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Resumen: El sistema endocanabinoide (SEC) es un sistema que lo componen un gran 
grupo de moléculas endógenas, incluyendo los dos principales neuromoduladores 
derivados de araquidonato, la anandamida (AEA) y 2-araquidonoilglicerol (2-AG), 
conocidos como endocanabinoides (ECs); diversas enzimas implicadas en el metabolismo 
de AEA y 2-AG; y dos receptores conocidos como receptor canabinoide tipo 1 (RCB1) y 
tipo 2 (RCB2) los cuales están acoplados a proteína G. A la fecha, algunos estudios han 
descrito que la actividad del RCB1 controla procesos metabólicos claves en el músculo 
esquelético como la señalización de la insulina, la captación de glucosa, y la oxidación de 
ácidos grasos. La evidencia reciente demuestra que los  ECs poseen la capacidad de 
aumentar la señalización de los glucocorticoides, que se sabe regulan el apetito, el balance 
energético, y los procesos metabólicos a través de vías centrales y periféricas. Sin 
embargo, no se sabe si los efectos de glucocorticoides en atrofia y resistencia a la insulina 
en el musculo son mediados por el RCB1. 

Objetivo: Determinar la función del SEC en la respuesta a glucocorticoides en la línea 
celular de músculo esquelético de ratón C2C12. 

Metodología: Se estimularon células C2C12 con 1 µM de dexametasona (DEX) por 6, 18 Y 
24 h  y se evaluó la expresión del RCB1 en músculo esquelético por qRT-PCR y western 
blot. Posteriormente, se determinó si  AEA modifica la respuesta a glucocorticoides 
mediante la evaluación del mRNA para  Atrogin-1, Murf1, FKBP5 y RCB1. Finalmente, se 
evaluó la función  de AEA en el efecto de los glucocorticoides sobre la respuesta a insulina, 
evaluando la forma fosforilada y total de Akt mediante western blot. 

Resultados: La  dexametasona aumentó la expresión del RCB1 en células C2C12. Por otra 
parte, AEA modifica la respuesta a glucocorticoides disminuyendo la expresión de Atrogin-
1 y Murf1 aumentado por DEX, además aumenta la expresión del gen FKBP5 cuando se 
estimula en conjunto con DEX. Por último, el tratamiento en conjunto con DEX y AEA 
disminuye la fosforilación de la proteína Akt.  

Conclusión: Los efectos que posee  DEX en músculo esquelético sobre la atrofia muscular 
y la resistencia a la insulina podrían estar mediados por  AEA a través de RCB1. Los 
resultados obtenidos en este estudio proporcionan elementos para una mejor 
comprensión de los efectos de los glucocorticoides y los ECs en el músculo esquelético, 
proporcionando de esta manera, posibilidades de nuevas perspectivas terapéuticas para 
el tratamiento de la atrofia muscular y la resistencia a la insulina.   
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Abstract: The endocannabinoid system (SEC) is composed of a large group of endogenous 
molecules, including the two main arachidonate-derived neuromodulators, anandamide 
(AEA) and 2-arachidonoylglycerol (2-AG), known as endocannabinoids (ECs); several 
enzymes involved in the metabolism of AEA and 2-AG; and two receptors known as 
cannabinoid receptor type 1 (CB1R) and type 2 (CB2R), both coupled to G protein. To date, 
some studies have described that CB1R activity is necessary to modulate key metabolic 
processes in skeletal muscle, such as insulin signaling, glucose uptake, and fatty acids 
oxidation. It is also known that endocannabinoids are able to regulate appetite, energy 
balance, and metabolic processes through central and peripheral pathways. Interestingly, 
recent evidence shows that endocannabinoids have the ability to increase glucocorticoid 
signaling. At present however, it is not known if the effects of glucocorticoids on muscular 
atrophy and insulin resistance are mediated by endocannabinoids. 
 
Objective: To determine the function of the endocannabinoid system in the glucocorticoid 
response to glucocorticoids in the mouse skeletal muscle cell line C2C12. 
 
Methodology: C2C12 cells were stimulated with 1 μM dexamethasone (DEX) for 6, 18 and 
24 h and the expression of RCB1 in skeletal muscle was evaluated by qRT-PCR and western 
blot. Subsequently, we determined whether the endocannabinoid AEA modifies the 
glucocorticoid response by assessing the mRNA for Atrogin-1, Murf1, FKBP5 and RCB1. 
Finally, we evaluated the effect of anandamide on glucocorticoids regulation of insulin-
depended Akt phosphorylation through measurements of phosphorylated and Akt total 
forms of by western blot. 
 
Results: Dexamethasone increased the expression of RCB1 in C2C12 cells. On the other 
hand, AEA modifies the glucocorticoid response by decreasing the expression of Atrogin-1 
and Murf1 increased by DEX, in addition it increases the expression of the FKBP5 gene 
when stimulated in conjunction with DEX. Finally, the treatment in conjunction with DEX 
and AEA decreases the phosphorylation of Akt protein. 
 
Conclusion: The effects of dexamethasone on skeletal muscle atrophy and insulin 
resistance may be mediated by AEA through RCB1. Results of this study give support   to a 
better understanding of the effects of glucocorticoids and endocannabinoids on skeletal 
muscle, thereby providing new chances of therapeutic perspectives to treat muscle 
atrophy and insulin resistance. 
 
 
 



7 
 

Introducción  
El Sistema Endocanabinoide. 
La cannabis sativa ha sido utilizada como planta medicinal desde hace muchos siglos. Las 
primeras evidencias de su utilidad terapéutica se remontan al año 2737 a.C. en China, 
donde se utiliza para el tratamiento de diversas dolencias (Mechoulam & Hanus, 2000). 
Sin embargo, su  principal componente psicoactivo, el delta-9-tetrahidrocannabinol (THC), 
fue identificado y sintetizado en la década de 1960 (Mechoulam & Gaoni, 1965). Más de 
dos décadas después se descubrieron dos receptores para THC que pertenecen a la familia 
de los receptores acoplados a proteína G (GPCRs): i) el receptor canabinoide tipo 1 (RCB1) 
(Matsuda y cols., 1990; Devane y cols., 1988); y ii) el receptor canabinoide tipo 2 (RCB2) 
(Munro y cols., 1993). El RCB1 se describió inicialmente, como el receptor canabinoide 
neuronal, ya que está altamente expresado en diferentes clases de neuronas (Wilson & 
Nicoll., 2001). El RCB1 se ha encontrado, además, en un número de células de tipos no 
neuronales y tejidos periféricos, por ejemplo tejido adiposo, páncreas, músculo, riñón y 
hepatocitos (Chorvat y cols., 2012; Jenkin y cols., 2010; Pagotto y cols., 2006). En estos 
órganos y tejidos periféricos, la función fisiológica común de RCB1 parece ser la 
modulación directa del metabolismo de la célula, independiente del sistema de control del 
apetito en el sistema nervioso central (SNC) (O'Keefe y cols., 2014). Por otra parte, el RCB2 
se expresa principalmente en las células inmunes periféricas, como son las células B y 
natural killers y los órganos del sistema inmunitario, como el bazo o las amígdalas 
(Breivogel C, 1998; Pertwee R, 1997; Galiegue y cols., 1995), la expresión RCB2 también se 
encuentra en los osteocitos, los osteoblastos y los osteoclastos (Ofek y cols., 2006). Con el 
descubrimiento de los receptores de canabinoides se sugirió la existencia de ligandos 
endógenos capaces de activarlos, los “endocanabinoides”, los mejores estudiados son la 
anandamida (AEA, N-araquidoniletanolamida) y 2-araquidonilglicerol (2-AG) (Devane y 
cols., 1992; Mechoulam y cols., 1995; Sugiura y cols., 1995). Estos son derivados del 
metabolismo no oxidativo de los ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga, 
especialmente de ácido araquidónico, y exhiben una selectividad variable para los 2 
receptores de canabinoides, así como para otros blancos moleculares (Di Marzo y cols., 
2002).  
 
La síntesis de ECs  (Fig. 1) se estimula principalmente por un aumento del Ca2+ intracelular 
y de monofosfato de adenosina cíclico (AMPc). El aumento de Ca2+ puede ser resultado de 
la apertura de los canales iónicos de la membrana y también de la movilización de los 
depósitos intracelulares, por medio de la activación de la fosfolipasa-Cβ . Aunque 2-AG y 
AEA parecen ser reguladas por mecanismos intracelulares similares, ciertos estímulos 
pueden aumentar preferencialmente uno u otro ligando (Stella y cols., 1997; Stella & 
Piomelli, 2001). 
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Figura 1. Biosíntesis e hidrólisis de los endocanabinoides. Para la biosíntesis de N-  araquidonoil 
etanolamida (AEA), la fosfatidiletanolamina (PE) se convierte en N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE) por la N-
aciltransferasa (NAT), y secuencialmente, la NAPE-fosfolipasa D (NAPE-PLD) cataliza NAPE y produce AEA. La 
biosíntesis del 2-araquidonoilglicerol (2- AG) comienza con la hidrólisis mediada por la fosfolipasa C (PLC) 
desde el fosfatidil inositol l ipídico de membrana (PI) para producir diacilglicerol (DAG), que posteriormente 
se convierte en 2-AG por la diacilglicerol l ipasa (DAGL ) α y β. Después de unirse a los receptores de 
canabinoides y ejercer sus actividades biológicas, los endocanabinoides se degradan mediante actividades 
enzimáticas específicas. AEA se degrada en ácido araquidónico (AA) y etanolamina por la amido hidrolasa de 
ácidos grasos (FAAH) y por la  N-aciletanolamina amido hidrolasa (NAAA). El  2-AG se cataboliza en AA y 
glicerol por la monoacilglicerol l ipasa (MAGL), α,β-hidrolasa-6 (ABHD - 6) y ABHD – 12 (Massa y cols., 2006).   

