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Biopsia de musculo esquelético: ¢alternativa diagndstica del dafio
cardiaco por adriamicina?

Dra. Miriam Strauss,* Dra. Rosa Maita,* Dr. Guillermo Anselmi*

RESUMEN

Introduccion. La respuesta celular miocéardica versus esquelética postestrés téxico por adriamicina, ha dado esperanzas de sustituir
la toma de muestra endomiocardica por la del masculo esquelético, como opcién menos invasiva. La similitud subcelular entre ambos
tejidos musculares sustenta la posibilidad del reemplazo. No obstante, se desconoce si tal similitud es extensiva a otros niveles de
organizacion de la materia.

Objetivo. En este trabajo se evalla la respuesta a nivel molecular del tejido muscular cardiaco y esquelético ante la adriamicina, al
comparar la expresién, acumulacién o ambos procesos de proteinas de estrés.

Materiales y métodos. Ratas macho Sprague Dawley de 62 g p.c., fueron distribuidas en cinco grupos al azar: control (agua destilada
iv 0.1 mL), 15, 30 45 y 60 minutos postratamiento con 15 mg/kg p.c. de adriamicina (ADR) (iv 0.1 mL). De los homogenatos de porciones
de pared ventricular izquierda del corazén y del miembro posterior del misculo esquelético, se determind la expresion de Hsp70, por
Western blotting.

Resultados. El anticuerpo monoclonal anti-Hsp70 reconocié bandas de Hsp70 en ambos tejidos. La diferencia en la densidad éptica
entre las bandas cardiacas vs esqueléticas en funcién de los tiempos postratamiento no fue estadisticamente significativa. La expresién
de Hsp70 inducida por ADR fue similar para ambos tejidos.

Conclusién. El reemplazo de la toma de muestras endomiocéardicas por la toma de muestras de musculo esquelético representa una
alternativa potencial de la evaluacién de la respuesta cardiaca al estrés téxico por adriamicina, menos invasiva e igualmente informativa,
que requiere seguir siendo investigada.
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ABSTRACT

Introduction. Skeletal, as opposed to myocardial post-stress cellular response to adriamycin has raised hopes replacing endomyocardial
biopsy sampling by skeletal muscle sampling as a less invasive option. The subcellular similarity between the two tissues supports this
possibility. However, it is not known whether this similarity extends to other levels of organization.

Objective. This research evaluates the cardiac and skeletal muscle tissue response to adriamycin at molecular level, by comparing the
expression and/or accumulation of stress proteins in both tissues.

Materials and methods. Male Sprague Dawley rats of 62 g body weight were randomized in five groups: control (distilled water iv 0.1
mL) 15, 30, 45 and 60 min post-treatment with 15 mg/kg body weight of adriamycin (ADR) (iv 0.1 mL). Hsp expression of the homogenates
of left heart ventricular wall sections and of the skeletal muscle of the posterior limb was determined by Western blotting.

Results. The monoclonal anti-Hsp70 antibody recognized Hsp70 bands in both tissues. The difference in optic density between the
cardiac and skeletal bands in relation to the post-treatment times was not statistically significant. Adriamycin-induced Hsp70 expression
was similar for both tissues.

Conclusions. The replacement of endomyocardial sampling by skeletal muscle sampling represents a potential alternative in the
evaluation of cardiac response to adriamycin stress, since it is less invasive but equally informative. This alternative requires further
investigation.

Key words: Adriamycin, Hsp70, endomyocardial biopsies, muscle similarity, skeletal muscle, L-carnitin.
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n nifios con cancer la poblacién de

sobrevivientes estd en continuo crecimiento

3 debido a la eficacia de la terapia con

adriamicina (ADR), potente antibi6tico
antitumoral ! de valiosa accion 2. No obstante, la gran
potencialidad antitumoral de la ADR suele acompa-
fiarse de toxicidad en numerosos 6rganos, la mas
severade las cuales ocurre en el miocardio 45, La fase
temprana de la cardiotoxicidad, se expresa con
hipotension, taquicardias y arritmias que responden
favorablemente al tratamiento %7. En cambio, la fase
tardia de cardiotoxicidad es permanente e irreversible
158 En nifos, este tipo de cardiomiopatia se expresa
por alteraciones del grosor de la pared ventricular
izquierda, su contractilidad y su crecimiento °. A nivel
subcelular, se observa destruccién de membranas, de
las mitocondriales y del reticulo sarcoplasmatico, e
incluso degeneracidn celular generalizada %*. La
evaluacién de los dafios toxicos con métodos
diagnosticos invasivos como la toma de biopsia
endomiocardica (TBE), puede causar un dafio adicional
al producido por la ADR.

