 

(IGF-1) and Myostatin. IGF-1 is a positive regulator of muscle proliferation and differentiation, 

whereas Myostatin negatively regulates these processes. IGF-1 exerts its functions activating 

signaling pathways as MAPK, PI3K/Akt or PLCγ/IP3 that regulate the activity of pro-myogenic 

transcription factors as CREB. In silico analysis of myostatin promoter region revealed conserved 

regions for binding of transcription factor CREB, strongly suggesting that myostatin expression 

can be regulated for the signaling pathway IGF-1-CREB. Considering this background, it was 

postulated the following working hypothesis: during myoblasts differentiation, IGF-1 

regulates myostatin gene expression through activation of transcription factor CREB. 

To test this hypothesis, it was studied the effect of various concentrations of IGF-1 

(subphysiological, physiological and supraphysiological) in the activation of CREB and 

regulation of myostatin gene expression, through western blot, reporter vector and RT-qPCR 

techniques. Further by utilizing specific pharmacological inhibitors was achieved dissect the 

signaling pathways that participate in the activation of CREB as well as the myostatin gene 

expression. Additionally small interfering RNA for CREB was used to evaluate their effect on 

myostatin gene expression. The results suggest that IGF-1 induces the activation of CREB as well 

as myostatin gene expression through various signaling pathway among wich stand MAPKs and 

PI3K/PLCγ/IP3 signaling pathways. The latter involved in calcium release and possibly the 

activation of calcium-dependent proteins as PKC and CaMK. In conclusion, IGF-1 regulates 

myoblasts differentiation activating of different signaling pathways converging in the activation 

of CREB and inducing myostatin gene expression, a negative regulator of myoblasts 

differentiation.  

The information obtained in this project will contribute significantly to broadening 

knowledge about myogenesis and muscle development, with potential applications to biomedical 

field of biotechnology. 
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III. INTRODUCCIÓN 

 

3.1 Miogénesis 

Se define miogénesis como el proceso de determinación y formación de las células del 

tejido muscular. Este proceso se encuentra conservado entre los vertebrados (Biressi et al., 2007). 

Comienza en la embriogénesis estableciendo el patrón muscular básico de un organismo y 

continúa en el desarrollo fetal y neonatal del individuo, etapa crítica para el crecimiento y 

maduración del tejido muscular. También durante la vida adulta contribuyendo al crecimiento 

postnatal y en la reparación de tejido muscular dañado (Chargé y Rudnicki, 2004; Grand y 

Rudnicki, 2007). 

Indistintamente del tipo de miogénesis (embrionaria, fetal o adulta) se pueden distinguir 

las siguientes 4 fases: activación, proliferación, diferenciación y fusión (Figura 1). Las células 

progenitoras musculares se activan por diferentes factores de transcripción miogénicos para 

iniciar la proliferación (Pax7, Myf5, MyoD y Pax3). Posteriormente, los factores Miogenina y 

MyoD detienen el ciclo celular de los mioblastos y activan la diferenciación para formar los 

miotubos, aunque algunos quedan en estado quiesciente en el músculo esquelético maduro 

(células satélites). Finalmente, Miogenina y MRF4 permiten que los miotubos se fusionen y se 

formen las miofibras (Grand y Rudnicki, 2007). 

La miogénesis es un proceso complejo que se encuentra regulada por distintas moléculas 

efectoras, entre los que podemos destacar a los factores de crecimientos análogos a insulina 

(IGFs), los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), los factores de crecimiento de 

hepatocitos (HGF) y los factores de crecimiento transformantes-β (TGF-β) (Charge y Rudnicki, 

2004). Dentro de los factores de crecimiento señalados, se han identificado dos proteínas que se 

expresan de manera dinámica durante prácticamente todas las etapas en el desarrollo del 

individuo de forma autocrina/paracrina, y que han demostrado ser esenciales, en regular positiva 

y negativamente la miogénesis: IGF-1 y Miostatina, respectivamente (Clemmons, 2009; Joulia-

Ekaza y Cabello, 2006). 
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Figura 1: Esquema de la miogénesis esquelética regulada por IGF-1 y Miostatina (modificado de Grand y 

Rudnicki, 2007).  

 

3.2 El factor de crecimiento análogo a insulina 1 (IGF-1) 

IGF-1 también conocido como Somatomedina C, es una hormona polipeptídica de 

estructura similar a la insulina el cual juega un importante rol durante las fases de desarrollo de 

distintos órganos y tejidos. Esta proteína presente en la circulación sanguínea, se sintetiza en el 

hígado y localmente en el músculo (Clemmons, 2009; Philipou et al., 2007).  

IGF-1 es sintetizada como una pre-pro-hormona la cual experimenta al menos dos eventos 

de procesamiento: corte del péptido señal y procesamiento del péptido C-terminal (Denley et al., 

2005; Musaro et al., 2001; Philipou et al., 2007). Primeramente el mRNA de igf-1 es procesado 

diferencialmente para generar distintos transcritos mediante: múltiples sitios de inicio 

transcripcionales, splicing alternativo y diferentes señales de poliadenilación. Estos transcritos se 

traducirán en diversas isoformas del precursor de IGF-1, los cuales difieren en el tamaño de la 

secuencia amino-terminal (péptido señal) y la estructura del péptido de extensión (péptido E). 

Después el precursor es modificado post-traduccionalmente por el corte proteolítico del péptido 

señal y el péptido E para formar IGF-1 activo de 7.6 kDa. El péptido maduro es secretado al 

torrente sanguíneo y se asocia a las proteínas de unión a IGF (IGFBPs) para estimular el 

crecimiento en distintos tejidos (Denley et al., 2005; Musaro et al., 2001; Philipou et al., 2007). 

La acción de IGF-1 sobre la célula muscular es variada, puede desencadenar respuestas 

tanto de proliferación como de diferenciación en mioblastos mediante la activación de diferentes 
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vías de señalización intracelulares (Clemmons, 2009; Musaro y Rosenthal, 1999; Philipou et al., 

2007; Rodgers, 2005). En líneas de células musculares se ha determinado que la administración 

exógena de IGF-1 estimula la proliferación celular y subsecuentemente potencia la diferenciación 

miogénica (Engert et al., 1996). 

En el músculo esquelético adulto, IGF-1 participa en diferentes procesos. A nivel 

fisiológico, IGF-1 provoca el aumento de la masa muscular y la regeneración del tejido (Musaro 

et al., 2001). En ratones transgénicos que sobreexpresan localmente la isoforma “Factor 

mecánico de crecimiento” de IGF-1 en el músculo esquelético (MLC/mifg-1), presentaron un 

incremento en la masa muscular por hipertrofia (Figura 2) (Musaro et al., 2001). Por otro lado, 

IGF-1 inhibe la degradación de las proteínas producto de la desnutrición, inflamación o atrofia 

muscular, indicando que IGF-1 puede ser usado como una herramienta para mejorar el daño 

ocasionado por diversas miopatías (Clemmons, 2009; Bodine et al., 2001; Latres et al., 2005). 

 

Figura 2: Músculo de la extremidad anterior de ratones normales y transgénicos MLC/migf-1 de 6 meses 

(Musaro et al., 2001).  

 

3.3 Vías de señalización reguladas por IGF-1 y el rol del factor de transcripción CREB 

La actividad biológica de IGF-1 está mediada a través de su receptor de membrana (IGF-

1R). Los receptores para IGF-1 son tetrámeros compuestos de dos subunidades alfa extracelulares 

donde se une el ligando, y dos subunidades beta intracelulares con actividad tirosina-quinasa. La 

unión del ligando produce la interacción de las dos subunidades del receptor y la 

autofosforilación en tirosinas de la subunidad beta, lo cual proporciona actividad quinasa. El 

primer suceso es la fosforilación en tirosinas de las proteínas IRS (Sustrato del receptor de 

insulina). La fosforilación en tirosinas de IRS forma sitios de anclaje para proteínas que 

contienen en su estructura dominios SH2 (homología Src), las que se asocian con la activación de 
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conocidas cascadas de transducción de señales activadas por factores de crecimiento, tales como 

la vía fosfatidilinositol–3-quinasa (PI3K) y las proteínas quinasas activadas por mitógenos 

(MAPK) (Clemmons, 2009; Rommel et al., 2001; Sarbassov y Peterson, 1998).  

La PI3K es una enzima heterodimérica compuesta por dos subunidades: una subunidad 

reguladora de 85 kDa (p85) y una subunidad catalítica de 110 kDa (p110). La cascada de 

señalización de PI3K empieza con el reclutamiento de su subunidad p85, que posee dominios 

SH2, y la posterior activación de su subunidad catalítica p110 (Sun et al., 2004). Se ha observado 

que al interferir en la actividad de PI3K usando el inhibidor LY294002, se genera el bloqueo de 

la formación de miotubos y de la expresión de proteínas músculo específicas, razón por la cual se 

considera esencial en la miogénesis (Xu y Wu, 2000). Una vez activada, PI3K fosforila al 

fosfolípido de membrana fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2), produciendo fosfatidilinositol 

3,4,5 trifosfato (PIP3) y creando sitios de unión a lípidos en la membrana celular para la proteína 

serina/treonina quinasa Akt (también conocida como proteína quinasa B, PKB) la cual transloca 

hacia la membrana para ser fosforilada y activada por la quinasa PDK-1 (Latres et al., 2005). Akt 

fosforilada (pAkt) directa o indirectamente conduce a la activación de mTOR (blanco mamífero 

de Rapamicina), una serina/treonina quinasa que estimula la síntesis proteica, regulando río abajo 

la fosforilación de p70S6K y 4E-BP1, implicados en el inicio de la traducción y en la etapa de 

elongación de la cadena polipeptídica (Bodine et al., 2001). Adicionalmente, se ha descrito que 

pAkt puede activar a otras proteínas blanco entre las que se encuentran factores de transcripción 

pro-miogénicos como CREB (Sun et al., 2004). Se ha descrito en cultivos de cardiomiocitos que 

la administración de IGF-1 genera un efecto anti-apoptótico activando las vías de señalización 

PI3K/Akt y MEK-ERK 1/2 promoviendo la fosforilación de CREB (Maldonado et al., 2005; 

Mehrhof et al., 2001). 

Por otra parte, la unión de IGF-1 a su receptor provoca la fosforilación de la proteína 

homóloga a Src y colágeno (proteína SHC), en sus residuos de tirosina, uniéndose al complejo 

compuesto por GRB (proteína de unión al receptor del factor de crecimiento) y SOS (hijo de  

sevenless), proteínas que promueven el reemplazo de GDP por GTP en la proteína Ras, 

produciendo su activación (Cargnello y Roux, 2011). Además, Ras corresponde a una proteína G 

que provoca la activación de RAF, una serina/treonina quinasa, que una vez activada puede 

fosforilar a la serina/treonina quinasa MEK, la cual presenta 2 principales isoformas, MEK1 y 

MEK2 (Adi et al., 2002; Cargnello y Roux, 2011). Ambas participan en la activación de quinasas 
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de respuestas extracelulares 1/2 (ERK1/2), donde regulan la actividad de varios factores de 

transcripción, entre los que destaca el factor de transcripción CREB (Leloup et al., 2007; Pérez–

Ruiz et al., 2007). En particular, se ha observado en miotubos que la despolarización activa la vía 

MEK-ERK1/2 induciendo la fosforilación del factor de transcripción CREB (Carrasco et al., 

2003; Powell et al., 2001).  

Una tercera vía de señalización activada por IGF-1 y con una participación relevante 

durante la miogénesis es la vía PI3K-fosfolipasa Cγ (PLCγ)-Inositol trifosfato (IP3). Se determinó 

recientemente a partir de experimentos realizados por el grupo de laboratorio que IGF-1 induce la 

liberación de calcio desde reservorios intracelulares a través de la activación de la vía IP3 en 

mioblastos durante la diferenciación muscular (Valdés et al., 2012). Esta vía implica la 

participación de las proteínas PI3K, PLCγ y el receptor de IP3 (IP3R). El incremento de calcio se 

presentó de manera transitoria observándose tanto en el núcleo como en el citoplasma. El 

aumento máximo de la fluorescencia se produjo a los 10 segundos después de agregar IGF-1 

(Valdés et al., 2012). Es así como se ha asociado la participación de vías dependientes de 

calcio/IP3 en procesos asociados proliferación, diferenciación y fusión de miotubos (Abbott et al., 

1998; Allen y Leinward 2002; Friday et al., 2000; O’Connor et al., 2005; Semsarian et al., 1999). 

