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1. Abreviaciones 

PKA                             Proteína quinasa A 

Akt                               Proteína quinasa B 

PKC                             Proteína quinasa C 

CREB                          Elemento en respuesta a la unión de cAMP 

pCREB                        Fosfo CREB  

cAMP                          Adenosín monofosfato cíclico 

Myf5                            Factor miogénico 5 

Pax3                             Factor de transcripción de la caja emparejada 3  

H89                              Inhibidor de PKA 

Cortisol-BSA               Cortisol conjugado con BSA 

ATP                             Adenosín trifosfato 
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2. Resumen 

Los glucocorticoides son reguladores críticos de los procesos celulares que le 

permiten a los vertebrados lidiar con estresores. En el caso de los teleósteos, el cortisol 

es la principal hormona glucocorticoide circulante y está involucrado en una serie de 

procesos fisiológicos a nivel celular. Se ha descrito que cortisol ejerce sus efectos 

celulares a través de dos mecanismos: la vía de señalización genómica o clásica, y la 

vía no genómica o iniciada en la superficie. La señalización genómica, que involucra la 

interacción de cortisol con sus receptores intracelulares, ha sido ampliamente estudiada. 

Sin embargo, la señalización no  genómica recién se ha empezado a caracterizar. Dentro 

de las vías descritas que están involucradas en esta señalización no genómica de cortisol 

se encuentran las vías mediadas por PKA y PKC, que se describen en diferentes tejidos 

en vertebrados, y más recientemente en cultivo de hepatocitos de trucha arcoíris. A 

pesar de ello, en el caso de músculo esquelético en teleósteos, éstas no han sido 

estudiadas. Por lo tanto, en este trabajo evaluamos la contribución de la vía no genómica 

de cortisol sobre la modulación de PKA y PKC en un cultivo primario de miotubos de 

trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). Además, determinamos la participación de estas 

vías en la expresión de genes pro miogénicos claves para el crecimiento y 

diferenciación del músculo esquelético. Para este propósito, los miotubos fueron 

estimulados con dosis fisiológicas de cortisol y cortisol-BSA (inductor exclusivo de 

efectos de cortisol iniciados en la superficie celular). Luego se evaluó mediante Western 

blot la activación de PKA, PKC y CREB en este modelo in vitro, donde se observó una 

activación temprana de PKC y PKA a 15 y 60 minutos de estimulación con cortisol-

BSA, respectivamente, además de una tendencia a la activación de CREB a 30 minutos 

de estimulación, denotando una posible modulación por la acción no genómica de 

cortisol. Adicionalmente, los miotubos se pre-trataron con el inhibidor H-89 para PKA, 

para comprobar el rol directo de esta vía en la señalización no genómica de cortisol, y 

su participación en la modulación de los genes pro miogénicos myf5 y pax3. En 

miotubos estimulados con inhibidor, se observó un aumento en la expresión de pax3 a 

1 hora de tratamiento con cortisol-BSA, efecto que fue revertido a las 6 horas. Esto 

podría deberse a un posible rol inhibidor por parte de PKA. Por otro lado, la expresión 

de myf5 tiende a disminuir en presencia de estímulo más inhibidor a 1 hora, y al 

aumento a 6 horas bajo los mismos estímulos, lo que  indicaría una posible modulación 

de éste gen por PKA, pero ejerciendo un rol activador. Sin embargo, estas hipótesis 

requieren de más experimentos para ser aceptadas. Se puede concluir en esta 
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investigación que la vía alternativa de cortisol modula la activación de las proteínas 

PKA y PKC y la expresión de los genes blanco pax3 y myf5 en músculo esquelético, lo 

cual es de suma importancia para ampliar y profundizar los conocimientos que se tienen 

con respecto al rol de los glucocorticoides en éste tejido. 

3. Introducción 

3.1 Estrés y Acuicultura. 

La acuicultura en Chile ha tenido un gran crecimiento de su producción en los últimos 

años, aportando actualmente el 1.6% de los peces de piscicultura destinado a la alimentación 

mundial (FAO 2016). Sin embargo, el estrés generado producto de las condiciones inherentes 

a la acuicultura constantemente genera mortalidades en los ejemplares y otros problemas 

asociados a su crecimiento y reproducción (Campbell, Pottinger, & Sumpter, 1994). Por lo 

anterior, el estudio del efecto del estrés sobre el tejido muscular es de suma importancia debido 

a su relevancia económica. 

El estrés se define como un conjunto de alteraciones fisiológicas que se producen en el 

organismo como respuesta física ante determinados estímulos repetidos (Simpson & Weiner , 

2005). En las prácticas acuícolas se dan principalmente dos tipos de respuesta a éste: la aguda, 

que se debe mayormente a la captura, el manejo y transporte y es de corta duración; y la crónica, 

de duración prolongada, como la provocada por alta densidad de cultivo, variaciones en la 

calidad del agua, entre otros (Munoz, Mardones, Chacoff, & Gesto, 2015). 