El incremento de la poblacion de jévenes sobrevi-
vientes al cancer ha hecho necesario el desarrollo de
estrategias de atenuacién, eliminaciéon, o ambos
problemas, de los efectos indeseables de la ADR y otras
opciones menos peligrosas e igualmente informativas
que la TBE para evaluar la respuesta cardiaca al
tratamiento con ADR. La similitud de la respuesta
ultraestructural a la ADR observada entre el musculo
cardiacoy el esquelético a nivel nucleolar, en sistemas
in vivo ' e in vitro (resultados no publicados) podria
ser de capital importancia para evitar la TBE. No
obstante, se desconoce si la similitud subcelular entre
ambos tejidos musculares corresponde a un patron de
similitud de miocardio y musculo esquelético en los
distintos niveles de organizacién de la materia. Por lo
tanto, es necesario evaluar la respuesta molecular ante
el efecto toxico de la ADR como mecanismo endégeno
de respuesta celular a través de la determinacion
bioquimica de la expresion, acumulacion o ambos, de
proteinas del choque térmico o de estrés, en ambos
tejidos musculares. En este trabajo se estudia la
expresion de Hsp70 entre células musculares cardiacas
y esqueléticas expuestas a ADR con el propésito de
evaluar la existencia de un parametro en la respuesta
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molecular ante el estrés de ambos tejidos musculares,
para optar por el estudio de musculo esquelético para
el diagnéstico.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon ratas macho Sprague Dawley de 62 g p.c.
(Bioterio del IVIC). Se distribuyeron en cinco grupos al
azar (tres cada uno): el control y los tratados durante
15, 30, 45 y 60 min postratamiento con 15 mg/kg p.c.
de ADR (SIGMA) por via intravenosa, disueltosen 0.1
mL de agua destilada. El grupo control recibié un
volumen equivalente de agua destilada por la misma
ruta. Luego de la administracién de la droga y
finalizado el tiempo de exposicién a lamisma, las ratas
se sacrificaron en una cadmara con vapores de
cloroformo. Se procedié a tomar y homogeneizar
porciones de la pared ventricular izquierda del corazéon
(PVI) y del miembro posterior del musculo esquelético
(MEP), para determinar la expresién de Hsp70 (anti-
Hsp70 monoclonal de SIGMA) mediante la técnica de
Western blotting. Las bandas de reconocimiento de
Hsp70 fueron valoradas por densitometria, empleando
el programa Multi-analisis de BIO-RAD. Los valores
de densidad 6ptica (DO) de ambos tejidos musculares
fueron analizados a través de un ANOVA de dos vias
en un modelo aleatorizado: homogeneidad de varianza,
distribucion normal de las muestras e independencia
de las muestras.

Los animales fueron tratados de acuerdo a las
normas de la Guia de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio del US National Institute of Health (NIH).

RESULTADOS

Hubo diferencias entre animales controles y tratados,
en ambos tejidos. En los tratados, el reconocimiento
comparado de Hsp70 entre PV y MEP, fue similar en
todos los tiempos postratamiento (Figura 1). La
diferencia entre las DO promedio de las bandas de
reconocimiento de Hsp70 correspondientes a PVI y
MEP en los diferentes tiempos postratamiento
considerados, no fue estadisticamente significativa
(0.6447 > 0.001) (Figura 2). A los 30 min se observo
reduccién del valor de DO promedio para musculo
cardiaco y esquelético, respecto a los controles y los
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tiempos 15 y 45 min postratamiento. En tanto, los
menores valores de DO promedio se registraron a los
60 min. para ambos tejidos musculares con respecto a
los controles y demas tiempos postratamiento.