Complementariamente, en miotubos C2C12 se determinó que IGF-1 activa proteínas 

dependientes de calcio como la fosfatasa Calcineurina (CaN) y la proteína quinasa dependiente 

del complejo calmodulina/calcio (CaMK) para regular la activación de CREB y de ese modo 

modular la expresión del receptor de dihidropiridina (DHPRα1s), una proteína que participa en la 

liberación de calcio durante la contracción muscular (Zheng et al., 2004).  

CREB (elemento de unión en respuesta a AMP cíclico) es una proteína de 43 kDa que se 

une a los sitios consenso CRE (elemento de respuesta a CREB) de los promotores. La secuencia 

CRE es muy conservada entre los vertebrados y suele ser palíndroma completa (TGACGTCA) o 

parte de ella (TGACG o CGTCA), aunque se han descrito otras variantes. CREB pertenece a la 

superfamilia de factores de transcripción bZIP, los cuales poseen un dominio carboxilo terminal 

básico tipo cierre de leucina para la unión del DNA, la localización nuclear y facilitar la 

dimerización tanto de homodímeros como de heterodímeros. Además, comparten un dominio de 

activación amino terminal (TAD), compuesto de 2 dominios ricos en glutamina (Q1 y Q2) y el 

dominio central inducido por quinasas (KID) que son necesarios para la activación de CREB 

(Altarejos y Montminy, 2011). Un análisis filogenético de DNA complementario (cDNA) desde 
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Caenorhabditis elegans a mamíferos observó un alto grado de conservación de los dominios 

bZIP y KID (Bito y Takemoto-Kimura, 2003). El dominio Q2 interactúa con el factor TAF4 

(proteína de unión a TATA asociada al factor 4) lo que le permite la unión al complejo de 

transcripción de la RNA polimerasa II y en conjunto con el dominio bZIP son esenciales para la 

unión de CREB a la cromatina (Mayr et al., 2005). Se han descrito que los coactivadores 

CBP/p300 (proteína de unión a CREB) y los CRTCs (coactivadores transcripcionales regulados 

por  AMP cíclico) son capaces de unirse al dominio KID y bZIP, respectivamente, una vez que 

CREB sea fosforilado en el dominio KID en los residuos de serina, donde la unión es mediada 

por señales de calcio o AMP cíclico. La activación de CREB se produce principalmente en la 

fosforilación de la serina-133, evento central en la regulación de CREB. Sin embargo, se han 

descrito fosforilaciones en las serinas-142 y serina-143 que promueven una fuerte actividad 

transcripcional (Altarejos y Montminy, 2011). 

Como se ha mencionado anteriormente, IGF-1 es capaz de regular los eventos de 

remodelación de la expresión génica durante la diferenciación de las células musculares. En los 

eventos de remodelación es necesaria la participación de los factores de transcripción, entre los 

cuales destaca la proteína CREB que estaría jugando un rol preponderante en la miogénesis 

(Altarejos y Montminy, 2011). Se ha descrito que ratones transgénicos que expresan un 

dominante negativo de CREB,  manifestaron un fenotipo de distrofia muscular y una disminución 

en la actividad del factor promotor miogénico 2 (MEF2), indicando que CREB participa en la 

regulación de la diferenciación de la masa muscular (Berdeaux et al., 2007). También, en 

embriones de ratones que carecen del gen CREB (knock-out) presentaron deformidades en su 

musculatura y una disminución en la expresión de distintos marcadores miogénicos, como pax3, 

myod y myf5. Además, se observó en explantes de mesoderma presomitico de ratón transducidos 

con un dominante-negativo de CREB, que éste factor de transcripción constituía un elemento 

esencial para regular la expresión génica de marcadores miogénicos inducidos por la vía Wnt 

(Chen et al., 2005). Más aún, en un estudio reciente realizado en cultivo primario de mioblastos y 

en ratones con distrofia muscular (mdx) que presentaban una forma activa de CREB se demostró 

que ésta proteína es activada cuando se genera un daño en el tejido muscular, estimulando la 

proliferación de los mioblastos como también la expresión de factores de transcripción 

miogénicos y así promover la regeneración del músculo esquelético (Stewart et al., 2011). 
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3.4 Miostatina 

La Miostatina o también denominada factor de crecimiento y diferenciación 8 (GDF-8), 

es miembro de la superfamilia de factores de transformación y crecimiento TGF-β que ha sido 

analizada en distintos modelos de estudio, principalmente en ratones knock-out o en la 

administración exógena en cultivos celulares donde muestran su efecto inhibitorio en el 

desarrollo muscular (Joulia-Ekaza y Cabello, 2006; Langley et al., 2002; McPherron et al., 

1997). Esta proteína es sintetizada en el músculo esquelético como un precursor de 376 

aminoácidos conteniendo una secuencia señal en el dominio amino terminal, a continuación un 

propéptido denominado también como péptido asociado a la latencia (LAP), conformando un 

complejo inactivo. Luego, el LAP se escinde proteolíticamente en la secuencia RSRR del péptido 

biológicamente activo, de 26 kDa, que se encuentra en el dominio carboxilo terminal (Lee, 2004; 

McPherron et al., 1997; Sharma, 1999). 

Para ejercer su actividad biológica el péptido maduro debe unirse a receptores específicos, 

denominados receptores de activina tipo II (ActRIIA, ActRIIB) pertenecientes al grupo de los 

receptores con actividad serina/treonina quinasa. Estos receptores en ausencia de ligando 

homodimerizan en la superficie celular y en presencia de dímeros de Miostatina activa ocurre una 

transfosforilación mediada por su actividad serina/treonina quinasa, esta señal se traduce en 

fosforilaciones de proteínas Smad (R-Smads) que actúan como mediadores intracelulares. Se ha 

establecido que las Smad2/3 están involucradas en la vía de señalización de Miostatina. Estas 

proteínas después de activarse por fosforilación en su región C-terminal forman un complejo 

heteromérico con co-Smad4 y, a su vez, éste interactúa con co-activadores o co-represores 

permitiendo la activación o inhibición de la transcripción de genes músculo específicos  (Figura 

3) (Joulia-Ekaza y Cabello, 2006). La formación de los complejos Smad- coSmad son inhibidos 

por Smad7 y Smurf1 (Ebisawa et al., 2001; Joulia-Ekaza y Cabello, 2006; Zhu et al., 2004). 
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Figura 3: Vía de señalización de Miostatina (modificado de Joulia-Ekaza y Cabello, 2006).  

 

Experimentos desarrollados in vitro, ya sea sobre expresando o inhibiendo la actividad de 

Miostatina, han aportado evidencia de la participación de esta proteína en la regulación del ciclo 

celular. En efecto, Miostatina induce la expresión de p21, proteína que inhibe la actividad del 

complejo ciclina E-Cdk2, generando la activación de la proteína del retinoblastoma (Rb) y por lo 

tanto, la detención del ciclo celular de los mioblastos en la fase G1. Así mismo, se ha establecido 

el papel que juega Miostatina en la diferenciación miogénica. Este proceso es gatillado por una 

señal de diferenciación, y en respuesta MyoD, activa la expresión de genes miogénicos 

incluyendo miogenina y p21, obteniéndose como resultado una acumulación de mioblastos que 

se van a fusionar en miotubos multinucleados (Joulia et al., 2003; Thomas et. al., 2000). 

Miostatina regula este proceso inhibiendo la expresión de MyoD vía Smad3 después de la señal 

de diferenciación, a causa de esto se pierde la expresión génica y la diferenciación miogénica 

(Langley et al., 2002). Además se ha determinado que otras proteínas se encuentran involucradas 

en este mecanismo de acción de Miostatina, es así como una sobre expresión de ésta reduce 

significativamente la expresión de miogenina y aumenta la expresión de p53, proteína que regula 

negativamente el ciclo celular (Joulia et al., 2003). 
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La estructura del gen de miostatina en mamíferos consta de tres exones y dos intrones, 

organización que también se conserva en otros vertebrados inferiores así como su región 

promotora (Grade et al., 2009; Patel y Amthor, 2005). En estas especies la expresión de 

miostatina en embriones se detecta a temprana edad en el miotomo, compartimento que va a dar 

origen a los somitos, continuando posteriormente su expresión en músculo esquelético adulto 

(McPherron et al., 1997). Recientemente, se ha demostrado en que IGF-1 regula la expresión de 

miostatina en células musculares diferenciadas (Kurokawa et al., 2009; Shyu et al., 2005; Valdés 

et al., 2012; Yang et al., 2007). Al estimular células C2C12 con IGF-1 se induce un incremento 

en la expresión de Miostatina con efecto dependiente de la dosis, la cual puede ser revertida en 

presencia del inhibidor de la PI3K Wortmanina (Yang et al., 2007). En cardiomiocitos de rata, 

IGF-1 induce la expresión de Miostatina mediante las vías de p38-MAPK y MEF2 (Shyu et al., 

2005). Un estudio realizado durante la diferenciación de mioblastos de pollo, IGF-1 induce la 

actividad promotora y la expresión del mRNA de miostatina (Kurokawa et al., 2009). Resultados 

preliminares por el grupo de laboratorio demostró mediante RT-PCR semicuantitativo que IGF-1 

incrementa la expresión génica de miostatina (Valdés et al., 2012). Sin embargo, se desconoce 

cuales vías de señalización están involucradas en el proceso. 

Adicionalmente, se ha analizado la región promotora 5’ río arriba para el gen de 

miostatina en diferentes organismos como bovino, porcino, oveja, pez cebra, humano y murino, 

las cuales comparten una considerable homología en la secuencia y poseen variados motivos 

conservados de unión a factores de transcripción (Allen y Du, 2008; Allen y Unterman, 2007; 

Deng et al., 2012; Du et al., 2007; Ma et al., 2001; Michel et al., 2007; Salerno et al., 2004; 

Spiller et al., 2002; Xu et al., 2003). Un estudio reciente realizó un análisis in silico de la región 

promotora de miostatina en diversas especies y se observó que la región de CRE se encontraba 

evolutivamente conservada (Figura 4). Además, se analizó la región conservada de CRE del 

promotor de miostatina de ratón y de pollo mediante ensayo reportero de luciferasa en mioblastos 

C2C12 in vitro y reportero de GFP en somitos de pollo in vivo donde se demostró que esta región 

posee la actividad de un promotor proximal (Grade et al., 2009). 
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Figura 4: Alineamiento de un fragmento de la secuencia promotora de miostatina en diversas especies 

(modificado de Grade et al., 2009). 

 

Considerando que IGF-1 puede activar variadas vías de señalización que confluyen en la 

activación del factor de transcripción CREB, que IGF-1 es capaz de inducir la expresión de 

miostatina en células musculares y que adicionalmente se ha demostrado la existencia de 

secuencias consenso para la unión de CREB en el promotor de miostatina se postuló la siguiente 

hipótesis de trabajo: durante la diferenciación de mioblastos, IGF-1 regula la expresión 

génica de miostatina mediante la activación del factor de transcripción CREB. 

Con el fin de corroborar esta hipótesis se estudiaron vías de señalización que participan en 

la regulación de la expresión génica de miostatina y en la activación de CREB en mioblastos 

estimulados con IGF-1, utilizando inhibidores farmacológicos específicos de las vías de 

señalización propuestas: las vías MAPKs MEK-ERK1/2 y p38-MAPK, y la vía PI3K/PLC/IP3 

que activa diferentes proteínas dependientes de calcio como PKC, CaMK y CaN. Además, se 

utilizó RNA interferente pequeño para CREB con objeto de evaluar su efecto en la expresión 

génica de miostatina. Complementariamente se analizó el efecto de diversas concentraciones de 

IGF-1 (fisiológicas, subfisiológicas y suprafisiológicas) en la expresión génica de miostatina y en 

la activación de CREB mediante las técnicas de western blot, vector reportero y RT-qPCR. 
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IV. HIPÓTESIS 

 

“Durante la diferenciación de los mioblastos, IGF-1 regula la expresión génica de 

miostatina mediante la activación del factor de transcripción CREB”. 

 

 

 

V. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo general 

Estudiar las vías de señalización que participan en la regulación de la expresión génica de 

miostatina inducida por IGF-1 y mediado por el factor de transcripción CREB durante la 

diferenciación de los mioblastos. 