La respuesta fisiológica al estrés ha sido ampliamente investigada y principalmente se 

caracteriza por el aumento de la liberación de hormonas glucocorticoide, siendo el cortisol el 

principal glucocorticoide secretado en peces. El cortisol es considerado hoy en día el regulador 

maestro de la respuesta al estrés en peces debido a que modula una gran cantidad de procesos 

biológicos, por ejemplo el metabolismo de la glucosa, proteínas, transcripción de genes, entre 

otros (Das, Thraya, & Vijayan, 2018).  

3.2 Vía Genómica de cortisol. 

El mecanismo clásico de acción de cortisol se relaciona a su interacción con su receptor 

intracelular de glucocorticoides (GR) y la posterior modulación de la expresión de genes 

(Faught & Vijayan, 2016). Comienza una vez que éste atraviesa la membrana plasmática y se 

une a GR, formando un complejo cortisol-GR que posteriormente transloca al núcleo y se une 

a una región correspondiente al elemento en respuesta a glucocorticoides (GRE) que se 
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encuentra en el promotor de los genes blanco, o modula la transcripción de genes mediante la 

interacción con diferentes factores de transcripción (Faught & Vijayan, 2016; Prunet, Sturm, 

& Milla, 2006). Sin embargo, en el último tiempo se ha empezado a caracterizar un segundo 

mecanismo de acción de cortisol que sería mediado por vías de señalización iniciadas en la 

superficie celular. Éste último mecanismo, a diferencia de la vía canónica de acción (que ha 

sido ampliamente caracterizada), es más rápida (segundos o minutos) y es independiente de la 

regulación de genes (R. J. Borski, 2000; Russell J. Borski, Hyde, & Fruchtman, 2002; Lösel & 

Wehling, 2003). 

3.3 Vía no genómica de cortisol. 

 Respecto a cómo se inician los efectos rápidos de cortisol en teleósteos, mediados por 

su vía no genómica de acción, se postulan cuatro hipótesis (Fig. 1). La primera hipótesis plantea 

un cambio en la fluidez de la membrana mediado por cortisol que desencadena la activación 

de diferentes vías de señalización intracelular (Dindia et al., 2012; Whiting, Restall, & Brain, 

2000). La segunda hipótesis hace referencia a la activación de un receptor de membrana en la 

superficie celular distinto de GR, que inicia la señalización celular río abajo, y pertenecería a 

la familia GPCR, receptores acoplados a proteínas G, como ha sido visto en la vía de 

señalización no genómica de esteroides sexuales en peces (Lösel & Wehling, 2003) La tercera 

hipótesis baraja la posibilidad de la translocación o modulación de los receptores GR 

intracelulares hacia la membrana como mecanismo para activar la señalización. Por último, la 

cuarta hipótesis es que la vía rápida (no canónica) de cortisol altera los niveles intracelulares 

de Ca+2 por la modulación de sus canales en la membrana, independiente de receptores. Esto 

se sostiene al ser Ca+2 un segundo mensajero clave para la respuesta rápida de cortisol en 

modelos vertebrados, aunque no se tengan antecedentes claros en peces (Beato & Klug, 2000; 

Hyde, Seale, Grau, & Borski, 2004; Karst et al., 2002) Finalmente, el uso de análogos de 

cortisol acoplados a moléculas impermeables a la membrana plasmática (ej. cortisol-BSA) ha 

sido clave para la caracterización de esta nueva vía de acción de cortisol (R. J. Borski, 2000; 

Espinoza et al., 2017). 
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Figura 1: Modelo propuesto para la acción de cortisol iniciada en la superficie celular 

(Vía no canónica de cortisol). Se proponen cuatro hipótesis sobre cómo el cortisol ejerce su 

acción rápida a través de interacción con distintos componentes de la membrana plasmática. 1) 

Cambios en las propiedades biofísicas en la membrana plasmática; 2) Activación de un nuevo 

receptor de membrana; 3) Translocación de un receptor de glucocorticoides (GR) intracelular 

a la membrana plasmática; 4) Mediante la alteración de los niveles intracelulares de Ca+2. 

Imagen representativa obtenida  desde Das et al 2018. 

3.4 PKA y PKC como potenciales blancos de la vía no genómica de cortisol. 

Dentro de las vías de señalización descritas que son activadas por la acción no canónica 

de cortisol en mamíferos y peces destacan las vías PKA y PKC (Y. Z. Chen & Qiu, 1999). 