                                                                                                                                                                   
La degradación enzimática (Figura 1) de los  ECs juega un rol importante en el control de 
sus niveles extracelulares. La AEA es metabolizada por la FAAH (Cravatt y cols., 1996;  
Giang & Cravatt, 1997; Bracey y cols., 2002) dando lugar a AA y etanolamina. La FAAH es 

Biosíntesis 

Hidrolisis  
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una enzima integral de membrana con actividad serina hidrolasa que se expresa de forma 
abundante en varios órganos, entre ellos el cerebro (Kano y cols., 2009). La distribución de 
FAAH es complementaria a la del RCB1 (Egertová y cols., 1998). Los mayores niveles para 
esta enzima aparecen, en humanos, en corteza cerebral, hipocampo, ganglios basales, 
médula espinal, tronco encefálico y cerebelo (Romero y cols., 2002). Aunque el 2-AG es 
también sustrato de la FAAH (Goparaju y cols., 1998), la degradación de este 
endocanabinoide se realiza mayoritariamente por la enzima monoacilglicerol lipasa 
(MAGL). La enzima MAGL es una serinahidrolasa que degrada 2- y 1- monoacilgliceroles 
produciendo el ácido graso correspondiente y glicerol (Dinh y cols., 2002). 
 
Tanto AEA y 2-AG también pueden ser degradados por las enzimas de la cascada de 
araquidonato, tales como la ciclooxigenasa-2 (COX-2), las  lipoxigenasas (LOXS), así como 
las enzimas del citocromo P450, para producir los correspondientes hidroxi- (en el caso de 
lipoxigenasas) y epoxi- derivados (en el caso de las monooxigenasas del citocromo P450)  
o para producir prostamidas y ésteres de glicerol-prostaglandina (PGH2-G) en el caso de 
las ciclooxigenasas y sintasas de prostaglandinas (Piscitelli & Di Marzo., 2012). 
 
Función del Sistema Endocanabinoide a nivel central y periférico  

El sistema endocanabinoide (SEC) se expresa ampliamente en todo el organismo, 
participando críticamente en el mantenimiento de la homeostasis de energía [Pagotto y 
cols., 2006a), siendo un candidato ideal para responder a los requisitos variables a los que 
los animales son sometidos por el medio ambiente, como por ejemplo la escasez de 
alimento. Esto se hace posible ya que la liberación de ECs ocurre inmediatamente después 
de la biosíntesis, generalmente después de alteraciones en las concentraciones 
intracelulares de Ca2+ (Kirkham y cols., 2002). Se ha documentado que el cerebro actúa 
como el principal órgano involucrado en la regulación de la ingesta de alimentos por los 
ECs, los cuales también participan en los mecanismos periféricos asociados en el control 
de la homeostasis de energía (Gómez y cols., 2002). 
 
Las concentraciones hipotalámicas de ECs, especialmente 2-AG, aumentan durante la 
privación de alimentos, vuelven a la normalidad después de la realimentación, y 
disminuyen después del consumo de alimentos, sin cambiar en las áreas cerebrales no 
implicadas en la alimentación. En otras áreas del cerebro, una función general del SEC es 
modular la actividad de las vías neuronales centrales y periféricas implicadas en la ingesta 
de alimentos dulces y grasos (DiPatrizio y cols., 2011). Se ha descrito además, que los 
niveles de los ECs se desregulan en el hipotálamo y el núcleo acumbens (NAc) durante la 
obesidad (Malcher-Lopes y cols., 2006; Kola y cols., 2008).  
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Además de su papel en la modulación de procesos a nivel del sistema nervioso central 
implicados en la ingesta de alimentos, el SEC está presente en los tejidos periféricos 
metabólicamente relevantes, como el hígado, tejido adiposo, músculo esquelético y 
páncreas endocrino, cuya fisiología normal es modulada por el SEC particularmente a 
través del RCB1. 
 
Se ha descubierto que el RCB1 en el tejido adiposo promueve la lipogénesis mediante 
varios mecanismos, incluyendo la facilitación de la diferenciación de los adipocitos y el 
aumento de la expresión de las enzimas adipogénicas. Se observó que la activación 
farmacológica del RCB1 con  WIN55,212-2  (agonista de  RCB1 ) aumenta la actividad de la 
lipoproteína lipasa en los adipocitos primarios mientras que el rimonabant  
(antagonista/agonista inverso RCB1) impedía este efecto (Cota y cols., 2003). En el hígado, 
se ha observado que la activación farmacológica del RCB1 en los hepatocitos induce la 
expresión de enzimas lipogénicas, lo cual es relevante para el desarrollo de esteatosis 
hepática durante la obesidad (Cinar y cols., 2014). En este sentido, se ha demostrado que 
una dieta rica en grasas aumenta los niveles hepáticos de AEA, la densidad de RCB1 y las 
tasas basales de síntesis de ácidos grasos  de novo, siendo esta última reducida por el 
bloqueo de RCB1 (Osei-Hyiaman y cols., 2005) 
 
También es importante destacar que, la desregulación del SEC se ha relacionado con 
obesidad abdominal y otros factores de riesgo como la diabetes mellitus tipo 2 (Osei-
Hyiaman y cols., 2005a; Matias y cols., 2006). Estudios en modelos animales DIO 
(Obesidad inducida por dieta) muestran niveles de  ECs elevados en el hipotálamo y en los 
tejidos periféricos (Di Marzo y cols., 2001). En personas obesas, incrementos en los niveles 
plasmáticos de AEA y 2-AG, se asocian con un funcionamiento anormal del endotelio 
coronario y células del músculo liso vascular arteriolar (Quercioli y cols., 2011). En otro 
estudio publicado en el año 2005, se reportó que las  mujeres obesas posmenopáusicas 
tenían un aumento del 35 y 52%, respectivamente, en los niveles plasmáticos de AEA y 2-
AG, en comparación con las mujeres de peso normal (Engeli y cols., 2005a). El aumento de 
los ECs en plasma y los niveles de N-aciletanolaminas también se describen en hombres y 
mujeres diabéticos con sobrepeso y diabetes mellitus tipo 2 (Matias y cols., 2006a; Matias 
y cols., 2007). A la inversa,  el bloqueo farmacológico o genético de RCB1R mejora el 
estado metabólico, promoviendo la reducción en el peso corporal y masa grasa, así como 
la mejora de la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa en ratas. (Bensaid y 
cols., 2003; Ravinet Trillou y cols., 2003; Osei-Hyiaman y cols., 2008; Jourdan y cols., 
2010). 
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El músculo es un tejido clave en la regulación de la homeostasis energética, no sólo 
durante los periodos de alta actividad, donde requiere grandes cantidades de energía, 
sino también durante el reposo, ya que, es un importante sitio de β-oxidación de ácidos 
grasos y el principal tejido de captación de glucosa inducida por insulina (Abdul-Ghani & 
DeFronzo, 2010). En la actualidad, se conoce que las células musculares expresan un gran 
número de los componentes del SEC, incluyendo las enzimas de síntesis, degradación y sus 
receptores (Cavuoto y cols., 2007; Crespillo y cols., 2011; Eckardt y cols., 2009; Esposito y 
cols., 2008; Lipina y cols., 2010). Se ha demostrado, que la activación farmacológica del 
RCB1 en el musculo sóleo aislado de ratón disminuye el transporte de glucosa tanto a 
nivel basal como el estimulado por insulina (Lindborg y cols., 2010). El uso de rimonabant 
mejora directamente la actividad del transporte de glucosa de una manera dosis-
dependiente en este tejido  (Lindborg y cols., 2010a; Liu y cols., 2005). La respuesta del 
músculo esquelético a la insulina parece estar mediada por la modulación de las vías de 
señalización PI3-K/Akt y Raf-MEK1/2-ERK1/2 que pueden ser moduladas por agonistas de 
RCB1 (Lipina y cols., 2010a). Por otra parte se ha postulado, que el SEC juega un papel 
fundamental en la formación del músculo esquelético. La activación de RCB1 por los ECs 
inhibe la diferenciación de mioblastos a miotubos, mientras que el bloqueo de RCB1 por 
un  antagonista de RCB1 o RCB1 siRNA, promueve la diferenciación (Iannotti y cols., 2014). 
Además, los ratones RCB1 KO producen fibras más grandes (Maccarrone y cols., 2015). Se 
ha reportado además que, debido a cambios en la expresión de genes implicados en su 
metabolismo, los niveles de 2-AG se reducen in vitro e in vivo, tanto durante la formación 
del miotubo en mioblastos C2C12 murinos, como durante el crecimiento del músculo del 
ratón.  Es importante destacar, que 2-AG también inhibe la diferenciación de las células 
satélite humanas en cultivos primarios (Iannotti y cols., 2014a). 
 