    

5.2 Objetivos específicos 

1. Evaluar la activación de CREB inducida por IGF-1 a concentraciones subfisiológicas, 

fisiológicas y suprafisiológicas durante la diferenciación de los mioblastos. 

 

2. Determinar las vías de señalización de IGF-1 que inducen la activación de CREB 

durante la diferenciación de los mioblastos. 

 

3. Definir las vías de señalización de IGF-1 que inducen la activación de CREB para 

regular la expresión génica de miostatina durante la diferenciación de los mioblastos. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Cultivos celulares 

Para este trabajo, se utilizó como modelo miogénico cultivo primario de músculo 

esquelético de rata durante la fase de diferenciación. Se preparó el cultivo del músculo de los 

neonatos Sprague-Dawley, los cuales fueron adquiridos del vivero de la Pontificia Universidad 

Católica de Chile. Todos los experimentos que se realizaron en este trabajo, contaron con la 

aprobación del comité de bioética de la Universidad Nacional Andrés Bello. Brevemente, los 

neonatos fueron anestesiados y luego sacrificados, se les disectó el tejido muscular de la 

extremidad posterior la cual se trató con colagenasa por 15 min a 37°C. Las células se sembraron 

sobre placas de cultivo de 35x10 mm (Falcon BD) y fueron cultivadas en medio de crecimiento 

DMEM-F12 (mezcla 1:1) con suero de bovino 10 %, FBS 2.5 %, penicilina 100 U/ml y 

estreptomicina 10 mg/ml (Gibco, Invitrogen). Las células fueron mantenidas a 37°C en una 

estufa de cultivo con atmósfera húmeda y 5% de CO2 (Shel Lab). Para detener el crecimiento de 

los mioblastos a fibroblastos, se añadió al medio citosina arabinosida (5 mM) 2 días después de 

realizar el plaqueo por 24 horas. Al día 3, los cultivos fueron diferenciados en un medio libre de 

suero y al día 4 se utilizaron para los experimentos (Valdés et al., 2012). 

 

6.2 Tratamientos con IGF-1 recombinante e inhibidores farmacológicos 

Los cultivos en fase de diferenciación se trataron con IGF-1 recombinante de rata (R&D 

System, Minneaolis, MN) en concentraciones subfisiológicas (2 nM), fisiológicas (10 nM) y 

suprafisiológicas (50 nM) a distintos tiempos para determinar la concentración y el tiempo 

óptimos de las distintas técnicas que se utilizaron. 

Una vez determinados el tiempo y la concentración óptima de IGF-1, los cultivos fueron 

preincubados 30 min con inhibidores farmacológicos específicos de los intermediarios de las vías 

de señalización activadas por IGF-1, antes de aplicar el estímulo: U73122 50 µM para PLC, 

LY294002 50 µM para PI3K, Ciclosporina A 5 µM para Calcineurina (Biomol Research Lab, 

Plymouth Meeting, PA); Genisteina 100 µM para proteínas con actividad tirosina-quinasa, 

Xestospongina C 10 µM para el receptor de IP3, BimI 10 µM y GO6976 2 µM para PKC y PKC 

dependientes de calcio respectivamente, KN-93 20 µM para CaMK II, SB203580 20 µM para 
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p38-MAPK (Calbiochem, La Jolla, CA) y U0126 10 µM para MEK1/2 (Cell Signaling). Como 

control del solvente de los fármacos, se utilizó DMSO (Sigma-Aldrich). 

Para todos los experimentos, a las células se les cambio nuevamente el medio de 

diferenciación, previo a los tratamientos, y fueron mantenidas bajo las mismas condiciones donde 

fueron cultivadas. 

 

6.3 Extracción proteínas totales y Western Blot 

Los cultivos se lavaron con 1 ml de PBS 1x y luego se lisaron en 30 µl de buffer de lisis 

(50 mM Tris-HCl a pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % NP-40, 5 mM Na3VPO4, 20 mM 

NaF y 10 mM pirofosfato de sodio) con un conjunto de inhibidores de proteasas (Calbiochem-

Novabiochem, San Diego, CA). Las células fueron recolectadas en tubos para microcentrifuga 

(Eppendorf), incubadas en hielo por 10 min y centrifugadas a 17000 x g por 15 min a 4°C. El 

sobrenadante recolectado fue guardado a -20°C. Los extractos de proteínas totales se 

cuantificaron usando “Pierce BCA Protein Assay Kit” bajo las condiciones descritas por el 

fabricante (Pierce, Rockford, IL). 

Se utilizaron 25 µg de los extractos que fueron mezclados con un buffer de carga 

denaturante 5x (100 mM Tris-HCl a pH 6.8, 4 % SDS, 0.2 % Azul bromofenol, 20 % Glicerol, 

200 mM β-mercaptoetanol) y fueron hervidos durante 3 min. Las proteínas fueron separadas por 

electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes (SDS-PAGE) al 10% 

(Laemmli, 1970), electrotransferidos a membranas de PVDF (Millipore, Bedoford, MA) por 30 

min a 400 mA y éstos fueron bloqueados las membranas en BSA al 5% disuelta en TBS-T por 1 

hora a temperatura ambiente (Valdés et al., 2012). Posteriormente, las membranas fueron 

incubadas con anticuerpo primario anti-CREB fosforilado (Cell Signaling Technology, Beverly, 

MA) en una dilución 1:5000 a 4°C toda la noche. Al día siguiente se lavaron 3 veces por 10 min 

con TBS-T e incubadas con anticuerpo secundario conjugado a HRP (Cell Signaling) diluido 

1:2000 por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente las proteínas inmunoreactivas fueron 

detectadas usando ECL según las condiciones del fabricante (Amersham Biosciences, 

Amersham, UK). Luego a las membranas se les inactivó la HRP mediante una incubación en 

agua oxigenada al 30 % v/v por 15 min a 37°C. Estas fueron lavadas 3 veces por 10 min con 

TBS-T, bloquedas con leche descremada al 5% disuelta en TBS-T e incubadas con el anticuerpo 
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primario anti-CREB (dilución 1:5000) no fosforilado a 4°C toda la noche. Una vez visualizadas, 

mediante el mismo protocolo mencionado anteriormente, las membranas nuevamente fueron 

incubadas en una solución “stripping” (62.5 mM Tris-HCl a pH 6.8, 2 % SDS, y 50 mM β–

mercaptoetanol) por 10 min a 50°C. Después se lavaron 3 veces por 10 min con TBS-T, 

bloquedas con leche descremada al 5% disuelta en TBS-T e incubadas con el anticuerpo primario 

anti-β-Actina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) diluido 1:4000 como control de carga a 4°C toda la 

noche. El tratamiento para visualizar estas membranas fue el mismo que los anteriores. Una vez 

que los films fueron revelados, se escanearon para analizar las bandas obtenidas por 

densitometría con el programa de uso gratuito ImageJ. Los resultados se expresaron como la 

razón de anti-pCREB/CREB. 

 

6.4 Construcción vectores reporteros 

El vector reportero de CREB se encontraba disponible en el laboratorio, el cual consta de 

3 sitios CRE en tandém en el vector pGL3-Basic (Promega, Madison, WI). Por otra parte, se 

construyó un vector reportero con el promotor de miostatina de rata (2001pb). Se extrajo el DNA 

genómico de los mioblastos usando “ISOLATE Genomic DNA Mini Kit” bajo las condiciones 

del fabricante (Bioline, USA). Se amplificó la región entre -1875 y +126 del promotor mediante 

PCR con los partidores sentido 5`-CTCGAGTTTTAAAATCGGCACAATCTCTTT-3` y 

antisentido 5`-CTCGAGTTTGAAATAAAAGGCTTGAAACAA-3` basados en la secuencia 

obtenida de la base de datos NCBI (GenBank: NC_005108.2). La región subrayada corresponde a 

un adaptador con el sitio de restricción XhoI para la digestión (Promega). El proceso del PCR fue 

de: denaturación inicial a 94°C 2 min; 40 ciclos de denaturación a 94°C 45 seg, alineamiento a 

50°C 30 seg y extensión a 72°C 1:30 min;  y extensión final a 72°C 10 min. Posteriormente el 

producto de PCR fue clonado mediante el sistema pGEM-T Easy según el protocolo del 

fabricante (Promega).  

Para realizar la clonación, se prepararon células Escherichia coli JM109 

quimiocompetentes. Para su preparación, se dejó creciendo un precultivo de 5 ml en medio LB 

(MO-BIO) estéril agitando en un Shaker (GFL) a 225 RPM a una temperatura de 37°C. Luego se 

inocularon 100 ml de LB nuevo con el precultivo y nuevamente se dejó en el Shaker hasta 

alcanzar un OD600 cercano a 0,4. Después de incubar en hielo por 10 min, se centrifugó por 10 

min a 1500 x g a una temperatura de 4ºC. Se resuspendió el pellet en 25 ml de 0.1 M MgCl2 (frío 
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y filtrado), se incubó en hielo por 5 min y se centrifugó por 10 min a 1500 x g a una temperatura 

de 4ºC. En seguida se resuspendió el pellet en 5 ml de 0.1 M CaCl2 (frío y filtrado), se dejó 

incubando en hielo por 20 min y se centrifugó por 10 min a 1500 x g a una temperatura de 4ºC. 

Finalmente se resuspendió el pellet en 2 ml en una solución de 85 % 0.1 M CaCl2 0.1 M y 

glicerol 15 % (frío y filtrado) para ser alicuotado en tubos de microcentrifuga con 100 μl que 

fueron previamente congelados en hielo por 5 min antes de ser almacenados a -80ºC. Luego de 

ser preparadas, se utilizó una alícuota para realizar la transformación bacteriana por shock-

térmico. Las bacterias fueron descongeladas en hielo y cuidadosamente se agregó 10 μl del vector 

ligado con la secuencia de interés, agitando suavemente para mezclar. Esta mezcla fue incubada 

durante 20 min en hielo para luego aplicar un shock térmico a 42°C durante 42 segundos e 

inmediatamente volver a incubar en hielo por 2 min. Luego se agregó 1ml de LB a temperatura 

ambiente en condiciones de esterilidad y se dejó agitando en Shaker a una temperatura de 37°C 

durante 1 hora. Finalizado el tiempo, los tubos fueron centrifugados a 800 x g durante 5 min. A 

continuación el sobrenadante fue descartado y el pellet obtenido se resuspendió en 100 μl de LB 

estéril. La suspensión se sembró en placas LB agar con ampicilina (100 μg/ml) en las cuales se 

utilizó como marcador de selección 0.3 mM Xgal y como inductor 0.4 mM IPTG (Biomol). Estas 

fueron incubadas en una estufa a 37°C por un tiempo aproximado de 16-18 horas (Heraeus). Se 

seleccionaron colonias blancas con una punta estéril de micropipeta, se sembraron en medio LB 

líquido con ampicilina (100 μg/ml) y fueron crecidas en agitación constante a 200 RPM y 37°C 

durante 16-18 horas aproximadamente. Al día siguiente se tomaron 25 ml para la purificación 

plasmidial mediante “Plasmid Midi kit” bajo las condiciones del fabricante (Qiagen, Valencia, 

CA) y guardados a -20°C. Posteriormente los vectores fueron digeridos con XhoI (10 U/µl) 

(Promega) para observar la liberación del inserto con el protocolo descrito de la enzima de 

restricción mediante una electroforesis en gel de agarosa 1% TAE 1x de 30 min a 400 mA. Las 

muestras de DNA fueron cargadas en un buffer de carga 5x y en paralelo con 5ul de marcador 

HyperLadder 1 (Bioline). Terminado de correr el gel, fue teñido en Bromuro de Etidio por 15 

min y visualizado en un transiluminador (UVP). Al clon con el inserto se le realizó un protocolo 

de “glicerol stock” para ser almacenado a -80°C. 10 ml del precultivo fresco se centrifugaron a 

800 x g por 10 min a 4°C, se eliminó el sobrenadante y el pellet fue resuspendido suavemente en 

1 ml de “storage buffer” (100 mM Tris a pH 7.5, 10 mM MgCl2 (filtrado, 50 % glicerol). 
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 Una vez obtenido el inserto en el vector de clonamiento, se realizó una digestión a gran 

escala utilizando 10 µg de vector purificado que se sometió a una electroforesis para poder aislar 

la banda de interés mediante el sistema “Wizard SV Gel and PCR Clean-up” bajo condiciones del 

fabricante (Promega). Por otro lado, el vector reportero utilizado para subclonar el inserto fue 

pGL4.15 (Promega) que fue previamente linearizado con XhoI usando 10 µg de vector y fue 

sometido a un protocolo de desforforilación con la fosfatasa SAP (1 U/µl), según las condiciones 

del fabricante (Promega). Para eliminar componentes que pudieran interferir en el clonamiento, 

luego de la desfosforilación de los extremos cohesivos del vector este fue purificado de la misma 

forma que el inserto y luego se procedió a realizar la ligación con la DNA Ligasa T4 (3 U/μl) 

(Promega). Se realizó una mezcla entre el inserto y el vector en razón 3:1 que fue incubada a 

45°C por 5 min y luego incubada en hielo por 5 min para facilitar la ligación. Luego se agrego el 

buffer de ligación 2x y la enzima, se resuspendió y se dejó incubando a 4°C O.N. para optimizar 

el rendimiento. Finalmente se realizó la transformación bacteriana con todo el producto de 

ligación, como se mencionó anteriormente, sembradas en placas LB agar con ampicilina e 

incubadas en a 37°C entre 16-18 horas. Se seleccionaron las colonias blancas, las cuales fueron 

purificadas por MIDIPREP y sometidas a digestión por XhoI para liberar el inserto, como se 

mencionó antes. También se realizó un “glicerol stock” del clon con el inserto, el cual fue 

corroborado posteriormente por PCR y secuenciación. 