DISCUSION

La toma de biopsias endomiocardicas para valorar el
estado del miocardio en pacientes tratados con
antraciclinas, incluyendo la poblacién infantil, debe
ser repetida durante el tratamiento. Esto limita su
empleo por la agresion que representa a un érganoya
afectado por los efectos cardiotdxicos de la droga 2. Se
ha demostrado que las dosis acumulativas de

adriamicina en humanos, particularmente en nifios y
en animales experimentales, se acompafia de mayor
dafio cardiaco *18%°, En tal sentido los trabajos de Merski
y cols. * sobre la similitud ultraestructural entre el
musculo esquelético y el cardiaco después del
tratamiento con ADR se corroboran con la similitud
molecular de los sistemas de proteccion enddgena
hallados en el presente trabajo. La acumulacion de
Hsp70en el ntcleo y mas especificamente en el nucléolo
se ha sugerido como posible explicacion molecular de
las alteraciones de la forma 1%,

Entre las proteinas de choque térmico, la Hsp70, la
Hsp72 y la Hsp73 se localizan en el citosol y en el
nucleo de las células de mamiferos, con unahomologia

< Control

15°

30°
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Figura 1. Reconocimiento de bandas de Hsp70, mediante separacion e inmovilizacion proteica por electroforesis en geles de policrilamida
(10% en presencia de SDS y condiciones disociantes) de muestras de la PVl y MEP, provenientes de ratas expuestas a 15 mg/kg de p.c.
de ADR durante 15', 30, 45' y 60'. Para la inmunodeteccion se emple6 un anticuerpo monoclonal anti Hsp70 (1:5000), y un anticuerpo

secundario, anti-lgG de raton (1:4000), acoplado a peroxidasa.
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Figura 2. DO promedio de las bandas de reconocimiento de Hsp70 en funcién del tejido muscular cardiaco y esquelético, en los tiempos
postratamiento considerados con mg/kg p.c. de ADR. La diferencia en la DO promedio, en funcion de los tiempos postratamiento
considerados entre tejido muscular cardiaco y esquelético no fue estadisticamente significativa (0.6447>0.001); en contraste con la
diferencia observada entre las DO promedio de los tiempos post-tratamiento, la cual es estadisticamente diferente (0.0027<0.01).

extensiva en su secuencia. La isoforma Hsp73 se
expresa constitutivamente, en tanto que la Hsp72
se debe a estrés inducible *. En este trabajo, el
reconocimiento de Hsp70 pudiera estar vinculado con
el reconocimiento de las isoformas constitutivas en
controles. Tales Hsps pre-existentes se deben a la
respuesta celular rapida a condiciones adversas, como
la exposicion a ADR. En los animales tratados, el
reconocimiento de Hsp70, similar en ambos tejidos
musculares, pudiera estar vinculado a un reconoci-
miento de ambas isoformas, debido al estrés celular
que causa la ADR. La reduccién del reconocimiento de
Hsp70 en ambos tejidos musculares a los 30 min
pudiera deberse a la accion deletérea sobre la
homeostasis proteica de este agente antineoplasico,
particularmente por su efecto inhibitorio sobre la
sintesis de proteinas y la desnaturalizacién de las
existentes *1¢, La inhibicién de la sintesis de proteinas
que ejerce la ADR, también pudiera afectar los
mecanismos enddgenos de citoproteccion como las
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proteinas de choque térmico ¥'. Por otra parte, a los 60
min del tratamiento, el reconocimiento observado,
pudiera estar mas bien vinculado al retorno a las
condiciones homeostaticas celulares y a la activacion
de mecanismos de regulacion de la expresion de las
Hsps.

Lacomparacion de la respuesta de dafio celular entre
el miocardio y el musculo esquelético por ADR y el
analisis estadistico que confirma la similitud molecular,
permite sugerir que hay un paralelismo, al menos
experimentalmente, entre ambos tejidos musculares, que
se expresa por acumulacién de Hsp70. Por esta razon
se sugiere sustituir la toma de muestras endomiocar-
dicas por latoma de muestras de musculo esquelético,
como alternativa para conocer el dafio cardiaco por
adriamicina. Esta propuesta requiere seguir siendo
investigada.

Dado que la administracion de L-carnitina
disminuye significativamente los efectos cardiotoxicos
indeseables de la adriamicina a corto y a largo plazo,
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tanto en humanos como en animales experimentales,
sin afectar la actividad antitumoral de ladroga, - se
estudian la respuesta muscular cardiacay esquelética
a largo plazo con dosis acumulativa de adriamicina
con y sin proteccién de L-carnitina. Lo anterior
permitiria evaluar si la respuesta del musculo cardiaco
y esquelético es similar tanto en la situacién de
toxicidad como en la de cardioproteccion.
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