El Sistema Endocanabinoide y Glucocorticoides 

Los glucocorticoides (GCs) afectan a casi todos los órganos y tejidos del cuerpo, regulando 
diversos procesos fisiológicos incluyendo la homeostasis de energía, la respuesta inmune, 
el crecimiento óseo, la reproducción, el comportamiento, la proliferación celular y la 
supervivencia (Oakley & Cidlowski., 2011). Fisiológicamente, la activación del eje 
hipotalámico-pituitario-suprarrenal (HPA) induce la síntesis y secreción de GC desde la 
corteza suprarrenal. La misión metabólica de los GC es suministrar suficiente glucosa en la 
circulación para alimentar el cerebro y asegurar la supervivencia del organismo en 
condiciones de estrés agudo o hambre (Vegiopoulos & Herzig., 2007). Los estados de 
exceso de GCs endógeno o exógeno, por ejemplo  el síndrome de Cushing o terapia con 
GCs, respectivamente, se caracterizan por graves perturbaciones en el metabolismo de  
energía a nivel  sistémico mostrando obesidad central, atrofia muscular, hiperglicemia, 
hígado graso, hipertensión, colesterol elevado, inmunodeficiencia y resistencia a la 
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insulina (Shibli-Rahhal y cols., 2006). Específicamente en musculo esquelético, se ha 
reportado que los GCs inhiben la captación y utilización de glucosa promoviendo la 
resistencia a la insulina (Taiyi Kuo y cols., 2013). Por otra parte, está bien documentado 
que los GCs aceleran la degradación proteica en musculo esquelético, a la vez que inhiben 
su síntesis (Ochi y cols., 2015). 

 

Se sabe que los GCs promueven el desarrollo del síndrome metabólico a través de la 
modulación tanto de las vías asociadas a la ingesta de alimentos, como de procesos 
metabólicos (Dallman, 2010; McEwen, 2008; Wardle y cols., 2011; Patterson & Abizaid, 
2013; Trikudanathan & McMahon, 2008); Sin embargo, actualmente los mecanismos 
precisos involucrados en estos efectos no son bien comprendidos. La evidencia reciente 
demuestra que los GCs poseen la capacidad de aumentar la señalización de ECs (Hill & 
McEwen., 2010; Campolongo y cols., 2009; Coddington y cols., 2007; Evanson y cols., 
2010), que se sabe regula el apetito, el balance energético, y los procesos metabólicos a 
través de vías centrales y periféricas (Engeli y cols., 2005; Silvestri & Di Marzo, 2013; 
Karatsoreos y cols., 2010; Fraser y cols., 1999; Björntorp & Rosmond, 2000). 

 

A nivel central se han descrito estudios donde el uso de antagonistas de RCB1 y ratones 
Knockout RCB1 (RCB1 -/-) muestran que la pérdida de actividad de RCB1 resulta en un 
aumento de la liberación de corticosterona en respuesta a un estrés agudo (Cota y cols., 
2007; Hill y cols., 2011; Patel y cols., 2004; Wade y cols., 2006). De forma similar, el 
antagonismo farmacológico de RCB1 central aumenta las concentraciones circulantes de 
corticosterona y ACTH (hormona adrenocorticotropa) en rata (Manzanares y cols., 1999). 
Por otra parte, la administración exógena de corticosterona a ratas aumenta el contenido 
de 2-AG en el hipotálamo (Hill y cols., 2010), corteza pre-frontal (Hill y cols., 2011), y 
región CA1 del hipocampo (Wang y cols., 2012). La administración de corticosterona 
también resulta en aumentos rápidos de AEA en la amígdala, el hipocampo y el 
hipotálamo (Hill y cols., 2010a). Estos datos dan evidencia de la participación del SEC en 
los mecanismos de retroalimentación negativa a nivel  del eje hipotálamo-pituitaria-
adrenal. Además, otro estudio donde se midió la actividad de AMPK en el hipotálamo en 
ratones wild tipe y Knockout RCB1, aquellos ratones carentes del RCB1 mostraron una 
disminución significativa en la actividad de AMPK en el hipotálamo en comparación con 
ratones nativos (Scerif y cols., 2013). Por otro lado, en un estudio donde se utilizó un 
modelo de ratón de exposición excesiva a corticosterona, se encontró que la capacidad de 
los GCs de aumentar la adiposidad, el aumento de peso, la desregulación hormonal, la 
esteatosis hepática y la dislipidemia se redujo o se invirtió en ratones que carecían del 
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RCB1 o donde se utilizó un antagonista del  RCB1, AM251 (Bowles y cols., 2015). Estos 
datos en conjunto indican la importancia del SEC en los efectos producidos por los GCs. 

 

Por otra parte, el receptor de glucocorticoides (GR), es un factor de transcripción 
dependiente de glucocorticoides ampliamente distribuido a través del cerebro y los 
tejidos periféricos, que media los efectos fisiológicos de los glucocorticoides (Heitzer y 
cols., 2007; Smoak & Cidlowski, 2004). El GR posee tres dominios funcionales principales: 
el dominio N-terminal (NTD), el dominio de unión al DNA central (DBD) y el dominio de 
unión al ligando C-terminal (LBD). El DBD consta de dos finger zinc importantes para la 
dimerización del GR, la translocación nuclear y la unión de DNA (Smith y cols., 1993). En 
ausencia de ligando, el GR se encuentra predominantemente en el citoplasma en 
complejo con proteínas chaperonas y co-chaperonas, entre ellas, la proteína de choque 
térmico 90 (HSP-90), la proteína de choque térmico 70 (HSP-70), una co-chaperona de 23 
kDa (p23) e inmunofilinas (IMM) (Kirschke y cols., 2014; Vandevyver y cols., 2012). FKBP52 
y FKBP51 son inmunofilinas asociadas al GR, capaces de formar complejos con  otros 
factores. Estas dos IMM tienen un 75% de similitud ( Cox y cols., 2007 ), y se unen al 
mismo sitio aceptor en HSP-90 ( Silverstein y cols., 1999; Galigniana y cols., 2010). Sin 
embargo, sus funciones difieren drásticamente. Aunque FKBP52 es considerado como un 
regulador positivo de la actividad del GR, FKBP51 es un regulador negativo. Por 
consiguiente, su sobreexpresión impide la regulación positiva por FKBP52 debido a la 
competencia de FKBP51 con el mismo sitio de unión en HSP-90 (Galigniana y cols., 
2012). Se ha descrito además, que el complejo GR-FKBP51 se une con menor afinidad a los 
GCs y la translocación nuclear del receptor se ve afectada (Wochnik y cols., 2005), por lo 
tanto, puede actuar como un regulador de retroalimentación negativa en las acciones de 
los GCs. Es importante destacar además,  que los glucocorticoides autorregulan sus 
propios efectos induciendo la expresión de FKBP51 (Vermeer y cols., 2003). Es más,  se ha 
descrito que en tejido adiposo subcutáneo y omental, obtenido de donantes no 
diabéticos, el RCB1 y FKBP51 fueron los genes con mayor incremento de expresión 
después de la incubación con dexametasona. También se muestra que la expresión génica 
de FKBP5 en el tejido adiposo subcutáneo se correlaciona con marcadores de resistencia a 
la insulina in vivo, es decir, insulina y HOMA-IR (Lundgren y cols., 2007). En resumen, estos 
datos dan evidencia que la regulación positiva de FKBP5 causada por los GCs puede tener 
implicaciones negativas o positivas en las acciones de los glucocorticoides.  

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heitzer%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18049904
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kirschke%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24949977
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&ie=UTF8&prev=_t&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1471-4159.2012.07775.x/full&usg=ALkJrhhsqytahatd8m1ewDkl1LMHrwA41g#b24
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&ie=UTF8&prev=_t&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1471-4159.2012.07775.x/full&usg=ALkJrhhsqytahatd8m1ewDkl1LMHrwA41g#b126
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&ie=UTF8&prev=_t&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1471-4159.2012.07775.x/full&usg=ALkJrhhsqytahatd8m1ewDkl1LMHrwA41g#b54
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=es&ie=UTF8&prev=_t&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&tl=es&u=http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1471-4159.2012.07775.x/full&usg=ALkJrhhsqytahatd8m1ewDkl1LMHrwA41g#b141
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En base a estos antecedentes, donde se evidencia el papel del RCB1 en los efectos 
de los Gcs, sumado  a la función de estos en la inducción de atrofia y resistencia a insulina 
en músculo esquelético, se postula una nueva pregunta de investigación: ¿serán los 
efectos de los GCs en atrofia y resistencia a la insulina en el musculo, mediados por el 
RCB1?. Este estudio tiene como objetivo determinar la función del SEC en la respuesta a 
GCs en la línea celular de músculo esquelético de ratón C2C12. Los resultados de este 
estudio proporcionaran una nueva visión conceptual de cómo los ECs actúan en el 
musculo esquelético, generando nuevas preguntas de interés en el ámbito fisiológico y 
terapéutico.  
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Hipótesis 
 
La activación del RCB1 regula la expresión de genes atróficos y la disminución de la 
respuesta a insulina, inducida por glucocorticoides, en la línea celular de músculo 
esquelético de ratón C2C12. 
 
Objetivo general  
 
Determinar la función del SEC en la respuesta a glucocorticoides en la línea celular de 
músculo esquelético de ratón C2C12. 
 
Objetivos específicos   
 
1) Determinar si la DEX regula la expresión del RCB1 en musculo esquelético. 
2) Determinar si la AEA regula la expresión de genes atróficos inducidos por 

glucocorticoides. 
3) Determinar si la AEA regula los efectos de los glucocorticoides sobre la fosforilación de 

Akt dependiente de insulina. 
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Metodología  
 
Diseño de la investigación  
Se realizó un estudio experimental in vitro, utilizando la línea celular C2C12 wild type, que 
corresponde a células de músculo esquelético de ratón. Los experimentos fueron 
realizados al menos en cuatro repeticiones independientes por condición experimental.  
 