Particularmente en peces, se ha descrito que la rápida señalización por cortisol aumenta la 

actividad de PKA y PKC en hígado de trucha arcoíris con una implicancia biológica no 

establecida (Dindia, Faught, Leonenko, Thomas, & Vijayan, 2013; Dindia et al., 2012), siendo 

observado a través de la fosforilación de sus respectivos sustratos. Esto sugiere un potencial 

rol de la vía no canónica de cortisol sobre la respuesta adaptativa temprana al estrés en peces. 

La proteína quinasa PKA es una enzima ubicua dependiente de cAMP que transfiere 

fosfato  proveniente de ATP a serinas y treoninas de una gran cantidad de proteínas. En su 

estado inactivo, PKA consiste en un complejo de dos subunidades catalíticas (C) y dos 

subunidades reguladoras (R), donde la actividad catalítica está dada por la inhibición del 

dominio inhibidor de R. Las subunidades catalíticas son liberadas debido a la interacción de 

las subunidades R con dos moléculas de cAMP, disminuyendo la afinidad del tetrámero al 

punto de disociarse en dímeros de R y C activado (Taleisnik, 2006) Al estar inactiva, las 
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subunidades R la mantienen unida a la membrana plasmática y nuclear, desde donde 

posteriormente puede migrar para la fosforilación de distintos factores de transcripción. Por 

otro lado, la proteína quinasa PKC forma parte de una familia de 12 isoformas, activadas por 

Ca+2 o fosfolípidos. Forma parte de las enzimas que fosforilan serina y treonina y se dividen en 

3 subfamilias, de acuerdo a similitud de secuencias y medios de activación: PKC 

convencionales (PKCc), noveles (PKCn) y atípicas (PKCa) (Taleisnik, 2006) 

Dentro de los múltiples factores de transcripción que son activados tanto por PKA como 

PKC destaca el factor CREB (cAMP response element-binding protein) (Taleisnik, 2006). 

CREB es un factor de transcripción de 43 kDa perteneciente a la familia bZIP, que contiene 

una estructura de cremallera de leucina. Está formado por una región de unión al ADN, 

adyacente a un motivo cremallera de leucina en C-terminal, y una de activación de la 

transcripción con un dominio central que contiene el sitio de fosforilación por PKA. Se ha 

descrito que tanto PKA como PKC son capaces de fosforilar a CREB (Gonzalez et al., 1989; 

Yamamoto, Gonzalez, Biggs, & Montminy, 1988), y que su posterior translocación al núcleo 

participa en la modulación de transcripción de un gran número de genes. Para que estos sean 

modulados por CREB, los genes blancos de esta proteína deben poseer en su región promotora 

el sitio de reconocimiento CRE. Esta secuencia se mantiene muy conservada entre vertebrados 

y suelen ser palindrómicas completas (TGACGTCA) o parciales (TGACG o CGTCA), aunque 

otras variantes han sido descritas (Altarejos & Montminy, 2011).  

Respecto a la importancia que tiene la vía PKA/PKC/CREB sobre el crecimiento del 

músculo esquelético, se ha descrito en mamíferos que PKA regula la biogénesis mitocondrial 

mediante la fosforilación de CREB y la posterior sobreexpresión de pgc1a, regulador maestro 

de la biogénesis mitocondrial (Ray Hamidie, Yamada, Ishizawa, Saito, & Masuda, 2015). 

Además, PKA también se ha visto involucrado en la supresión de la proteólisis dependiente de 

ubiquitina-proteasoma en el músculo esquelético, mediante la acción de CREB y un aumento 

de cAMP (Silveira et al., 2014). Adicionalmente, se ha descrito que la proteína PKCα sería 

activada por Ca+2 y en cultivo de miotubos de rata estaría involucrada en la fosforilación de 

CREB mediada por Ca+2   (Cárdenas et al., 2004). Asimismo, modelos murinos in vivo e in 

vitro han revelado que PKC  regula la diferenciación y regeneración del músculo esquelético 

(Di Marcantonio et al., 2015). Estos antecedentes indican que la activación de CREB mediada 

tanto por las vías PKA y PKC es crítica en a la modulación de diferentes procesos biológicos 

fundamentales para el desarrollo del músculo esquelético. 

Dentro de los genes blancos postulados para la vía PKA/PKC/CREB en el músculo 

esquelético, se encuentran los factores pro miogénicos myf5 y pax3 que tienen un rol 
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fundamental en la regulación de desarrollo y proliferación  de este tejido (Fig. 2) (Lagha et al., 

2008). El gen myf5 codifica para una proteína que está involucrada en la creación de nuevas 

fibras musculares en peces, mientras que en mamíferos, es requerido, junto a otros, para la 

especificación de células madre a progenitores miogénicos («Biology of Stress in Fish, Volume 

35 - 1st Edition», s. f.). Por otro lado,  pax3 pareciera estar involucrado en la activación del 

mencionado anteriormente, controlando miogénesis a nivel embrionario y la posterior 

mantención del músculo. Además, para estos genes se  ha identificado una zona CRE en su 

promotor, lo que indicaría que son blanco directo de CREB y su expresión ha sido regulada 

negativamente en la presencia de cortisol (Pandurangan et al., 2014). 