 

6.5 Transfección transiente de vector reportero y RNA interferente pequeño 

Las células fueron transfectadas de forma transiente con los vectores reporteros CRE-

pGL3, Promomstn-pGL4 y/o con RNA interferentes pequeños (siRNA) CREB-1 y no 

relacionado (Santa Cruz Biotechnology, CA) usando 1 µl de “LipofectamineTM 
2000” (Invitrogen) 

en 1 ml de medio DMEM-F12. El ensayo reportero de luciferasa se llevó a cabo en mioblastos 

transfectados con 0,9 µg del reportero más 0,1 µg del normalizador Renilla phRL-TK (Promega) 

y/o 0,25 µg de siRNA para CREB y no relacionado (NR). Se mantuvo la mezcla por 6 horas, se 

cambió el medio por uno libre de suero y se mantuvo hasta el día 4.  
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6.6 Ensayo reportero de luciferasa 

Las células transfectadas, posterior al tratamiento, se incubaron por 9 horas, se lavaron 

con 1 ml de PBS 1x, lisaron en 200 μl de “Passive Lysis Buffer” (Promega) y finalmente se 

centrifugaron por 5 min a 2000 x g para recolectar el sobrenadante y guardado a -20°C hasta 

realizar el análisis. La actividad de la luciferasa se determinó con el sistema “Dual-Luciferase 

Reporter Assay” (Promega), cuya luz fue detectada en un luminometro (Berthold F12). Los 

resultados fueron normalizados por la eficiencia expresada entre la luciferasa firefly y Renilla, y 

el máximo de respuesta fue determinado por las diferencias obtenidas en las células en el tiempo 

óptimo (Valdés et al., 2012). Como control, se incluyó la transfección del vector vacío el cual no 

mostró generar efectos en las células tratadas. La eficiencia de transfección fue de 25 %. 

 

6.7 Extracción RNA total y RT-qPCR 

La extracción del RNA total de los cultivos se realizó usando el protocolo convencional 

con el agente Trizol recomendado por el fabricante (Invitrogen), el cual fue almacenado a -80°C 

hasta su uso. El RNA fue mezclado en buffer de carga 5x (Azul bromofenol saturado, 500 mM 

EDTA a pH 8, Formaldehido al 37%, formamida, 100% Glicerol y MOPS 10x) para ser 

visualizado por electroforesis en gel de agarosa 1.2 % en buffer MOPS 1x por 30 min a 400 mA, 

teñido 15 min en Bromuro de Etidio para evaluar su integridad y cuantificado en un 

espectrofotómetro Epoch (Biotek, Winooski, VT). Para la síntesis del cDNA, se tomaron 500 ng 

de los extractos de RNA total con una razón A260/280 que fuera cercana a 1,8. Se utilizó la 

transcriptasa reversa M-MLV con partidores azarosos usando el protocolo descrito por el 

fabricante (Invitrogen) que fue guardado a -20°C. 

Para el PCR en tiempo real (qPCR), se utilizaron los siguientes partidores diseñados en el 

laboratorio mediante el programa de uso gratuito AmplifX: gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa (gapdh) (GenBank: NM_017008.3) sentido 5`-CCCCCAATGTATCCGTTGTG-

3´ y antisentido 5`-TAGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3` (118pb) y miostatina (GenBank: 

NC_019151.1) sentido 5'-GCTCAAACAGCCTGAATCCAAC-3' y antisentido 5'-

TCACAGTCAAGCCCAAAGTCTC-3' (174pb). Los experimentos de PCR fueron realizados en 

un termociclador MX3000p (Stratagene) utilizando un volumen final de 15 μl, los cuales 
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contenían 7,3 μl de Brilliant II SYBR Green qPCR Master Mix 2x (Stratagene), 1,5 μl de un mix 

de partidores sentido y antisentido para cada gen (10 µM), 0.2 μl de ROX 1 mM y 6 μl de cDNA 

en la dilución valorada (1:40), la que fue estimada realizando una curva estándar con diluciones 

seriadas de un pool de cDNA. Anterior a esta etapa se realizó una curva de disociación con el fin 

de corroborar la especificidad de los partidores y de descartar la formación de dímeros de estos. 

Por último se realizó la cuantificación de los niveles de expresión relativa de miostatina 

utilizando como gen normalizador a gapdh. Las condiciones de los PCR fueron: denaturación 

inicial a 95°C 10 min; 40 ciclos de denaturación a 95°C 30 seg, alineamiento a 58°C 30 seg y 

extensión a 72°C 30 seg. A los resultados obtenidos se les identificó el ciclo umbral (Ct) en base 

a la misma línea basal fijada manualmente y fueron analizados usando el programa de uso 

gratuito QGene (Simon, 2003). 

 

6.8 Análisis de resultados 

Los experimentos se realizaron 2 o 3 veces por duplicado o triplicado de las muestras para 

completar un número igual a 6 (n=6). Todos los resultados obtenidos fueron normalizados 

respecto a la condición control, representado en veces de inducción, y se expresaron como un 

promedio ± error estándar de la media (SEM). Para evaluar diferencias entre los grupos 

clasificados se realizó un análisis de varianza de una vía (one way-ANOVA), seguido de una 

prueba post hoc de Tukey. Todos los análisis estadísticos se realizaron usando el programa 

computacional GraphPad Prism 5. 
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VII. RESULTADOS  

 

7.1 IGF-1 induce la activación de CREB 

Para determinar la activación de CREB por IGF-1, se utilizó la técnica de western blot. 

Cultivo primario de mioblastos en fase de diferenciación (día 4 post plaqueo) fueron estimulados 

con IGF-1 recombinante a concentraciones subfisiológicas, fisiológicas y suprafisiológicas, 

obteniéndose extractos de proteínas totales a los tiempos 0 (control), 5, 10 y 30 minutos post-

estímulo. Las proteínas fueron resueltas mediante SDS-PAGE y electrotransferidas a una 

membrana donde se analizó los niveles de fosforilación de CREB, CREB total y β-Actina 

mediante inmunoblot. Se observa que a los 5 minutos de tratamiento con IGF-1 fisiológico (10 

nM) induce 1,6 veces la fosforilación de CREB respecto al control (***p < 0.001) (Figuras 5 A 

y B). No se observan cambios en los niveles de fosforilación a los 10 y 30 minutos post-estimulo, 

lo que sugiere un efecto transiente de IGF-1 en la fosforilación de CREB. Análisis realizados a 

concentraciones subfisiológicas (2 nM) y suprafisiológicas (50 nM) de IGF-1 no revelan 

variaciones en la fosforilación de CREB, sugiriendo un efecto dosis especifico de IGF-1. 

También se puede visualizar que en los tiempos analizados no existen variaciones en los niveles 

de expresión de la proteína CREB. 

Paralelamente, se evaluó la activación transcripcional dependiente de CREB mediante la 

técnica de vector reportero. De esta manera, cultivo primario de mioblastos (día 3 post-plaqueo) 

fueron co-transfectados con un vector reportero para CREB (Firefly luciferasa) y vector 

normalizador (Renilla Luciferasa). Los mioblastos durante el día 4, fueron estimulados con IGF-1 

(fisiológico, suprafisiológico y subfisiológico) y cuantificados los niveles de luminiscencia dual a 

las 9 horas post-estimulo. Se observa que IGF-1 a concentraciones fisiológicas y 

suprafisiológicas induce un aumento de 3,5 y 4 veces en los niveles de luminiscencia por sobre el 

control (***p < 0.001), respectivamente, lo que sugiere un efecto dosis dependiente de IGF-1 

(Figura 5 C). Sin embargo, IGF-1 subfisiológico presenta solo una leve tendencia de aumento en 

la inducción que no fue estadísticamente significativa. 

Por lo tanto, estos resultados en conjunto indican que durante la diferenciación de los 

mioblastos, IGF-1 induce tanto la fosforilación así como la activación transcripcional 

dependiente de CREB. 
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Figura 5: IGF-1 induce la activación de CREB. Cultivo primario de mioblastos en diferenciación fueron 

estimulados con IGF-1 recombinante a concentraciones subfisiológicas (2nM), fisiológicas (10nM) o 

suprafisiológicas (50nM). A. Western blot utilizando anticuerpos anti-pCREB, anti-CREB y anti-β-Actina como 

control de carga. Los geles son representativos de 3 experimentos independientes en duplicado. B. Resultado del 

análisis densitométrico de los western blot cada tratamiento, normalizados entre pCREB/CREB. C. Resultado del 

análisis de actividad luciferasa relativa del reportero CREB, normalizados entre luciferasa/renilla. Se realizaron 2 

experimentos independientes en triplicado. Los gráficos se muestran como el promedio ± SEM (n=6), con un análisis 

estadístico ANOVA de una vía con una prueba post hoc de Tukey siendo ***p < 0.001 respecto al control en veces 

de inducción. 
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7.2 Distintas vías de señalización participan en la activación de CREB 

Para determinar las vías de señalización activadas por IGF-1 que participan en la 

fosforilación de CREB, cultivo primario de mioblastos fueron preincubados por 30 min con 

inhibidores farmacológicos específicos y posteriormente estimulados con IGF-1 (10 nM) 

obteniéndose extractos de proteínas totales a los 5 minutos los cuales fueron analizados mediante 

western blot. Se observa que los tratamientos con Genisteina 100 µM (inhibidor de proteínas con 

actividad tirosina-quinasa) y LY294002 50 µM (inhibidor de PI3K) inhibieron la fosforilación de 

CREB inducida por IGF-1 (#p < 0.05 y ###p < 0.001, respectivamente) (Figura 6 A y B). Para 

evaluar la contribución de MAP kinasas en la activación de CREB inducida por IGF-1, 

mioblastos fueron preincubados con UO126 10 µM (inhibidor de MEK1/2) y SB203580 20 µM 

(inhibidor de p38-MAPK) observándose una importante disminución de la fosforilación de 

CREB (###p < 0.001) (Figura 7 A y B). Para determinar la contribución de proteínas 

involucradas en la liberación de calcio desde reservorios intracelulares en la activación de CREB 

inducida por IGF-1, mioblastos fueron preincubados con U73122 50 µM (inhibidor de PLC) y 

Xestospongina C 10 µM (inhibidor de IP3R) también se visualiza una inhibición de la 

fosforilación de CREB (##p < 0.01 y ###p < 0.001, respectivamente) (Figura 8 A y B).  Por 

último para evaluar la participación de proteínas calcio dependientes en la fosforilación de CREB 

inducida por IGF-1, mioblastos fueron preincubados en la presencia de BimI 10 µM (inhibidor de 

PKC), KN-93 20 µM (inhibidor de CaMK II), GO6976 2 µM (inhibidor PKC dependiente de 

calcio),  y Ciclosporina A 5 µM (inhibidor de Calcineurina), observándose que los tratamientos 

con BimI, GO6976 y KN-93 disminuyeron sustantivamente la fosforilación de CREB (###p < 

0.001) no así con Ciclosporina A que no varía respecto al estímulo con IGF-1 (Figura 9 A y B). 