Definición de la muestra 
 
La línea celular C2C12, de músculo esquelético de ratón, en cultivo forma miotubos 
multinucleados y fibras estriadas (Yaffe & Saxel., 1977). Las células fueron cultivadas en 
medio de cultivo DMEM, más 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de antibióticos, y 
mantenidas a 37°C con una atmosfera humedecida de 5% de CO2 y 95% de aire. Para la 
diferenciación de las células a miotubos, estas fueron cultivadas con DMEM, más 1% de 
suero fetal bovino (FBS) y 1% de antibióticos y fueron mantenidas en las mismas 
condiciones.  
 
Diseño experimental 
Objetivo n°1. Determinar si la DEX regula la expresión del RCB1 en músculo esquelético. 
Para este objetivo, se estimularon  células C2C12 con 1 µM de DEX por 6, 18 Y 24 h. 
Posteriormente, se determinó  la expresión del RCB1 y los niveles de proteína mediante 
qRT-PCR y western blot, respectivamente. Además, se analizó la expresión del RCB1 
mediante qRT-PCR en musculo gastrocnemio de ratón, para ello se utilizaron 
ratones  C57BL/6 provenientes del Instituto de Salud pública de Santiago. Al destete, 
fueron trasladados al bioterio del INTA,  y se les dio una semana de aclimatación, 
posteriormente recibieron dieta normal durante 12 semanas. Para evaluar la respuesta a 
glucocorticoides se les administró una inyección intraperitonial de dexametasona (2 
mg/kg) y PBS al grupo control. Después de 8 horas los animales fueron sacrificados con 
isofluorano, y se les extrajo el musculo gastrocnemio. Todos los experimentos  de esta 
propuesta fueron aprobados por el Animal Care y el comité de bioética de la Universidad 
de Chile conformado por la guía del cuidado y el uso de animales de laboratorio publicado 
por Nacional Insitutes of Health (NIH Publicado No. 85-23,1996). 
 
Por otra parte, se determinó si el efecto que tiene dexametasona sobre la expresión del 
RCB1 es dependiente del GR. Para esto, las células fueron estimuladas con 1 µM de DEX 
por 24 h y con una concentración 10 µM del antagonista del receptor de GC RU486, y se 
midieron los niveles proteícos del RCB1 mediante western blot. 
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Objetivo n°2. Determinar si AEA regula la expresión de genes atróficos inducidos por 
glucocorticoides. En primer lugar se determinó si la AEA, modifica la expresión del 
mensajero para los marcadores de atrofia muscular Atrogin-1 y Murf1. Para esto, las 
células C2C12 fueron estimuladas con AEA en tres diferentes concentraciones: 1 µM, 10 
µM y 100 µM por 24 h (Kim y cols., 2014), además se utilizó 1 µM de DEX (Cea y cols., 
2016) como control positivo y se midió la expresión de los genes Atrogin-1 y Murf1 
mediante qRT-PCR.  
 
Para evaluar el efecto de la activación del RCB1 en la inducción de genes atróficos por 
DEX, las células se sometieron a un estímulo de 12 h con 1 µM de DEX, luego se lavaron 
con PBS y fueron estimuladas con 1 µM de AEA por 8 horas (Figura 2) y se evaluó la 
expresión de Atrogin-1, Murf1, FKBP5 y RCB1 mediante qRT-PCR. Además, las células 
recibieron otros tres estímulos: etanol, 1 µM de DEX por 12 h y 1 µM de AEA por 8 h. 
 

 
 
 
 
 
Figura 2. Estimulación de células con DEX + AEA.  

  
Por otra parte, se determinaron los niveles de las formas fosforiladas y totales de la 
proteína ribosomal quinasa S6 (p70S6K) y proteína quinasa dependiente de monofosfato 
de adenosina (AMPK). Para esto, las células C2C12 se estimularon con 1 µM de AEA a 
diferentes tiempos (30 minutos, 1, 6, 18 y 24 h) para determinar p70S6k y 1 µM de AEA 
por 1, 3, 6, 15, 18 y 24 h para determinar los niveles de proteína de AMPK. Se evaluaron 
los niveles de proteína de p-p70S6k y p-AMPK mediante western blot. 
  
Objetivo n°3. Determinar si AEA regula los efectos de los glucocorticoides sobre la 
fosforilación de Akt dependiente de insulina. Para este objetivo las células C2C12 se 
estimularon con 1 µM de AEA por 6, 18 y 24 h, 30 minutos antes de remover el estímulo 
se agregó insulina al medio. Posteriormente, se determinaron los niveles de la forma 
fosforilada y total de la proteína Akt mediante western blot. Luego, para evaluar el efecto 
de la activación del RCB1 sobre la fosforilación de Akt por DEX, las células se sometieron a 
un estímulo de 12 h con 1 µM de DEX, luego se lavaron con PBS y fueron estimuladas con 
1 µM de AEA por 8 horas (Figura 3). Además, las células recibieron otros tres estímulos: 
etanol, 1 µM de DEX por 12 h y 1 µM de AEA por 8 h. Luego, 30 minutos antes de remover 
el estímulo se agregó insulina al medio. Posteriormente, se evaluaron los niveles de la 
forma fosforilada y total de la proteína Akt mediante western blot.  
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Figura 3. Estimulación de células con DEX + AEA + Insulina 

Definición de variables  

Variables independientes: 
- Anandamida (AEA) 
- Dexametasona 
- RU486   
 

Variables dependientes: 
 

 

                                                                                                                                         

 

Variable Tipo de variable Métodos 

Atrogin-1 
Dependiente, 

cuantitativa, continua 
RT- PCR 

Murf1 
Dependiente, 

cuantitativa, continua 
RT-PCR 

FKBP5 
Dependiente, 

cuantitativa, continua 
RT-PCR 

RCB1 
Dependiente, 

cuantitativa, continua 
RT-PCR, 

Western Blot 

p-Akt 
Dependiente, 

cuantitativa, continua 
Western Blot 

p-AMPK 
Dependiente, 

cuantitativa, continua 
Western Blot 

p-P70S6K 
Dependiente, 

cuantitativa, continua 
Western Blot 
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Procedimientos 

Cultivo celular  

Células de mioblastos C2C12 se sembraron a una densidad de 1,2x106 células por pocillo 
en placas de 60mm y se incubaron, en medio Dulbecco modificado (DMEM) que contiene 
4,5 g/L de D-glucosa, 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1 % de penicilina-estreptomicina, a 
37°C y 5% CO2. Después que las células alcancen el 70% de confluencia, el medio se 
cambió a un medio de diferenciación celular (DMEM suplementado con 2% de suero de 
caballo y 1% de penicilina-estreptomicina) durante 2 a 6 días. El medio de diferenciación 
se cambió cada dos días para permitir que el 90% de las células forme miotubos (3-5 días 
más tarde) antes de comenzar los tratamientos adicionales. 
 
RT-PCR:  

- Extracción del RNA: 
Se sembraron las células C2C12 en una placa de 100 mm,  y se dejaron crecer hasta 
una alta afluencia. Las células fueron lavadas 3 veces con PBS 1x se lisaron 
utilizando 1 ml de TRIzol®, se recuperaron en tubos Eppendorf y se incubaron en 
hielo durante 5 minutos. Luego, se agregaron 200 μL de cloroformo y se agitaron 
vigorosamente, se incubaron en hielo durante 5-10 minutos y posteriormente se 
centrifugaron a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C.  
Se recuperó el sobrenadante y se agregó 500 μL de isopropanol, se incubaron en 
hielo durante 10 minutos y se centrifugaron 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C, 
luego se eliminó el sobrenadante. El pellet se lavó con etanol 75 % y se agito con 
vortex antes de centrifugar a 12000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se secó el pellet 
al aire, se disolvió  en 50 μL de agua libre de RNAasa y se incubo por 10 minutos a 
60°C en la placa calefactora. Finalmente se cuantificó la cantidad de RNA presente 
en las muestras con el espectrofotómetro Bioware UV/Visible. Para esto, se agregó 
en la cubeta 198 μL de H2O de agua DEPC y 2 μL de muestra. Finalmente, se 
descartaron las muestras con índice A260/280 inferior a 1,5 o superior a 2 y las con 
una concentración menor a 100 ng/µL.  

 
- PCR Transcriptasa Reversa (RT- PCR): 

Para la formación de cDNA se utilizó SuperScript® III First-Strand Synthesis System 
for RT-PCR de Life Technologies, referencia 18080-051. Primeramente, se tomó 1 
μg de RNA, 1 μL de partidores, 50 μM de oligo(dT)20, 1 μL de mix de dNTP 10 mM, 
se agregó agua DEPC hasta completar 10 μL y se incubo a 65°C por 5 minutos en un 
tubo eppendorf autoclavado y libre de RNAsas. Luego se incubo en hielo durante 1 
minuto y se añadió 10 μL de mix de síntesis de cDNA (2 μL Buffer 10X RT, 4 μL 
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MgCl2 25 mM, 2 μL DTT 0,1 M, 1 μL RNAsaOUTTM y 1μL SuperScript® III RT 
(200U/μL), se centrifugo brevemente y se incubo durante 50 minutos a 50°C. 
Luego se incubo a 85°C por 5 minutos, se enfriará en hielo, se añadirá 1 μL de 
RNAsa H (2 U/μL) y se incubo por 20 minutos a 37°C. El cDNA formado se guardó a 
– 20°C.  