Complementariamente, se realizaron ensayos de vector reportero para analizar la 

contribución de estas vías de señalización en la transcripción dependiente de CREB. Se observa 

que la preincubación con Genisteina, LY294002 (Figura 6 C), UO126, SB203580 (Figura 7 C), 

U73122, Xestospongina C (Figura 8 C), BimI, KN93 y GO6976 (Figura 9 C) inhibieron 

significativamente la actividad reportera inducida por IGF-1, pero no con Ciclosporina A. 

En consecuencia, durante la diferenciación de los mioblastos, IGF-1 estimula tanto la 

fosforilación como la activación transcripcional dependiente de CREB activando diferentes vías 

de señalización como MEK-ERK 1/2, p38-MAPK, PI3K/PLC/IP3 y distintas proteínas quinasas 

dependientes de calcio como PKC y CaMK, pero no vía Calcineurina. 
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Figura 6: La vía IGF-1R/PI3K participa en  la activación de CREB. Cultivo primario de mioblastos en 

diferenciación fueron preincubados 30 min con Genisteina (100 µM), LY294002 (50 µM) o DMSO como control 

solvente y posteriormente estimulados con IGF-1 (10 nM) A. Western blot con anticuerpos anti-pCREB, anti-CREB 

y anti-β-Actina como control de carga. Los geles son representativos de 3 experimentos independientes en duplicado. 

B. Resultado del análisis densitométrico de los western blot cada tratamiento, normalizados entre pCREB/CREB. C. 

Resultado del análisis de actividad luciferasa relativa del reportero CREB, normalizados entre luciferasa/renilla. Se 

realizaron 2 experimentos independientes en triplicado. Los gráficos se muestran como el promedio ± SEM (n=6), 

con un análisis estadístico ANOVA de una vía con una prueba post hoc de Tukey siendo ***p < 0.001 respecto al 

control, #p < 0.05 y ###p < 0.001 respecto al estímulo (IGF-1) en veces de inducción. 
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Figura 7: La vías MEK-ERK1/2 y p38-MAPK participan en la activación de CREB. Cultivo primario de 

mioblastos en diferenciación fueron preincubados 30 min con UO126 (10 µM), SB203580 (20 µM) o DMSO como 

control solvente y posteriormente estimulados con IGF-1 (10 nM). A. Western blot con anticuerpos anti-pCREB, 

anti-CREB y anti-β-Actina como control de carga. Los geles son representativos de 3 experimentos independientes 

en duplicado. B. Resultado del análisis densitométrico de los western blot cada tratamiento, normalizados entre 

pCREB/CREB. C. Resultado del análisis de actividad luciferasa relativa del reportero CREB, normalizados entre 

luciferasa/renilla. Se realizaron 2 experimentos independientes en triplicado. Los gráficos se muestran como el 

promedio ± SEM (n=6), con un análisis estadístico ANOVA de una vía con una prueba post hoc de Tukey siendo 

***p < 0.001 respecto al control y ###p < 0.001 respecto al estímulo (IGF-1) en veces de inducción.
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Figura 8: La vía PLC/IP3 participa en la activación de CREB. Cultivo primario de mioblastos en diferenciación 

fueron preincubados 30 min con U73122 (50 µM), Xestospongina (10 µM) o DMSO como control solvente y 

posteriormente estimulados con IGF-1 (10 nM). A. Western blot con anticuerpos anti-pCREB, anti-CREB y anti-β-

Actina como control de carga. Los geles son representativos de 3 experimentos independientes en duplicado. B. 

Resultado del análisis densitométrico de los western blot cada tratamiento, normalizados entre pCREB/CREB. C. 

Resultado del análisis de actividad luciferasa relativa del reportero CREB, normalizados entre luciferasa/renilla. Se 

realizaron 2 experimentos independientes en triplicado. Los gráficos se muestran como el promedio ± SEM (n=6), 

con un análisis estadístico ANOVA de una vía con una prueba post hoc de Tukey siendo ***p < 0.001 respecto al 

control, ##p < 0.01 y ###p < 0.001 respecto al estímulo (IGF-1) en veces de inducción.  
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Figura 9: Las proteínas quinasas dependientes de calcio PKC y CaMK participan en la activación de CREB. 

Cultivo primario de mioblastos en diferenciación fueron preincubados 30 min con BimI (10 µM), KN-93 (20 µM), 

GO6976 (2 µM), Ciclosporina A (5 µM) o DMSO como control solvente y posteriormente estimulados con IGF-1 

(10 nM). A. Western blot con anticuerpos anti-pCREB, anti-CREB y anti-β-Actina como control de carga. Los geles 

son representativos de 3 experimentos independientes en duplicado. B. Resultado del análisis densitométrico de los 

western blot cada tratamiento, normalizados entre pCREB/CREB. C. Resultado del análisis de actividad luciferasa 

relativa del reportero CREB, normalizados entre luciferasa/renilla. Se realizaron 2 experimentos independientes en 

triplicado. Los gráficos se muestran como el promedio ± SEM (n=6), con un análisis estadístico ANOVA de una vía 

con una prueba post hoc de Tukey siendo ***p < 0.001 respecto al control, ##p < 0.01 y ###p < 0.001 respecto al 

estímulo (IGF-1) en veces de inducción. 
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7.3 Construcción de vector reportero para el promotor de miostatina 

 

Con el objetivo de monitorear la actividad promotora del gen de miostatina, se construyó 

un vector reportero que contiene el promotor murino para miostatina que comanda la expresión 

de firefly luciferasa.  Utilizando DNA genómico de rata como templado se amplificó mediante 

PCR  un  fragmento de 2001 pb comprendido entre -1875 y +126 respecto al sitio de inicio de la 

transcripción para miostatina (Figura 10 A). El fragmento obtenido fue resuelto en gel de 

agarosa, purificado  y clonado utilizando el sistema pGEM-T Easy (Figura 10 B). 

Este fragmento de miostatina fue liberado mediante digestión con la enzima XhoI, sitios 

incorporados en los partidores utilizados para la amplificación, y subclonado en el vector 

pGL4.15 el cual contiene un sitio de múltiple clonamiento acoplado al gen reportero de luciferasa 

(luc2P) con una señal poli A, un origen de replicación y genes que confieren resistencia a la 

Ampicilina e Higromicina para el crecimiento selectivo en el medio de cultivo (Figura 10 C). 

Finalmente, se confirmó la identidad y orientación deseada del inserto mediante 

secuenciación y PCR. 
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Figura 10: Clonamiento del promotor para miostatina de rata. A. Amplificación y clonamiento del promotor 

en vector pGEM-t Easy. Amplificación del fragmento de 2kb del promotor de miostatina por PCR (marcado en 

rojo). B. Clonamiento del promotor de miostatina en vector pGEM-t Easy. Digestión del vector clonado 

(marcado en azul) con enzima XhoI para liberar el inserto (marcado en rojo). C. Subclonamiento del promotor de 

miostatina en vector reportero pGL4.15. El primer carril corresponde al vector reportero pGL4.15 el cual fue 

linearizado con XhoI, desfosforilado y purificado. El segundo carril corresponde al inserto de 2kb liberado del vector 

pGEM-T Easy que posteriormente fue purificado. En el otro gel se muestra una digestión del vector clonado con 

enzima XhoI para liberar el inserto (marcado en rojo). Las muestras fueron cargadas con buffer de carga 5x, corridas 

en electroforesis en geles de agarosa 1% en TAE 1X por 30 min a 400 mA y los geles fueron teñidos en Bromuro de 

Etidio por 15 min. H1 corresponde a una carga de 5 µl del marcador de peso molecular HyperLadder 1.  
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7.4 IGF-1 induce la expresión génica de miostatina 

Con objeto de evaluar la actividad promotora de miostatina inducida por IGF-1 se utilizó 

la técnica de vector reportero. Para ello, los cultivos de mioblastos (día 3 post-plaqueo) fueron 

co-transfectados con un vector reportero para el promotor de miostatina (Firefly luciferasa) y un 

vector normalizador (Renilla Luciferasa). Los mioblastos durante el día 4, fueron estimulados 

con IGF-1 recombinante a diferentes concentraciones (subfisiológicas, fisiológicas y 

suprafisiológicas) y cuantificados los niveles de luminiscencia dual 9 horas post-estimulo. Se 

observa que los tratamientos con IGF-1 a concentraciones fisiológicas (10 nM) y 

suprafisiológicas (50 nM) inducen un incremento significativo en los niveles de luminiscencia, 

llegando a ser 25,6 y 22 veces respecto al control (**p < 0.01 y *p < 0.05), respectivamente, 

sugiriendo un efecto dependiente de la dosis de IGF-1 (Figura 11 A). No obstante, el tratamiento 

con IGF-1 subfisiológico (2 nM) solo marca una tendencia al aumento de la luminiscencia (6,4 

veces respecto al control) que no resultó ser estadísticamente significativo. 

Adicionalmente, se analizó la expresión del mRNA de miostatina mediante la técnica de 

RT-qPCR. Cultivo primario de mioblastos en fase de diferenciación (día 4 post-plaqueo) fueron 

estimulados con IGF-1 (fisiológicas, subfisiológico y suprafisiológico), obteniéndose extractos de 

RNA totales a los tiempos 0 (sin tratamiento), 2, 4 y 6 horas post-estimulo. Adicionalmente se 

realizó un control solvente en células estimuladas con PBS (control). Luego de la cuantificación y 

análisis de integridad del RNA, se realizó la síntesis de ADN complementario (cDNA) utilizando 

partidores azarosos. Finalmente los cDNAs obtenidos fueron diluidos para realizar un PCR en 

tiempo real y analizar los valores de Ct obtenidos del gen blanco (miostatina) y el gen de 

referencia (gapdh). Se visualiza que IGF-1 fisiológico induce significativamente la expresión 

génica de miostatina mostrando un incremento de 2,9 veces respecto al control a las 4 horas 

(***p < 0.001) y luego disminuye levemente a las 6 horas, siendo 1,7 veces del control (**p < 

0.01), observándose un efecto transiente (Figura 11 B). IGF-1 suprafisiológico muestra una 

tendencia a incrementar la expresión, siendo significativa a las 6 horas por 1,3 veces del control 

(*p < 0.05), pero no fue mayor que IGF-1 fisiológico a las 6 horas. Además, durante los tiempos 

tratados, IGF-1 subfisiológico no induce la expresión de miostatina, manteniéndose estable y 

cercano al control.  

Por lo tanto, durante la diferenciación de los mioblastos, IGF-1 induce tanto la activación 

transcripcional del promotor como la expresión del mensajero de miostatina. 
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Figura 11: IGF-1 induce la expresión génica de miostatina. Los cultivos de mioblastos en diferenciación fueron 

estimulados con IGF-1 recombinante a concentraciones subfisiológicas (2nM), fisiológicas (10nM) o 

suprafisiológicas (50nM) A. Resultados de los análisis de actividad luciferasa relativa del reportero Promomstn, 

normalizado entre luciferasa/renilla. Se realizaron 2 experimentos independientes en triplicado. B. Resultado de los 

análisis de expresión relativa del mensajero de miostatina (mstn) por PCR en tiempo real, normalizados respecto a 

gapdh. Se realizaron 3 experimentos independientes en duplicado. Los gráficos se muestran como el promedio ± 

SEM (n=6), con un análisis estadístico ANOVA de una vía con una prueba post hoc de Tukey siendo *p < 0.05, **p 

< 0.01 y ***p < 0.001 respecto al control en veces de inducción. 
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7.5 Distintas vías de señalización, activadas por IGF-1, estimulan la expresión génica de 

miostatina 

Para definir las vías de señalización activadas por IGF-1 que participan en la actividad 

promotora de miostatina, los cultivos de mioblastos fueron preincubados 30 min con distintos 

inhibidores farmacológicos específicos y posteriormente estimulados con IGF-1 a 

concentraciones fisiológicas por 9 horas para los ensayos de vector reportero. Se observa que los 

tratamientos con Genisteina 100 µM (inhibidor de proteínas con actividad tirosina-quinasa) y 

LY294002 50 µM (inhibidor de PI3K) disminuyen significativamente los niveles de 

luminiscencia respecto al estímulo (###p < 0.001), llegando a los niveles basales (Figura 12 A). 

Posteriormente se evaluó la contribución de las MAPKs utilizando los inhibidores UO126 10 µM 

(inhibidor de MEK1/2) y SB203580 20 µM (inhibidor de p38-MAPK) donde también se observa 

una inhibición de la luminiscencia de manera significativa (###p < 0.001) (Figura 13 A). Luego 

se analizó la contribución de proteínas que permiten la liberación de calcio intracelular mediante 

tratamientos con los inhibidores U73122 50 µM (inhibidor de PLC) y Xestospongina C 10 µM 

(inhibidor de IP3R) donde igualmente disminuyeron considerablemente la luminiscencia respecto 

al estímulo con IGF-1 (###p < 0.001) (Figura 14 A). Finalmente, se evaluaron distintas proteínas 

dependientes de calcio mediante el uso de los inhibidores farmacológicos GO6976 2 µM 

(inhibidor de PKC dependiente de calcio) y KN-93 20 µM (inhibidor de CaMK II) que muestran 

una disminución importante en los niveles de luminiscencia (###p < 0.001 y ##p < 0.01, 

respectivamente) (Figura 15 A). Sin embargo, los tratamientos con Ciclosporina A 5 µM 

(inhibidor de Calcineurina) y BimI 10 µM (inhibidor de PKC) se visualiza que la activación 

transcripcional del promotor fue similar a la del estímulo con IGF-1 a concentraciones 

fisiológicas. Además, en los cultivos tratados con los inhibidores BimI y KN-93 en ausencia del 

estímulo de IGF-1 se registra una tendencia a incrementar la activación transcripcional del 

promotor de miostatina que no fue significativa. 

De manera complementaria se analizo la contribución de estas vías de señalización en la 

expresión del mRNA de miostatina. Los mioblastos fueron preincubados por 30 min con 

inhibidores farmacológicos específicos y posteriormente estimulados con IGF-1 (10 nM) 

obteniéndose extractos de RNA totales a las 4 horas, los cuales fueron utilizados para sintetizar 

cDNA y analizados mediante PCR en tiempo real. Se observa que la preincubación con 

Genisteina, LY294002 (Figura 12 C), UO126, SB203580 (Figura 13 C), U73122, 
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Xestospongina C (Figura 14 C), KN93 y GO6976 (Figura 15 C) inhibieron significativamente 

la expresión de miostatina inducida por IGF-1. Por el contrario, los tratamientos con BimI y 

Ciclosporina A muestran que los niveles de expresión son similares al estímulo con IGF-1. 

Por consiguiente, durante la diferenciación de los mioblastos, IGF-1 estimula tanto la 

activación transcripcional como la expresión del mensajero de miostatina activando diferentes 

vías de señalización como MEK-ERK 1/2, p38-MAPK, PI3K/PLC/IP3 y diferentes proteínas 

quinasas dependientes de calcio como PKC y CaMK, pero no vía Calcineurina. 
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Figura 12: La vía de IGF-1R/PI3K, activada por IGF-1, estimula la expresión génica de miostatina. Los 

cultivos de mioblastos en diferenciación fueron preincubados 30 min con Genisteina (100 µM), LY294002 (50 µM) 

o DMSO como control solvente y posteriormente estimulados con IGF-1 (10 nM). A. Resultado de los análisis de 

actividad luciferasa relativa del reportero Promomstn, normalizados entre luciferasa/renilla. Se realizaron 2 

experimentos independientes en triplicado. B. Resultado de los análisis de expresión relativa del mensajero de 

miostatina (mstn) por PCR en tiempo real, normalizados respecto a gapdh. Se realizaron 3 experimentos 

independientes en duplicado. Los gráficos se muestran como el promedio ± SEM (n=6), con un análisis estadístico 

ANOVA de una vía con una prueba post hoc de Tukey siendo ***p < 0.001 respecto al control y ###p < 0.001 

respecto al estímulo (IGF-1) en veces de inducción. 
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Figura 13: La vías de MEK-ERK1/2 y p38-MAPK, activadas por IGF-1, estimulan la expresión génica de 

miostatina. Los cultivos de mioblastos en diferenciación fueron preincubados 30 min con UO126 (10 µM), 

SB203580 (20 µM)  o DMSO como control solvente y posteriormente estimulados con IGF-1 (10 nM). A. Resultado 

de los análisis de actividad luciferasa relativa del reportero Promomstn, normalizados entre luciferasa/renilla. Se 

realizaron 2 experimentos independientes en triplicado. B. Resultado de los análisis de expresión relativa del 

mensajero de miostatina (mstn) por PCR en tiempo real, normalizados respecto a gapdh. Se realizaron 3 

experimentos independientes en duplicado. Los gráficos se muestran como el promedio ± SEM (n=6), con un 

análisis estadístico ANOVA de una vía con una prueba post hoc de Tukey siendo ***p < 0.001 respecto al control y 

###p < 0.001 respecto al estimulo (IGF-1) en veces de inducción. 
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Figura 14: La vía de PLC/IP3, activada por IGF-1, estimula la expresión génica de miostatina. Los cultivos de 

mioblastos en diferenciación fueron preincubados 30 min con U73122 (50 µM), Xestospongina (10 µM) o DMSO 

como control solvente y posteriormente estimulados con IGF-1 (10 nM) A. Resultado de los análisis de actividad 

luciferasa relativa del reportero Promomstn, normalizados entre luciferasa/renilla. Se realizaron 2 experimentos 

independientes en triplicado. B. Resultado de los análisis de expresión relativa del mensajero de miostatina (mstn) 

por PCR en tiempo real, normalizados respecto a gapdh. Se realizaron 3 experimentos independientes en duplicado. 

Los gráficos se muestran como el promedio ± SEM (n=6), con un análisis estadístico ANOVA de una vía con una 

prueba post hoc de Tukey siendo ***p < 0.001 respecto al control y ###p < 0.001 respecto al estímulo (IGF-1) en 

veces de inducción. 
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Figura 15: Las proteínas quinasas dependientes de calcio PKC y CaMK, activadas por IGF-1, estimulan la 

expresión génica de miostatina. Los cultivos de mioblastos en diferenciación fueron preincubados 30 min con BimI 

(10 µM), KN-93 (20 µM), GO6976 (2 µM), Ciclosporina A (5 µM) o DMSO como control solvente y 

posteriormente estimulados con IGF-1 (10 nM) A. Resultado de los análisis de actividad luciferasa relativa del 

reportero Promomstn, normalizados entre luciferasa/renilla. Se realizaron 2 experimentos independientes en 

triplicado. B. Resultado de los análisis de expresión relativa del mensajero de miostatina (mstn) por PCR en tiempo 

real, normalizados respecto a gapdh. Se realizaron 3 experimentos independientes en duplicado. Los gráficos se 

muestran como el promedio ± SEM (n=6), con un análisis estadístico ANOVA de una vía con una prueba post hoc 

de Tukey siendo ***p < 0.001 respecto al control; ##p < 0.01 y ###p < 0.001 respecto al estimulo (IGF-1) en veces 

de inducción. 
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Por último, con el objetivo de determinar si el factor de transcripción CREB regula la 

expresión génica de miostatina, los mioblastos en fase de diferenciación fueron transfectados de 

forma transiente con RNA interferente pequeño (siRNA) de CREB. Para ello, se evaluó la 

cantidad de siRNA (0, 0,25, 0,5 y 1 µg) y el tiempo de transfección (24 y 48 horas) en los 

mioblastos para su posterior tratamiento. Posteriormente se realizaron extractos de proteínas 

totales, utilizando 12,5 µg para ser analizadas por Western blot con anticuerpos monoclonales 

anti-CREB y anti-β-Actina como control de carga (Figura 16 A). Los resultados indican que la 

transfección con 0,25 µg de siRNA por 24 horas es suficiente para generar una inactivación en el 

factor de transcripción CREB, utilizando estas observaciones para los tratamientos con siRNA. 

Usando la metodología anterior, los mioblastos transfectados con siRNA fueron estimulados con 

IGF-1 (10 nM) por 4 horas para cuantificar los niveles del mRNA de miostatina mediante RT-

qPCR (Figura 16 C) y co-transfectados con vector reportero por 9 horas para medir mediante la 

activación transcripcional de la región promotora mediante ensayo luciferasa (Figura 16 B). 

Como se muestra en la figura, los niveles del transcrito disminuyeron significativamente (&p < 

0.05) respecto al estímulo de IGF-1 con siRNA no relacionado (IGF-1 + siRNA NR), mientras 

que la actividad promotora se ve disminuida hasta los niveles basales (&&&p < 0.001). Los 

tratamientos con siRNA no relacionado (NR), de CREB o el control solvente (CM) en ausencia 

del estímulo no afectaron la expresión génica de misotatina.  

Tomando estos resultados se puede decir que, durante la diferenciación de los mioblastos, 

el factor de transcripción CREB es activado por IGF-1 para estimular tanto la expresión del 

mensajero como la activación transcripcional del promotor de miostatina. 
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Figura 16: El factor de transcripción CREB regula la expresión génica de miostatina. A. Análisis de Western 

blot en mioblastos transfectados con diferentes cantidades de siRNA CREB (0, 0,25, 0,5 1 μg) por 24 y 48 horas 

utilizando anticuerpos monoclonales anti-pCREB, anti-CREB y anti-β-Actina como control de carga. Los cultivos de 

mioblastos en diferenciación fueron transfectados con 0,25 µg de siRNA CREB, siRNA no relacionado (NR) y/o co-

transfectados con 0,9 µg de vector reportero pGL4.15/PM y 0,1 µg de vector normalizador RL-TK por 24 horas y 

posteriormente estimulados con IGF-1 (10 nM). B. Resultado de los análisis de actividad luciferasa relativa del 

reportero Promomstn, normalizados entre luciferasa/renilla. C. Resultado de los análisis de expresión relativa del 

mensajero de miostatina (mstn) por PCR en tiempo real, normalizados con gapdh. CM corresponden a células 

tratados con PBS como control solvente. Se realizaron 2 experimentos independientes en triplicado. Los gráficos se 

muestran como el promedio ± SEM (n=6), con un análisis estadístico ANOVA de una vía con una prueba post hoc 

de Tukey siendo ***p < 0.001 respecto al control; &p < 0.05 y &&&p < 0.001 respecto al estímulo con IGF-1 más 

siRNA no relacionado (IGF-1 + siRNA NR) en veces de inducción. 
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VII. DISCUSIÓN 

 

 La diferenciación de los mioblastos es un proceso complejo el cual es regulado de forma 

coordinada por un balance entre señales positivas y negativas de crecimiento. Dentro de estas 

señales, se ha descrito que dos proteínas, IGF-1 y Miostatina juegan un papel fundamental. Si 

bien se han realizado variados estudios para entender los mecanismos mediante los cuales IGF-1 

y Miostatina regulan positivamente y negativamente el desarrollo muscular, aún existen 

incógnitas de cómo las vías de señalización gatilladas por ambos factores de crecimiento 

interaccionan. En el presente trabajo, se logró dilucidar que IGF-1 induce tanto la fosforilación 

como la activación transcripcional dependiente de CREB, que ésta activación es mediada por 

distintas vías de señalización y que son capaces de regular la expresión génica de miostatina. 

  En una primera aproximación se evaluó el efecto de diversas concentraciones de IGF-1 

en la activación de CREB, encontrándose que IGF-1 a concentraciones circulantes en la sangre 

(fisiológicas) induce tanto la fosforilación de forma transiente como la activación transcripcional 

dependiente de CREB, IGF-1 suprafisiológico únicamente genera un aumento en los niveles de 

luminiscencia del reportero e IGF-1 a concentraciones subfisiológicas no estimula la activación 

de CREB. Estos resultados concuerdan parcialmente con lo reportado en literatura en otros 

modelos de trabajo: En cultivo C2C12 se observó que IGF-1 subfisiológico era capaz de 

estimular la fosforilación de CREB con efecto dependiente al tiempo (Zheng et al., 2004). En 

células adenohipofisiarias se encontró que IGF-1 suprafisiológico promueve tanto la fosforilación 

como la activación transcripcional dependiente de CREB (Fernández et al., 2005). En células de 

la médula adrenal se obtuvo que IGF-1 induce la fosforilación de CREB de forma dependiente de 

la dosis y al tiempo de tratamiento (Zheng y Quirion, 2006). Además, un estudio realizado en 

cultivo primario de cardiomiocitos mediante fraccionamiento subcelular y western blot se 

evidenció que IGF-1 fisiológico induce de forma transiente la fosforilación de CREB, resultados 

que concuerdan con las observaciones obtenidas (Maldonado et al., 2005).  