 
- PCR Cuantitativo (PCR en Tiempo Real): 

Para la amplificación se mezcló (volumen total 10 μL): 1 μL Master Mix Kapa SYBR® 
2X (Biosystems, USA, KK4602), 3μL de Agua destilada ultra pura (Gilbco® By Life 
TechnologiesTM, 10977-015), 0,5 μL de partidor forward, 0,5 μL de partidor 
reverse (Tabla 1) y 1 μL de cDNA. El DNA total se utilizó en concentraciones de 1 
ng/μL.  
Para la amplificación, se utilizó el siguiente ciclo; 1 ciclo de 95°C de 5 minutos, 40 
ciclos de 15 segundos a 95°C, 45 segundos a 60°C por 1 minuto, usando los primers 
y probe (Du J y cols., 2013c). 
Los espectros de fluorescencia se controlaron mediante ECOillumina® Real-Time 
PCR System (Roche Diagnostics, Suiza). La fluorescencia limitante (Ct), se calculó 
mediante el software LinRegPCR Versión 11.0 (Amsterdam, Netherlands) y se 
utilizó el método 2-ΔΔCt para obtener los niveles relativos de expresión de cada 
muestra. 
 

Wester blot o Inmunoblot: 
 

- Extracción y cuantificación de proteína: 
Las células C2C12, se sembraron en placas de 35 mm y se colocaron en hielo y se 
lavaron 3 veces con PBS 1x frío. A continuación, se rasparon las placas con 50 μL de 
buffer de lisis NP40 con inhibidores de proteasas y fosfatasas y se transfirió a un 
tubo eppendorf. Se centrifugo a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C, el pellet se 
descartó y el sobrenadante se recuperó en un tubo Eppendorf, este se utilizó para 
la cuantificación de proteínas. Luego, se agregó 15 μL de buffer de carga 4X, se 
incubo por 10 minutos a 100°C y se almaceno a -20°C para su posterior uso. 

 
- Cuantificación de proteínas: 

Se utilizó el método Bradford (Bradford M., 1976). En una placa de 96 pocillos se 
agregó 145 μL de Reactivo Bradford, 4 μL de agua destilada y 1μL de muestra; para 
el blanco se agregó en vez de la muestra, 1 μL de buffer de lisis. Se leyó la 
absorbancia a 600 nm.  
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- Western Blot o Inmunoblot: 
Los lisados de proteína de cada grupo en estudio se separaron por electroforesis 
en geles de poliacrilamida SDS-PAGE 5% de gel concentrador y 10% de gel 
separador y posteriormente se efectuó la migración de las proteínas con una 
cámara Bio Rad Mini-Vertical PAGE/Blotting System California, EE.UU. Los 
anticuerpos primarios policlonales que se utilizaron son; p-Akt (1:1000), Akt total 
(1:1000), p-70S6K (1:1000), P70S6K total (1:1000), p-AMPK (1:1000), AMPK total 
(1:1000) y GAPDH (1:5000), mientras como anticuerpo secundario se utilizará anti-
rabbit (1:5000) y Anti-mouse (1:5000). Ambos anticuerpos se prepararon en TBS-T. 

 
Antes que todo, se preparó un gel separador, se dejaron a temperatura ambiente 
hasta que gelificaron (15-30 minutos). A continuación, se preparó el gel 
concentrador, se colocó la peineta de acuerdo el número de muestras y se dejó a 
temperatura ambiente hasta que gelificara. Luego, se pusieron los vidrios en la 
cámara de Western Blot Bio-Rad®, se llenó con buffer de corrida y se retiró la 
peineta. Se cargaron las muestras, de acuerdo a la cuantificación de proteínas, y el 
estándar de peso molecular para proteínas, se conectó la cámara a la fuente de 
poder y se corrio la electroforesis a 80v, constante en tiempo.  
Para la electrotransferencia, se utilizó una membrana de PVDF que se pre-incubo 
en metanol por 10 minutos, luego se comenzó la electrotransferencia a amperaje 
constante de 400mA por 90 minutos. Se mantuvo la membrana en buffer TBS-T al 
final de la electrotransferencia.  
Luego se tiño con rojo ponceau (10 g de rojo ponceau, 150 g de ácido 
tricloroacético, 150 g de sulfosalicílico y 500 mL con agua destilada) durante 1 
minuto, se eliminó el rojo ponceau y se lavó reiteradamente la membrana con TBS-
T. A continuación, se incubo la membrana con la solución de bloqueo por 1 hora a 
temperatura ambiente. Se eliminó la solución de bloqueo, se incubo toda la noche 
a 4°C con el anticuerpo primario y se lavó 3 veces por 5 minutos con TBS-T. Luego, 
se incubo con el anticuerpo secundario por 1 hora a temperatura ambiente y se 
lavó 3 veces con TBS-T por 5 minutos.  
Para el revelado, la membrana se expuso a soluciones quimioluminiscente EZ-ECL, 
las bandas se obtuvieron por medio del C-DiGitBlot Scanner y se cuantificó por 
medio del software Image Studio versión 3.1. 
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Análisis estadístico 
Se realizaron entre 4-6 experimentos independientes y se realizó un análisis estadístico 
por ANOVA one-way y t-student, seguido de un test post-hoc, según corresponda. Todos 
los datos son presentados como media ± la desviación estándar en tablas y gráficos. Se 
determinó la significancia estadística con p<0.05. Se utilizó el software GraphPad Prism 6. 
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Resultados 

La figura 4 muestra la cantidad relativa del mRNA determinado por qRT-PCR del RCB1. Se 
puede observar una diferencia significativa (p<0,05) a las 6, 18 y 24 h de tratamiento con 
dexametasona 1 µM. Posteriormente, se analizaron los niveles proteicos del RCB1 
mediante la técnica de Western Blot, utilizando muestras sometidas a los mismos tiempos 
mencionados anteriormente, con el fin de evaluar si el aumento en los niveles de mRNA 
encontrados se asocian con un aumento en los niveles de proteína del receptor. La figura 
5 muestra los niveles proteicos del RCB1, al igual que en el grafico anterior se observa un 
aumento significativo (p<0,05) a las 6, 18 y 24 h con el tratamiento de dexametasona 1 
µM, con respecto al control.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Análisis por qRT-PCR del efecto de 
dexametasona sobre la expresión del RCB1 en células 
de musculo esquelético de ratón C2C12. Los niveles de 
expresión del RCB1 estimuladas con 1 µM de 
dexametasona por 6, 18 y 24 horas fueron 
determinados por qRT-PCR. Los valores se presentan 
como Media + SEM. Análisis estadístico One way 
ANOVA seguido de post test de Dunnett’s. *p<0,05 v/s 
control. n: 4 
 

RCB1 

GAPDH 

60 kDa 

37 kDa 

                
    Co          6H         18H      24H            

Figura 5: Análisis por Western Blot del  efecto de 
dexametasona sobre la abundancia del receptor de 
endocanabinoides CB1. Células  de musculo 
esquelético de ratón C2C12 fueron estimuladas con 
1uM de dexametasona por 6, 18 y 24 horas Los 
valores se presentan como Media + SEM. Análisis 
estadístico One way ANOVA seguido de post test de 
Dunnett’s. *p<0,05 v/s control. Para el análisis de 
los western blot se util iza GAPDH como control de 
carga. n: 4 
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A continuación, se determinó la expresión del mensajero para el RCB1 en muestras de 
músculo gastrocnemio de ratón. Los ratones recibieron una dieta normal durante 3 
meses, luego, 8 h antes del sacrifico, a la mitad del grupo se les administro una inyección 
intraperitonial de dexametasona (2 mg/kg) y al otro grupo PBS.  La figura 6  muestra la 
cantidad relativa del mRNA determinado por qRT-PCR del RCB1 en el musculo 
gastrocnemio de raton. Se observa que los ratones tratados con un pulso de 
dexametasona tienen significativamente mayor expresion del RCB1 (p<0,05) que aquellos 
ratones no tratados. Por otra parte, se quiso determinar si el efecto que tiene 
dexametasona sobre el RCB1 es dependiente o no del GR. Entonces, para este 
experimento las celulas fueron estimuladas con dexametasona (DEX) 1 µM por 24 h y con 
una concentración 10 µM de RU486, y se midieron los niveles de proteína del RCB1. La 
figura 7 muestra los niveles proteicos del RCB1. Se puede apreciar que existe una 
diferencia significativa (p<0,05)  al estimular con DEX con respecto al control, también se 
puede observar que los niveles del RCB1 en DEX+RU486 son significativamente (p<0,05) 
menores al compararlos con el tratamiento de DEX. 
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Figura 6: Análisis por qRT-PCR del efecto de 
dexametasona sobre la expresión del receptor 
de endocanabinoides CB1 en musculo 
gastrocnemio de ratón. Los valores se 
presentan como Media + SEM. Análisis 
estadístico t tests. *p<0,05 v/s PBS. n: 4 

 

 

Figura 7: Análisis por Western Blot del efecto 
del antagonista del GR (RU) sobre la expresión 
del RCB1 en células de musculo esquelético de 
ratón C2C12. Los valores se presentan como 
Media + SEM. Análisis estadístico One way 
ANOVA seguido de post test de Bonferroni´s. 
*p<0,05 v/s Co; #p<0,05 v/s DEX. n: 4 
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Para el siguiente objetivo, en primer lugar se determinó si la activación del RCB1 modifica 
la expresión del mensajero para los marcadores de atrofia muscular Atrogin-1 y Murf1. Las 
Figuras 8a y 8b muestran los niveles de mRNA de Atrogin-1 y Murf1 determinados por 
qRT-PCR al ser estimulados con las distintas concentraciones de AEA por 24 h. El resultado 
de este experimento no muestra diferencias significativas con respecto al vehículo para 
ninguno de los genes (Atrogin-1 y Murf1), por lo tanto, y tomando en consideración los 
resultados anteriores donde DEX aumenta la expresión del RCB1, se decidió estimular las 
células con DEX por 12 h (para aumentar la expresión del receptor) y luego estimular con 
AEA por 8 h, y de esta manera determinar nuevamente la expresión del mensajero para 
los marcadores de atrofia muscular Atrogin-1, Murf1. Para esto, las células recibieron 3 
distintos estímulos: DEX 1 µM por 12 h, AEA 1 µM por 8 h y por último DEX 1 µM por 12 h 
más AEA 1 µM por 8 h, con sus respectivos controles.  La figura 9a muestra la cantidad 
relativa de mRNA determinado por qRT-PCR de Atrogin-1. Como se esperaba, las celulas al 
ser tratadas con DEX 1 µM por 12 h muestran un aumento significativo (p<0,05) de la 
expresión de Atrogin-1 con respecto al control, sin embargo, cuando las células fueron 
estimuladas con DEX 1 µM por 12 h y luego reciben un estímulo con AEA 1 µM por 8 h, 
este efecto en la expresión de Atrogin-1 se ve disminuido. La figura 9b muestra resultados 
similares en la expresión de Murf1, sin embargo estos sólo muestran una tendencia. 

A                                                                                          B 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Análisis por qRT-PCR del efecto de la concentración de AEA sobre la expresión de genes atróficos 
en células de musculo esquelético de ratón C2C12. Los valores se presentan como Media + SEM. Análisis 
estadístico One way ANOVA seguido de post test de Dunnett’s. (A) Expresión relativa de mRNA Atrogin-1. (B) 
Expresión relativa de mRNA Murf1. *p<0,05 v/s Vehículo. n: 8 
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Figura 9: Análisis por qRT-PCR del efecto de AEA  y dexametasona sobre la expresión de genes atróficos en 
células de musculo esquelético de ratón C2C12. Los valores se presentan como Media + SEM. Análisis 
estadístico One way ANOVA seguido de post test de Dunnett’s. (A) Expresión relativa de mRNA Atrogin-1. (B) 
Expresión relativa de mRNA Murf1. *p<0,05 v/s Vehículo. n: 6 

A continuación, quisimos evaluar si otros genes de respuesta a GCs también eran 
modificados por la estimulación con AEA. Se determinó la expresión del mensajero de 
FKBP5, la cual es una proteína co-chaperona del GR y su expresión está regulada por GCs, 
además FKBP5 ha sido  relacionada con resistencia a la insulina. La figura 10a muestra la 
expresión relativa del mRNA de FKBP5. La estimulación con DEX 1 µM induce un aumento 
en la expresión del mRNA de FKBP5. Sin embargo, cuando esta en presencia de AEA la 
expresión se incrementa significativamente en mas del doble. AEA  no produce un 
aumento en la expresión de FKBP5. Este resultado podría explicar de cierta forma porque 
AEA estaría disminuyendo la expresión de los genes atróficos inducidos por DEX.  
Posteriormente, se determinó la expresión del RCB1 con las mismas muestras antes 
mencionadas. La figura 10b muestra la cantidad relativa del mRNA determinado por qRT-
PCR del RCB1. Las celulas al ser tratadas con DEX 1 µM por 12 h muestran un aumento 
significativo (p<0,05) de la expresión del RCB1 con respecto al control, posteriormente, al 
estimular las celulas con DEX 1 µM por 12 h seguido del estimulo con AEA 1 µM por 8 h, se 
observa una diferencia significativa (p<0,05) en la expresión del RCB1 con respecto al 
control, pero solo se ve una tendencia al aumento de expresión. No se observan 
diferencias significativas con AEA 1 µM por 8 h con respecto al control. 
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Figura 10: Análisis por qRT-PCR del efecto de AEA  y dexametasona sobre la expresión de FkBP5 y RCB1 en 
células de musculo esquelético de ratón C2C12. Las células recibieron 3 distintos estímulos: DEX 1 µM por 12 
h, AEA 1 µM por 8 h y por último DEX 1 µM por 12 h más AEA 1 µM por 8 h, con sus respectivos controles. 
Los valores se presentan como Media + SEM. Análisis estadístico One way ANOVA seguido de post test de 
Bonferroni´s. y Dunnett’s (A) Expresión relativa de mRNA FkBP5. (B) Expresión relativa de mRNA RCB1. 
*p<0,05 v/s Vehículo; #p<0,05 v/s DEX. n: 6 

 

Debido a que los resultados muestran que el tratamiento con AEA no aumenta la 
expresión de genes atróficos, y que además ejerce cierto efecto protector frente a los 
estímulos de atrofia ejercidos por dexametasona, se quiso determinar si este 
endocanabinoide podría  activar alguna vía anabólica, lo que podría explicar también este 
fenómeno. Para ello, se determinaron los niveles de las formas fosforiladas y totales de la 
proteína ribosomal quinasa S6 (p70S6K) y la proteína quinasa dependiente de 
monofosfato de adenosina (AMPK) para determinar si además AEA está apagando esta vía 
catabólica. Para esto, las células se estimularon con AEA 1 µM a diferentes tiempos (30 
minutos, 1, 6, 18 y 24 h) para determinar p70S6k y AEA 1 µM por 1, 3, 6, 15, 18 y 24 h para 
determinar los niveles de proteína de AMPK. En la Figura 11 se observa, que los niveles 
proteicos de p-p70s6k llegan a un máximo a las 6 h, siendo este valor significativo (p<0,05) 
con respecto al vehículo, para luego disminuir hasta las 24 h.  Los niveles proteicos de p-
AMPK (Figura 12) van disminuyendo paulatinamente en el tiempo. A partir de las 6 h se 
observan diferencias significativas (p<0,05) con respecto al vehículo. 
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Figura 11: Análisis por Western Blot del efecto de AEA sobre la fosforilación de p70S6K. Células  de musculo 
esquelético de ratón C2C12 fueron estimuladas con 1 µM de AEA por 0.5, 1, 6, 18 y 24 h. Los valores se 
presentan como Media + SEM. Análisis estadístico One way ANOVA seguido de post test de Dunnett’s. 
*p<0,05 v/s Vehículo. n: 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Análisis por Western Blot del Efecto de AEA sobre la fosforilación de AMPK. Células de musculo 
esquelético de ratón C2C12 fueron estimuladas con 1 µM de AEA por 1, 3, 6, 15, 18, y 24 h. Los valores se 
presentan como Media + SEM. Análisis estadístico One way ANOVA seguido de post test de Dunnett’s. 
*p<0,05 v/s Vehículo. n: 4 
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Considerando que AEA aumenta la expresión del gen FKBP5 y regula la actividad de vías 
relacionadas con procesos anabólicos y catabólicos. Se quiso determinar si AEA afecta la 
respuesta a insulina, mediante la determinación de la fosforilación de Akt en respuesta a 
insulina. La figura 13 muestra los niveles proteicos de p-Akt determinados por western 
blot, se observa que los niveles relativos de la proteína p-Akt disminuyen paulatinamente 
en el tiempo hasta las 24 h, observándose a las 6 h diferencias significativas (p<0,05) con 
respecto al control y al estímulo de 24 h. Además, para evaluar el efecto en conjunto de 
dexametasona y anandamida sobre la fosforilación de Akt, las células recibieron 3 
distintos estímulos  DEX 1 µM por 12 h, AEA 1 µM por 8 h y por último DEX 1 µM por 12 h 
seguido de AEA 1 µM por 8 h, media hora antes de quitar el estímulo se agregó insulina al 
medio. La figura 14 muestra  los niveles proteicos de p-Akt determinados por western 
blot, se puede observar que al estimular con DEX+AEA la fosforilación de Akt disminuye 
con respecto al tratamiento solo con dexametasona, lo que indica una acción concentrada 
de ambas moléculas sobre la fosforilación de Akt estimulada por insulina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Análisis por Western Blot del efecto de AEA sobre la fosforilación de Akt estimulada por insulina. 
Células de musculo esquelético de ratón C2C12 fueron estimuladas con 1 µM de AEA por 6, 18 y 24 h. Los 
valores se presentan como Media + SEM. Análisis estadístico One way ANOVA seguido de post test de 
Bonberroni´s. *p<0,05 v/s control; #p<0,05 v/s 24 h.n: 4 
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Figura 14: Análisis por Western Blot del efecto de dexametasona y anandamida sobre la fosforilación de Akt. 
Células  de musculo esquelético de ratón C2C12 fueron estimuladas con: Etoh, INS 0.5 h, DEX 12 h, DEX 12 h 
más insulina, AEA 8 horas, AEA horas más insulina, DEX+AEA y por ultimo DEX 12 horas más AEA 8 h más 
insulina. Los valores se presentan como Media + SEM Análisis estadístico One way ANOVA seguido de post 
test de Bonberroni´s. *p<0,05 v/s control; #p<0,05 v/s INS. n: 4 
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Discusión   

La secreción de GCs por la corteza suprarrenal es el punto final de la respuesta bioquímica 
iniciadas por la exposición a estímulos estresantes o aversivos. En el corto plazo, los GCs 
pueden generar respuestas beneficiosas y necesarias para mantener la regulación 
homeostática de los procesos metabólicos dentro del organismo. Sin embargo, la 
hipersecreción crónica de los GCs se asocia con varios efectos adversos como obesidad 
central, atrofia muscular, hiperglucemia, hígado graso, hipertensión, colesterol elevado, 
inmunodeficiencia y resistencia a la insulina (Shibli-Rahhal y cols., 2006a). Además, se ha 
demostrado claramente que los GCs pueden movilizar el SEC, que es esencial para muchos 
de los efectos de los GCs, incluyendo la regulación negativa del eje hipotálamo-hipófisis-
adrenal, la supresión del comportamiento sexual y las alteraciones en la consolidación de 
la memoria (Hill & McEwen., 2010a; Campolongo y cols., 2009a; Coddington y cols., 
2007a; Evanson y cols., 2010a). Estas observaciones nos llevaron a la investigación del 
vínculo entre los GCs y el SEC en el musculo esquelético.  
 