Tomando en cuenta estos antecedentes, se infiere que las diferencias se presentan en la 

lejanía de los modelos, donde la sensibilidad de los receptores de IGF-1 varía según el tipo 

celular. Otra explicación posible, a nivel biológico, es que la fosforilación del residuo de serina-

133 en el dominio KID del factor de transcripción CREB no es suficiente para su completa 

activación (Altarejos y Montminy, 2011; Brodie et al., 2004; Mayr et al., 2001). Una vez que 
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CREB es fosforilado en el núcleo se une a las secuencias CRE de los promotores, pero se 

sostiene que esa interacción se encuentra regulada por co-activadores como CBP/p300 o CRTC, 

los cuales promueven o reprimen dicha unión (Altarejos y Montminy, 2011; Mayr et al., 2001). 

Se ha observado en ratones transgénicos que sobre expresan la proteína CREB muestran una 

inhibición en la transcripción dependiente de CREB. Ellos concluyen que un elevado nivel de 

proteína CREB activa circulando en el núcleo seria rápidamente secuestrada por CBP, 

impidiendo su interacción con los sitios CRE y llevada a degradación (Brodie et al., 2004). Para 

que la célula inicie la transcripción, requiere de la participación de las CBP/p300 o CRTC que se 

acoplarán a la proteína CREB fosforilada, uniéndose a la secuencia CRE y con ello favorece su 

completa activación.  

En la miogénesis, IGF-1 estimula tanto la proliferación como la diferenciación de las 

células musculares. Para ello, IGF-1 debe unirse con su receptor (IGF-1R) y activar una cascada 

de señales mediante IRS. Una de ellas, las más estudiada, es la activación de la proteína PI3K que 

a partir de PIP2 genera PIP3, formando sitio de anclaje con Akt para que sea activada y pueda 

fosforilar factores de transcripción tales como CREB. En este trabajo, los mioblastos fueron 

preincubados con inhibidores farmacológicos para proteínas con actividad tirosina-quinasa y 

PI3K, y posteriormente estimulados con IGF-1 fisiológico donde se observó una inhibición en la 

fosforilación y en la actividad transcripcional dependiente de CREB. Estos resultados indican que 

la vía IGF-1R/PI3K estimula la activación de CREB, observaciones que son similares a los 

antecedentes: En células PC12 preincubadas con los inhibidores farmacológicos para proteínas 

con actividad tirosina-quinasa Herbimicina A y para la PI3K Wortmanina y LY294002, que 

posteriormente estimuladas con IGF-1 fisiológico, evidenciaron que la fosforilación de CREB fue 

reducida solo con Herbimicina (Zheng y Quirion, 2006). Por el contrario, estudios en cultivos de 

cardiomiocitos se realizó un análisis similar con inhibidores de PI3K y observaron una 

disminución significativa en la fosforilación de CREB (Maldonado et al., 2005; Mehrhof et al., 

2001).  

Es importante mencionar que IGF-1 no es el único capaz de interaccionar con su receptor 

para estimular el proceso miogénico, sino que además IGF-2 e insulina son afines al receptor 

IGF-1R y que pueden de regular las etapas de la miogénesis (Clemmons, 2009; Kaliman et al., 

1999; Kim et al., 2005). Se ha estudiado en mioblastos C2C12 tratados con insulina (50 nM) por 

3 días que genera un incremento en la formación de miotubos multinucleados, induce la actividad 
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creatina-quinasa, inhibe al antígeno nuclear de células en proliferación (PCNA) y activa al 

inhibidor del ciclo celular p21. Además, insulina promueve las vías de señalización PI3K, MEK-

ERK1/2 y p38-MAPK (Conejo et al., 2001). En células pituitarias estimuladas con insulina (1 

µM) por 5 min activan la cascada de señalización PI3K que conlleva a la fosforilación de CREB, 

resultados que concuerdan a los obtenidos (Hayakawa et al., 2002). Por otro lado, mioblastos 

L6E9 estimulados con IGF-2 (40 nM) por 4 días promueven la diferenciación miogénica 

activando la vía de señalización PI3K (Kaliman et al., 1999). En células del ovario de gallo 

doméstico se ha demostrado que IGF-2 induce la fosforilación de CREB dependiente de la dosis, 

pero que no se ve afectada al bloquear tirosina-quinasas (Sirotkin y Grossmann, 2003). En 

conjunto, los ensayos realizados en este trabajo no permiten discriminar si la activación de las 

vías de señalización es exclusivamente del receptor de IGF-1, ya que pueden estar participando 

los receptores de IGF-2 y de insulina que también son blancos de IGF-1 (Denley et al., 2005). 

Otra vía de señalización activada por IGF-1, es la de proteínas quinasas activadas por 

mitógenos (MAPK). Dentro de las MAPKs, se destaca la participación de las vías ERK1/2 y p38-

MAPK en la regulación de las distintas etapas del proceso miogénico. Los ensayo realizados en 

cultivos preincubados con inhibidores para éstas vías y luego estimuladas con IGF-1 fisiológico, 

indicaron que las MAPKs estimulan de igual forma la activación de CREB, lo cual concuerda 

con la bibliografía. Por un lado, se ha descrito que la vía MEK-ERK1/2 promueve principalmente 

la proliferación celular, sin embargo se ha observado que además participan en otras etapas de la 

miogénesis como en la diferenciación terminal, en la migración de los mioblastos y en la 

activación del factor de transcripción miogénico Myf5 de las miofibras (Leloup et al., 2007; Li y 

Johnson, 2006; Perez-Ruiz et al., 2007). Por otro lado, se ha descrito que p38-MAPK (isoformas 

α y β) participa en la diferenciación de células musculares esqueléticas activando a factores 

transcripcionales como MEF2 y MyoD (Zetser et al., 1999; Wu et al., 2000). Además, estudios 

realizados en células cardiacas, adenohipofisiarias y de médula adrernal preincubadas con el 

inhibidor farmacológico para MEK1 (PD98059) y p38-MAPK (SB203580) que posteriormente 

fueron tratadas con IGF-1 obtuvieron los mismos resultados, no obstante en éste trabajo se utilizó 

UO126, inhibidor que bloquea tanto a las isoforma MEK1 como a MEK2 (Fernandez et al., 

2005; Maldonado et al., 2005; Mehrhof et al., 2001; Zheng y Quirion, 2006). 

Como se mencionó previamente, proteínas como insulina e IGF-2 pueden unirse a 

receptores de IGF-1 para activar éstas vías de señalización: Estudios en adipocitos marrones 
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durante su diferenciación estimulados con insulina e inhibiendo la vía MEK-ERK1/2, disminuye 

tanto la fosforilación como la actividad transcripcional dependiente de CREB (Cypess et al., 

2011; Klemm et al., 2001). En cultivo primario de músculo esquelético de rata preincubado con 

un inhibidor farmacológico para p38-MAPK y luego tratado con insulina por 3.5 min, mostró una 

disminución en la fosforilación de CREB (Somwar et al., 2000). Por otra parte, en células de 

ovario de gallo preincubadas con el inhibidor PD98059 y luego estimuladas de IGF-2 disminuyen 

la fosforilación de CREB (Sirotkin y Grossmann, 2003). Además, en células pulmonares 

cancerígenas de humano se demostró que IGF-2 estimula la proliferación y supervivencia celular 

induciendo la fosforilación de CREB mediante la vía MEK-ERK1/2 (Linerth et al., 2005). 

También, un estudio realizado en epitelio pulmonar de ratón que sobre expresa IGF-2 se induce 

tumorigénesis permitiendo la proliferación celular mediante la fosforilación de CREB vía MEK-

ERK1/2 y p38-MAPK (Moorehead et al., 2003). 

Recientemente se ha estudiado otra vía de señalización activada por IGF-1 que involucra 

la liberación de calcio mediante la fosfolipasa C gamma (PLCγ), principalmente vía PI3K, 

generando IP3 para unirse a su receptor (IP3R) en el retículo sarcoplásmico y con ello liberar el 

calcio al espacio intracelular (Maffuci y Falasca, 2007; Valdés et al., 2012). Como se describió 

anteriormente, los datos obtenidos por el grupo de laboratorio demostraron que IGF-1 induce la 

liberación de calcio mediante la vía PI3K/PLCγ/IP3 durante la diferenciación de los mioblastos 

(Valdés et al., 2012). En éste trabajo, los mioblastos fueron preincubados con inhibidores 

farmacológicos para PLC y el receptor de IP3, y luego fueron estimulados con IGF-1 fisiológico 

encontrándose una disminución significativa tanto la fosforilación como la actividad 

transcripcional dependiente de CREB, respaldando los antecedentes sobre las señales de calcio 

como segundo mensajero que inducen la activación de CREB (Cardenas et al., 2004; Carrasco et 

al., 2003; Maldonado et al., 2005; Powell et al., 2001).  

Posteriormente, se procedió a evaluar algunas de las proteínas dependientes de calcio, 

activadas por IGF-1, que pudieran inducir la activación de CREB. En el caso de la proteína 

quinasa C (PKC) se observó que tanto el inhibidor de PKC (BimI) como el inhibidor de PKC 

dependientes de calcio (GO6976) disminuyen la activación de CREB, lo que sugiere que PKC 

estimula la fosforilación y la transcripción dependiente de CREB. Resultados que también 

observó un estudio durante la depolarización de las células musculares (Cardenas et al., 2004). 

Otras dos proteínas de particular interés, fueron la proteína quinasa dependiente del complejo 
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calmodulina/calcio (CaMK) y la fosfatasa Calcineurina (CaN). En los tratamientos con los 

inhibidores farmacológicos KN-93 (inhibidor de la CaMK II) y Ciclosporina A (inhibidor de la 

Calcineurina), se visualizó una considerable disminución con KN-93 tanto en la fosforilación 

como en la activación transcripcional dependiente de CREB. Sin embargo, con Ciclosporina A 

no se observaron diferencias en comparación al estimulo con IGF-1 fisiológico. Los resultados 

presentados muestran semejanzas y diferencias con los antecedentes presentados. En células 

musculares y cardiacas preincubadas con el inhibidor KN-62 (inhibidor de la CaMK IV) y 

tratadas con IGF-1 evidenciaron una inhibición en la fosforilación de CREB, y en el presente 

trabajo se demostró que también la isoforma CaMK II podía ejercer el mismo efecto (Maldonado 

et al., 2005; Zheng et al., 2004). Anteriormente, se ha descrito en líneas celulares de médula 

adrenal, placenta y fibroblastos que la isoforma CaMK IV es más potente que CaMK II para 

activar a CREB (Sun et al., 1994). En el caso del tratamiento con Ciclosporina A (inhibidor de la 

fosfatasa Calcineurina), miotubos C2C12 preincubados con el mismo fármaco y posteriormente 

estimulados con IGF-1 a concentraciones subfisiológicas encontraron que aumentó 

significativamente la fosforilación de CREB (Zheng et al., 2004). Por el contrario, en 

cardiomiocitos preincubados con Ciclosporina A y luego tratados con IGF-1 fisiológico 

observaron una disminución significativa en la fosforilación de CREB (Maldonado et al., 2005). 

Una explicación radicaría en la concentración del fármaco utilizada en los experimentos. En 

células C2C12 utilizaron el doble de concentración, mientras que en cardiomiocitos una decima 

parte de lo presentado en éste trabajo (Maldonado et al., 2005; Zheng et al., 2004). Se infiere en 

primera instancia que al inhibir a la fosfatasa Calcineurina, debería desfosforilar a CREB 

generando un aumento en la activación de CREB. Sin embargo, es posible que exista algún 

intermediario que regule este proceso, como lo plantea una revisión en la que Calcineurina 

desfosforila al coactivador CRTC para que pueda translocar al núcleo, uniéndose a CREB y 

estimular su activación (Altarejos y Monminy, 2011). Sin embargo, los resultados obtenidos en 

este trabajo indican que la Calcineurina, activada por IGF-1, no participa en la activación de 

CREB durante la diferenciación de los mioblastos.  

Cabe mencionar que también se ha descrito que las vías de calcio son activadas tanto por 

insulina como por IGF-2: En cultivo primario de rata tratados con insulina (50 nM) se produce un 

incremento rápido y transiente de calcio intracelular, similar a IGF-1, mediante la vía de 

señalización de PI3K o la vía acoplada a proteína G (Bruton et al., 2001; Espinosa et al., 2004). 
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Por otra parte, se ha descrito en cardiomiocitos que IGF-2 estimula la vía PLCβ para la liberación 

de calcio, activando a Calcineurina y promoviendo la supervivencia celular (Chu et al., 2009).  