En este trabajo hemos encontrado una asociación significativa entre la exposición a DEX y 
el aumento en la expresión del RCB1 en células de musculo esquelético de ratón C2C12. 
Interesantemente, un estudio reciente ha demostrado que el tratamiento por 24 horas 
con  DEX en adipocitos aumenta significativamente la expresión del RCB1 (Pereira y cols., 
2014), además, un estudio realizado por Wang y cols., ha sugerido que los GCs aumentan 
la densidad del RCB1 en la médula espinal (Wang et al., 2007). Por otra parte, un estudio 
realizado en ratas muestra que el tratamiento con GCs por 21 días, pero no agudo (24 h), 
da como resultado una reducción significativa en la expresión de la proteína del RCB1 en 
el hipocampo. Sin embargo, debe observarse que la regulación de los GCs en la expresión 
del RCB1 es tipo celular específica en todo el SNC; se ha demostrado que el mismo 
régimen de GCs empleado en este estudio no afecta a la densidad del RCB1 en la amígdala 
(Hill y cols., 2005). Esto indica que un periodo corto de GCs elevados da como resultado un 
aumento de la señalización de ECs  mientras que un período más largo de GCs elevados 
conduce a una reducción de la señalización  de ECs (en hipocampo) mediante una 
reducción en el número de RCB1 disponibles. Estos datos sugieren que los GCs regulan la 
expresión del RCB1 a nivel central y también en tejidos periféricos como en músculo 
esquelético, tal como lo hemos demostrado en el presente estudio.  
 
El GR, pertenece a la superfamilia de receptores nucleares de factores de transcripción 
activado por ligando (Ortlund y cols., 2007; Thornton y cols., 2001). Al unirse el GC en el 
citoplasma, el GR transloca al núcleo, y modula positivamente o negativamente la 
transcripción de distintos conjuntos de genes a través de múltiples mecanismos; Por 
ejemplo, uniéndose directamente a secuencias de  DNA específicas (GRE, elementos de 
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respuesta a glucocorticoides) y a través de interacciones directas proteína - proteína con 
otros factores de transcripción y/o correguladores (Rogatsky y cols., 2003; Luecke y cols., 
2005). En el presente estudio hemos demostrado que el dímero GR-GC activa la expresión 
génica del RCB1 uniéndose a secuencias de DNA específicas en las regiones promotoras de 
este gen, debido a que al utilizar mifepristona (o RU-486) un inhibidor no específico  del 
GR, no existe un aumento en los niveles de proteína del RCB1. En conjunto estos datos 
dan evidencia que el RCB1 podría ser un elemento de respuesta a GCs, y que los efectos 
de estos en el musculo podrían estar mediados por el RCB1.   
 
Diversos estudios han demostrado que los GCs causan atrofia del musculo esquelético, 
(Dekhuijzen y cols., 1995; Fournier y cols., 2003; Goldberg y cols., 1980; Lofberg y cols., 
2002; Tomas y cols., 1979) sin embargo, ningún estudio ha relacionado si existe alguna 
conexión entre la atrofia producida por los GC y el SEC. La atrofia muscular se produce 
como resultado de cambios en el equilibrio entre los procesos anabólicos y catabólicos, 
con el resultado de pérdida de masa muscular cuando el catabolismo proteico supera la 
síntesis de proteínas. El aumento de la proteólisis se produce en una variedad de 
condiciones de pérdida de músculo, incluyendo sepsis, cáncer, quemaduras, diabetes y 
ayuno, y la vía principal responsable del aumento de la proteólisis muscular bajo estas 
condiciones catabólicas es la vía ubiquitin-proteasoma dependiente de ATP (Mitch y cols., 
1994; Price y cols., 1996; Wing y cols., 1993). El Muscle RING-finger protein-1 (MuRF1) y el 
Muscle Atrophy f-box (MAFbx)/atrogin-1 fueron identificados hace más de 10 años como 
dos ubiquitina ligasas E3 musculo específicas que se incrementan transcripcionalmente en 
el músculo esquelético en condiciones de inducción de atrofia, haciéndolos excelentes 
marcadores de atrofia muscular (Bodine y cols., 2001; Gomes y cols., 2001). En el presente 
estudio se demostró que el endocanabinoide AEA no produce aumento en la expresión de 
los marcadores de atrofia muscular Atrogin-1 y MuRF1, lo que sugiere que no hay 
participación de RCB1 sobre estos dos marcadores de atrofia muscular.  Aunque el 
presente estudio sugiere que no hay participación del SEC en la atrofia muscular, AEA al 
contrario, podría tener un rol protector frente a la atrofia inducida por los GCs, al 
disminuir la expresión de  Atrogin-1 y MuRF1. Los mecanismos por los cuales los GCs 
inducen atrofia muscular son diversos, sin embargo, se ha reportado que el GR es esencial 
para el desarrollo de la atrofia muscular en respuesta a GC, tanto in vitro (Zhao y cols., 
2009) como in vivo (Watson y cols., 2012). Además, ratones GR-knockout músculo-
específicos son resistentes a la acción inductora de atrofia muscular producida por GC 
(Watson y cols., 2012a). Como se mencionó anteriormente, el GR es un factor de 
transcripción activado por ligando que transloca desde el citosol hasta el núcleo después 
de la unión al ligando. Este proceso de activación y translocación, y la posterior acción de 
GR sobre la transcripción de genes, está regulada por un complejo molecular de gran 
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tamaño (Pratt y cols., 2006). Esta maquinaria multiproteica se centra alrededor de 
chaperonas moleculares (moléculas que permiten el plegado adecuado de péptidos y 
proteínas) de la proteína de shock térmico 70 (hsp70) y la proteína de shock térmico 90 
(hsp90). Esta maquinaria basada en hsp90/hsp70 incluye una serie de co-chaperones las 
cuales son críticas para el plegado, maduración, tráfico correcto al núcleo y posterior 
unión al DNA receptor (Grad & Picard., 2007). Varias líneas de evidencia sugieren que la 
proteína de unión a FK506-51, una proteína de 51 kDa codificada por el gen FKBP5 (Nair y 
cols., 1997) es un importante regulador funcional del GR (Grad & Picard., 2007a; Pratt & 
Toft., 1997). FKBP5 es una cochaperona de la proteína de choque térmico 90 del receptor 
de esteroides, que regula la actividad del receptor de glucocorticoides (Vermeer y cols., 
2003a). La importancia de FKBP5 en la señalización del GR,  es que el complejo GR-FKBP5 
se une con menor afinidad a los GCs y la translocación nuclear del receptor es menos 
eficiente (Wochnik y cols., 2005a). Otra característica interesante de FKBP5 es que su 
expresión es inducida por esteroides, incluyendo GCs (Vermeer y cols., 2003b). Esto da 
evidencia que FKBP5  puede actuar como un regulador de retroalimentación negativa en 
las acciones de los GCs. En el presente estudio, se demostró que cuando las células tienen 
una estimulación con DEX seguido de una estimulación con AEA se aumenta 
significativamente la expresión el gen FKBP5, con respecto a DEX solo. Es probable que el 
efecto protector que ejerce AEA frente a la atrofia producida por los GCs, sea debido al 
aumento en la expresión del gen FKBP5, el cual a su vez provoca una menor afinidad entre 
el GR y su ligando disminuyendo de esta manera los efectos producidos en la atrofia 
muscular. Cabe recordar, que dexametasona estimula la expresión de RCB1 lo cual sugiere 
que la acción de AEA esta mediada por un mecanismo que involucra la activación de este 
receptor.  
 
Por otra parte, es conocido que en el músculo esquelético, los GCs no solo aumentan la 
tasa de catabolismo proteico sino que también disminuyen la tasa de síntesis de proteínas 
(Goldberg y cols., 1980a; Lofberg y cols., 2002a; Tomas y cols., 1979a) donde ambos 
procesos contribuyen a la atrofia. El efecto inhibitorio sobre la síntesis de proteínas 
resulta de diferentes mecanismos. En primer lugar, los GCs inhiben el transporte de 
aminoácidos en el músculo esquelético (Kostyo & Redmond., 1966) que podría limitar la 
síntesis de proteínas. En segundo lugar, los GCs inhiben la acción estimuladora de la 
insulina, sobre la fosforilación de la proteína de unión a eIF4E 1 (4E-BP1) y también 
desfosforila ciertos aminoácidos (Thr389 y Thr421/Ser424) que son claves para la 
activación de la proteína ribosómica S6 quinasa 1 (p70S6K), factores que Juegan un papel 
clave en la maquinaria de síntesis de proteínas  (Liu y cols., 2004, 2001; Shah y cols., 
2000a, b). El presente estudio muestra que el AEA posee un efecto contrario al de los GCs, 
en la fosforilación de p70S6K, aumentándola significativamente a las 6 h de tratamiento. 
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Nuestros resultados son concordantes con estudios donde muestran que la estimulación 
con THC aumenta la fosforilación de p70S6K en T421/S424 en el hipocampo, los cuales son 
críticos para su actividad enzimática. Por otra parte, se observó, que tanto la vía de 
señalización de mTOR como ERK participan en la fosforilación de p70S6K (T421/S424) 
estimulada por THC. (Puighermanal y cols., 2009). Otro estudio muestra, que en un 
modelo de atrofia inducido por dexametasona en miotubos L6, la activación de la vía ERK, 
previene los efectos deletéreos de DEX en la degradación de proteína al mostrar una 
disminución en la actividad de FoxO3a. Estos efectos se tradujeron en una menor 
actividad dependiente de ubiquitina y una reducción de los niveles de mRNA de Atrogin-1 
y MuRF1 (Salto y cols., 20014). Sobre la base de estos resultados, se sugiere que otro de 
los mecanismos por el cual AEA podría contrarrestar los efectos de DEX en los marcadores 
de atrofia muscular, es mediante la activación de la vía p70S6K teniendo un efecto 
contrario a DEX en esta proteína, el cual a su vez podría provocar una disminución de los 
niveles de mRNA de Atrogin-1 y MuRF1 y aumentar las tasas de traducción proteica  
(Meyuhas., 2008; Ferrari y cols., 1994).  
 