 Como se ha mencionado anteriormente, se han realizado diversos estudios en células 

musculares y cardiacas, tratadas con IGF-1, donde han dilucidado que IGF-1 estimula tanto la 

expresión de la proteína como la del mensajero de miostatina (Kurokawa et al., 2009; Shyu et al., 

2005; Valdés et al., 2012; Yang et al., 2007). Para éste trabajo, los mioblastos en fase de 

diferenciación fueron estimulados a diversas concentraciones de IGF-1 para analizar la actividad 

promotora y la expresión del mRNA de miostatina. Los ensayos realizados mostraron que IGF-1 

a concentraciones fisiológicas y suprafisiológicas estimulan la expresión génica de miostatina. 

Los resultados obtenidos en la expresión del mensajero miostatina fueron similares a los 

publicados por el grupo de laboratorio, así como en mioblastos de pollo en diferenciación 

(Kurokawa et al., 2009; Valdés et al., 2012). Sin embargo, en células C2C12 se observó que IGF-

1 induce la expresión de la proteína Miostatina de forma dependiente a la dosis, utilizando 

concentraciones similares, mientras que los resultados arrojaron que IGF-1 suprafisiológico no 

superaban tanto la expresión del mensajero como la luminiscencia obtenida con el tratamiento de 

IGF-1 fisiológico (Yang et al., 2007). Además, en cardiomiocitos tratados con concentraciones 

suprafisiológicas de IGF-1 (mayores a las del trabajo) mostraron que induce de manera dosis-

dependiente la expresión de la proteína Miostatina (Shyu et al., 2005). Por el contrario, un 

estudio en mioblastos de pollo manifestaron que IGF-1 fisiológico generaba un mayor 

incremento en la activación transcripcional del promotor de miostatina que con concentraciones 

suprafisiológicas, resultados que se asemejan a lo obtenido (Kurokawa et al., 2009). Una razón es 

que los tiempos de tratamiento fueron menores a los planteados en los antecedentes, por lo que el 

uso de un mayor tiempo y concentración podría generar un aumento tanto en la activación 

transcripcional del promotor como en la expresión del mensajero de miostatina. 

 Existen pocos antecedentes que muestran a IGF-1 como un regulador de la expresión 

génica de miostatina, desconociéndose cuales vías de señalización participan en el proceso (Shyu 

et al., 2005; Valdés et al., 2012; Yang et al., 2007). No obstante, se han realizado diversos 

estudios en la región promotora de miostatina (Allen y Du, 2008; Allen y Unterman, 2007; Deng 

et al., 2012; Du et al., 2007; Ma et al., 2001; Michel et al., 2007; Salerno et al., 2004; Spiller et 

al., 2002; Xu et al., 2003). Complementariamente, nuestro grupo realizó un análisis in silico de la 

secuencia promotora de rata, utilizando el programa MatInspector, donde se encontraron todos 
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los sitios de unión a factores de transcripción descritos en los antecedentes tales como: los sitios 

consenso E-box para factores de transcripción miogénicos (como MyoD, Miogenina o Myf5), 

FoxO, MEF2, CREB, NFAT, SMAD, entre otros. No sólo se encontraron varios sitios de unión a 

las E-box, como indicaron los antecedentes, dentro de los 2001pb analizados se encontraron 11 

sitios de unión a CREB. Aunque se han realizado diferentes estudios, tanto en la región 

promotora como en la expresión de miostatina, ninguno ha analizado el rol del factor de 

transcripción CREB en regular su expresión génica, a pesar de que se han encontrado varios 

sitios de unión y uno en la región mínima del promotor. Por lo demás, no se han realizado 

estudios donde abarquen la mayoría de las vías de señalización activadas por IGF-1 que pudiesen 

estar regulando la expresión génica de miostatina.  

De los resultados obtenidos, es interesante destacar la participación de la vía IGF-

1R/PI3K en la regulación de la expresión génica de miostatina, donde la PI3K estaría jugando un 

rol pivotal en las vías de señalización durante la diferenciación miogénica. Mioblastos en 

diferenciación preincubados con inhibidores farmacológicos para proteínas con actividad tirosina 

quinasa y para PI3K que posteriormente fueron estimulados con IGF-1 fisiológico presentaron 

una disminución importante en la actividad promotora y en la expresión del mensajero de 

miostatina. Los resultados obtenidos comparten lo publicado previamente por el grupo de 

laboratorio y con el estudio en células C2C12, sugiriendo que la transcripción de miostatina es 

estimulada por IGF-1 mediante la vía IGF-1R/PI3K (Valdés et al., 2012; Yang et al., 2007). Sin 

embargo, los ensayos realizados con el inhibidor farmacológico Genisteina no permiten discernir 

cual de los receptores de IGF-1 estaría participando, aunque se infiere que debería ser el IGF-1R. 

Paralelamente, los mioblastos preincubados con inhibidores farmacológicos específicos 

para las vías MAPKs MEK-ERK1/2 y p38-MAPK, y posteriormente tratadas con IGF-1 

fisiológico, generaron una disminución en la expresión génica de miostatina. Solamente se ha 

descrito en células cardiacas que p38-MAPK inducido por IGF-1 estimula la expresión de la 

proteína Miostatina activando al factor de transcripción MEF2, cuyos resultados concuerdan con 

los del trabajo (Shyu et al., 2005). No obstante, no se encontraron antecedentes que describan la 

participación de la vía MEK-ERK1/2 en la regulación transcripcional de miostatina, siendo el 

primer trabajo en estudiarla. 

 Por último, se encuentra la participación de la vía de señalización PI3K/PLCγ/IP3. Se 

visualizó una disminución tanto en la expresión del mRNA de miostatina como en la actividad 
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promotora al preincubar los mioblastos con inhibidores farmacológicos y luego estimulados con 

IGF-1, lo que respalda los resultados obtenidos previamente por el grupo de laboratorio, 

indicando que la liberación de calcio intracelular de las células musculares podría también regular 

la expresión génica de miostatina (Valdés et al., 2012). Una vez que el calcio es liberado, se 

activan distintas proteínas dependientes de calcio como CaMK, PKC y CaN. Los mioblastos en 

diferenciación fueron preincubados con inhibidores farmacológicos específicos para estas 

proteínas, posteriormente tratados con IGF-1 a concentraciones fisiológicas y finalmente se 

analizó la actividad promotora y la expresión del mensajero de miostatina. Por un lado, se 

observó en los mioblastos tratados con el inhibidor para PKC dependientes de calcio y CaMK II 

que la expresión génica de miostatina fue reprimida. En el caso de los tratamientos con 

inhibidores de la proteína quinasa C (PKC), se encontró que sólo el inhibidor para PKC 

dependientes de calcio inhibe tanto la expresión del mensajero como la actividad promotora de 

miostatina, ya que al emplear un inhibidor genérico de las PKC se observó un efecto similar al de 

IGF-1, indicando que sólo las isoformas de PKC dependiente de calcio (PKCα, PKCβ y PKCγ) 

estimulan la expresión génica de miostatina mediante la activación del factor de transcripción 

CREB. No se han encontrado antecedentes que mencionen alguna relación con la participación 

de PKC y CaMK en la regulación de la transcripción de miostatina. Por otro lado, los 

tratamientos con el inhibidor de la fosfatasa Calcineurina, por el contrario, no mostraron 

diferencias en comparación al estímulo con IGF-1, por lo que no estaría participando en la 

regulación de la expresión génica de miostatina durante la diferenciación de los mioblastos.  

Como se indicó con anterioridad, se han realizado diferentes estudios donde determinaron 

que IGF-1 regula la expresión de miostatina en células musculares diferenciadas y que su región 

promotora posee sitios de unión para el factor de transcripción CREB (Grade et al., 2009; 

Kurokawa et al., 2009; Ma et al., 2001; Valdés et al., 2012). Sin embargo, ninguno de ellos 

realizó algún análisis funcional para determinar si CREB participaba en ese proceso. En éste 

trabajo se utilizó un RNA interferente pequeño específico para CREB el cual generó una 

disminución importante en la expresión génica de miostatina estando muy cerca de los niveles 

basales. Este resultado concuerda con lo esperado, ya que el promotor de miostatina de rata 

presenta una gran cantidad de sitios de unión CRE, incluyendo el sitio conservado entre especies 

en la región basal mencionado en los antecedentes. No obstante, en los experimentos de co-

transfección con vector reportero se observó que los tratamientos con el estímulo de IGF-1 
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fisiológico o con IGF-1 más siRNA no relacionado (NR) mostraron un aumento menor en la 

actividad transcripcional, el cual se generaría producto de una competencia entre siRNA y 

vectores reporteros transfectados. Este es el primer estudio que demuestra que el factor de 

transcripción CREB regula la expresión génica de miostatina durante la diferenciación de los 

mioblastos.  

En base a los resultados obtenidos se propone un modelo (Figura 17): Durante la 

diferenciación de los mioblastos, IGF-1 se une a su receptor IGF-1R para activar una cascada de 

señalización que involucra 3 vías principales a través de IRS. En ellas se encuentran las vías de 

las MAPKs MEK-ERK1/2 y p38-MAPK para la activación del factor de transcripción CREB. 

Otra vía de señalización está constituida por PI3K/PLCγ que permite generar IP3, luego éste 

difunde al citosol y ubica a su receptor IP3R en el retículo sarcoplásmico para generar la 

liberación de calcio al espacio intracelular. Las señales de calcio inducen de modo transiente la 

activación de proteínas quinasas como PKC y CaMK que podrán fosforilar a CREB. Así, éste 

podrá unirse a los sitios CRE del promotor de miostatina y regular su expresión. 

Este proyecto ha logrado determinar las distintas vías de señalización activadas por IGF-1 

para estimular al factor de transcripción CREB y sumado con la publicación presentada por 

nuestro grupo de laboratorio son los primeros en demostrar la participación de la vía de calcio en 

regular la expresión génica de miostatina en el músculo esquelético. Los resultados obtenidos 

sugieren que durante el proceso miogénico la expresión génica se ve alterada por un mecanismo 

de retroalimentación negativa, la cual es regulada por un balance entre las vías de señalización 

activadas por IGF-1 y Miostatina que promueven la proliferación y la diferenciación de las 

células musculares. 

La información obtenida en esta indagación contribuirá a ampliar el conocimiento que 

buscan diversos estudios sobre la regulación de la miogénesis y como se mantienen balanceadas 

las señales de crecimiento endógenas en el desarrollo muscular, teniendo aplicaciones potenciales 

en el campo de la biotecnología biomédica. Con el propósito de tratar diversas miopatías, se han 

fijado como objeto de observación a los factores de crecimiento, dentro de los cuales  IGF-1 y 

Miostatina han mostrado importantes avances en diversos modelos para tratar éstas enfermedades 

(Clemmons, 2009; Joulia-Ekaza y Cabello, 2006). Sin embargo, los resultados obtenidos no han  

logrado ser suficientes para definir el mejor tratamiento. El proyecto de tesis, en conjunto a los 

antecedentes presentados, pretende incorporar al factor de transcripción CREB como blanco de 
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estudio, por ejemplo, para la utilización de terapia génica mediante la administración de un 

constructo de CREB cuyo transgen sea dirigido por un promotor músculo-específico, con 

estructura y funcionalidad que se mantenga activa para promover el crecimiento, desarrollo y 

regeneración de las células musculares (Altarejos y Montminy, 2011; Chen et al., 2005; Stewart 

et al., 2011). 

 

 

Figura 17: Modelo de las vías de señalización activadas por IGF-1 que activan a CREB en la regulación génica 

de miostatina. 
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IX. CONCLUSIÓN 

 

1. IGF-1 induce la fosforilación y la activación transcripcional dependiente de CREB. 

 

2. IGF-1, mediante las vías de señalización MEK-ERK 1/2, p38-MAPK, PI3K/PLCγ/IP3 y 

proteínas dependientes de calcio como PKC y CaMK, estimula la activación de CREB. 

 

3. IGF-1 induce la activación transcripcional del promotor y la expresión del mensajero de 

miostatina. 

 

4. IGF-1, mediante las vías de señalización MEK-ERK 1/2, p38-MAPK, PI3K/PLCγ/IP3 y 

proteínas dependientes de calcio como PKC y CaMK, estimula la expresión génica de 

miostatina. 

 

5. El factor de transcripción CREB regula la activación transcripcional del promotor y la 

expresión del mensajero de miostatina. 
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