Dada la demostración de la participación de mTOR en los mecanismos previamente 
descritos, quisimos indagar en los efectos de alguna molécula moduladora de dicha 
proteína. En este sentido, es sabido que AMPK es una serina/treonina quinasa que 
controla la activación de mTOR y la síntesis de proteínas a través de varios mecanismos 
posibles. En primer lugar, AMPK fosforila TSC2 (complejo de esclerosis tuberosa 2) 
directamente para inhibir la función de mTOR (Gao y cols., 2002). En segundo lugar, AMPK 
también puede inhibir la actividad de mTOR directamente por fosforilación en Thr2446 
(Cheng y cols., 2004). En tercer lugar, AMPK fosforila e inhibe la actividad de eEF-2 (factor 
de elongación eucariótico 2) (Browne y cols., 2004). Y por último, AMPK fosforila raptor en 
mTORC1 (Gwinn y cols., 2008). Nuestros resultados muestran que AEA es capaz de apagar 
o disminuir la actividad de AMPK, lo que contribuiría en la reducción de los efectos 
catabólicos de dexametasona. Nuestros resultados que indican una disminución en la 
fosforilación de AMPK son concordantes con otros estudios realizados en hígado y tejido 
adiposo de ratón, donde THC disminuye la actividad de AMPK en estos tejidos, sin 
embargo, pareciera que el efecto de los canabinoides en la actividad de AMPK fuera tejido 
específica, ya que aumenta en hipotálamo y musculo cardiaco tras un estímulo con THC 
(Kola y cols., 2005). Por otra parte, estudios muestran que dexametasona aumenta la 
actividad de AMPK en miotubos diferenciados C2C12, dando como resultado la inducción 
del factor de transcripción FOXO3, que es reconocido como un regulador maestro de la 
atrofia muscular por su papel en la regulación de las dos ligasas E3 Atrogin-1 y MuRF1 (Liu 
y cols., 2016). Otro estudio realizado en miotubos L6, muestra que el tratamiento con 
dexametasona estimula la fosforilación de AMPK (Troncoso y cols., 2014). En conjunto 
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estos resultados dan cuenta del efecto contrario a DEX que posee AEA  en la activación de 
AMPK, lo que contribuiría al efecto protector de AEA frente a la atrofia producida por los 
GCs, disminuyendo la expresión de los marcadores de atrofia muscular Atrogin-1 y MuRF1. 

La relevancia positiva del SEC en el músculo esquelético está asociado a la protección de la 
atrofia muscular como lo hemos demostrado en este estudio, sin embargo, su aspecto 
negativo está relacionado a la patogénesis de los estados resistentes a la insulina (Scheen 
y cols., 2008; Matias y cols., 2007; Wierzbicki y cols., 2006). La resistencia a la insulina, 
está definida como una reducción en la capacidad de la insulina para estimular la actividad 
del transporte de glucosa, lo que conduce al desarrollo de prediabetes y diabetes tipo 2  
(Ferrannini., 1998). El músculo esquelético es el principal tejido implicado en la captación 
de glucosa dependiente insulina (baron y cols., 1988). La resistencia a la insulina en el 
músculo esquelético conduce a una reducida tolerancia a la glucosa e hiperinsulinemia 
compensatoria (Nistala y cols., 2006). El presente estudio muestra, que la exposición a 
AEA en células de musculo esquelético de ratón disminuye significativamente la 
fosforilación de Akt. La disminución de la señalización AKT se ha asociado con eventos que 
inhiben la señalización de insulina, así como la translocación del transportador de glucosa 
tipo 4 (GLUT4) y la captación de glucosa estimulada por insulina (Langin y cols., 2005; 
Bugianesi y cols., 2005). Nuestros resultados son similares a los encontrados por Lindborg 
y cols donde se determinó que el agonismo directo y selectivo del RCB1 con AEA, en el 
músculo sóleo de ratas Zucker, disminuye la actividad del transporte de glucosa basal y, en 
un grado más sustancial, la estimulada por insulina, donde además, muestra que es 
reversible con la adición de un antagonista del RCB1 (Lindborg y cols., 2010b). Otros 
estudios muestran, que la fosforilación de Akt se incrementó en presencia de un 
antagonista selectivo del RCB1 en cultivo primario de miocitos humanos (Eckardt y cols., 
2009a) y en miotubos L6 (Esposito y cols., 2008a). Los efectos agudos de la manipulación 
del RCB1 en la sensibilidad a la insulina y la captación de glucosa, también se investigó en 
músculo esquelético de ratón, donde el agonista del RCB1, HU210 redujo 
significativamente la captación de glucosa en el músculo esquelético y disminuyó 
significativamente las vías de señalización estimuladas con insulina. Este efecto se invirtió 
cuando se administró a los animales un antagonista del RCB1 (AM251) (Song y cols., 
2011). Por el contrario, otros estudios in vitro indicaron que la captación de glucosa se 
incrementa en adipocitos murinos 3T3-L1 y adipocitos humanos por agonismo del RCB1 
en lugar del antagonismo (Pagano y cols., 2007; Gasperi y cols., 2007). Las discrepancias 
podrían explicarse por diferentes efectos biológicos de los antagonistas/agonistas del 
RCB1 en los diferentes modelos celulares.  

Por otra parte, se ha demostrado que los glucocorticoides modulan la secreción 
pancreática de insulina, así como las respuestas hepáticas y extrahepáticas a la insulina 
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(McMahon y cols., 1988). Más recientemente, se ha informado que en el músculo 
esquelético, los GCs pueden bloquear la capacidad de la insulina para movilizar los 
transportadores intracelulares de glucosa a la membrana plasmática (Weinstein y cols., 
1998). También se ha reportado, que la administración a corto plazo de GCs puede inducir 
resistencia a la insulina (Perry y cols., 2003; Willi y cols., 2002; Schneiter y cols., 1998; 
Rooney y cols., 1993). Hasta la fecha, los mecanismos responsables de la resistencia a la 
insulina inducida por GCs no han sido claramente elucidados. Sin embargo, el presente 
estudio trata de dar luces del posible mecanismo inducido por GCs, donde se puede 
apreciar que el tratamiento en conjunto de DEX y luego AEA disminuye significativamente 
la fosforilación de Akt dependiente de insulina. Aunque no existen reportes donde se 
estudie el mecanismo en conjunto de DEX y AEA sobre la resistencia a la insulina en 
musculo esquelético, si existe un estudio donde se investiga la posible asociación entre 
dexametasona y un antagonista del RCB1 en la captación de glucosa. Los autores aquí 
reportan que el antagonista/agonista inverso específico AM281 del RCB1 no afectó el 
efecto inhibidor de dexametasona sobre la captación de glucosa in vitro (Sidibeh y cols., 
2017). Este efecto puede ser debido a que el antagonista AM281 fue agregado a la células 
las últimas 4 de 20 horas de estímulo con DEX, y no las primeras horas, lo que provocaría 
una inhibición parcial del RCB1.   
 
Lo que el presente estudio propone finalmente, es que los GCs podrían estar ejerciendo 
sus efectos de resistencia a la insulina a través del RCB1 o simplemente se potencia el 
efecto cuando están presentes estos dos componentes. Por último, como el músculo 
esquelético es uno de los principales contribuyentes a la euglucemia del cuerpo, las 
acciones en el antagonismo del RCB1 para mejorar la actividad del transporte de glucosa 
directamente en el músculo esquelético convierten a este sistema en un nuevo objetivo 
en el tratamiento de la resistencia a la insulina y la hiperglicemia. 
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Conclusiones. 

- Dexametasona aumenta la expresión del RCB1 en células de músculo esquelético 
de ratón, efecto que es dependiente del receptor de glucocorticoides.  
 

- AEA estimula la expresión del gen FKBP5, revirtiendo a través de este, el efecto de 
dexametasona sobre marcadores de atrofia muscular.  FKBP5 ejerce una acción 
inhibitoria en la unión de GR  a su ligando. 
 

- AEA contrarresta los efectos de dexametasona mediante la activación de la vía 
p70S6K, efecto contrario a dexametasona en esta proteína. 
 

- AEA disminuye la fosforilaciòn de AMPK, lo que también contribuiría al efecto 
protector de AEA frente a marcadores atróficos  estimulados por  dexametasona.  
 

- AEA disminuye la fosforilaciòn de Akt,  potenciando la acción de dexametasona 
sobre la resistencia a insulina en el musculo esquelético. 

Los resultados obtenidos en el presente estudio son el punto de partida para el 
desarrollo de estudios futuros  necesarios para entender los efectos e interrelación de 
GR, glucocorticoides y SEC en el músculo esquelético, y de esta manera estimular el 
desarrollo de nuevas posibilidades terapéuticas para el tratamiento de la atrofia 
muscular y la resistencia a insulina.     
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