 

Figura 2: Esquema de modulación de genes pro miogénicos. Se muestra en el esquema el 

paso desde célula satélite (o precursora) hasta la formación de miotubos diferenciados, 

indicando su rol principal en la miogénesis adulta. 

3.5 Argumentos de la hipótesis. 

A pesar de que se ha descrito que los glucocorticoides modulan la rápida activación de 

PKA, PKC y CREB en distintas líneas celulares, los efectos no genómicos de cortisol sobre 

estas vías en el músculo esquelético no han sido estudiados. Además, el impacto de la 

activación de PKA y PKC mediada por cortisol sobre la expresión de genes  blanco en el 

músculo esquelético es desconocido. Finalmente, debido a que el factor de transcripción CREB 

es sustrato de ambas vías de señalización y se han descrito regiones CRE en el promotor de los 

genes pro miogénicos: pax3 y myf5 (sitios de reconocimiento de CREB), postulamos a estos 

genes como potenciales blanco de esta nueva vía de señalización activada por cortisol PKA y/o 

PKC en el músculo esquelético de trucha arcoíris.  
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4. Hipótesis 

 

Los efectos no canónicos de cortisol activan la vías de señalización PKA/PKC/CREB 

modulando la expresión de pax3 y myf5 en miotubos de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss). 

5. Objetivos 

5.1 Objetivo General 

 

Evaluar la participación de los efectos no canónicos de cortisol sobre la activación de las vías 

de señalización PKA y PKC/CREB y la expresión de pax3 y myf5 en miotubos de trucha 

arcoíris (Oncorhynchus mykiss) 

5.2 Objetivos específicos 

 

1) Determinar si la vía no canónica de cortisol activa las vías de señalización 

PKA/PKC/CREB en miotubos de trucha arcoíris. 

2) Determinar si la vía PKA y/o PKC estimulada por la vía no canónica de cortisol regula 

los niveles de transcrito de los genes pro miogénicos pax3 y myf5 en miotubos de trucha 

arcoíris. 

6. Materiales y métodos 

6.1 Reactivos 

El inhibidor para la proteína kinasas A, H89, fue comprado en Merck (Darmstadt, 

Germany). Los anticuerpos anti-CREB, anti-pCREB, anti-sustratos fosforilados de PKA, anti-

sustratos fosforilados de PKC, anti-rabbit y anti-mouse fueron comprados en Cell Signaling 

Technology (Beverly, Massachusetts). El anticuerpo anti-H2B fue comprado en abcam 

(Cambridge, UK). El anticuerpo contra sustratos fosforilados de PKA reconoce residuos de 

serina o treonina con una Arginina en posición -3, mientras que el anticuerpo contra sustratos 

fosforilados de PKC reconoce residuos de serina o treonina con una Arginina o Lisina en 

posición -3, -2 y +2. 
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6.2  Cultivo celular 

Los miotubos fueron preparados a partir de 9 g de músculo de trucha arcoíris (Oncorhynchus 

mykiss). Los peces fueron criados y utilizados según los protocolos previamente aprobados por 

el Comité de Bioética de la Universidad Andrés Bello. El Músculo dorsal fue obtenido bajo 

condiciones estériles y depositado en Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), que 

contiene 9 mM NaHCO3, 20 mM HEPES, 10% suero de caballo, 100 U/mL penicilina y 100 

μg/mL estreptomicina a pH 7.4. 

Luego de la disociación mecánica del músculo, el tejido fue digerido con 0.2% de 

colagenasa tipo II diluida en medio DMEM por 1 hora a 18°C. La suspensión fue 

posteriormente centrifugada a 500 g por 10 minutos a 15°C, y el pellet resultante fue sometido 

a una segunda digestión con 0.1% solución de tripsina en DMEM por 30 minutos a 18°C. A la 

suspensión obtenida se le añadió medio DMEM con 10% suero fetal bovino (SFB) y luego 

filtrada con filtros de nylon cell strainer de 100 y 40 μm. Los mioblastos obtenidos fueron 

sembradas con una densidad de 5*105-1*106 por pocillo en placas previamente tratadas con 

poly-L-lisina y laminina. El cultivo de mioblastos resultante fue incubado a 18°C por 12 días 

en medio de proliferación que contiene 9 mM NaHCO3, 20 mM HEPES, 10% suero fetal 

bovino, 100 U/mL penicilina y 250 μg/mL anfotericina B para obtener miotubos diferenciados. 

Los cultivos primarios de miotubos fueron realizados en placas de 12 pocillos y éstos fueron 

divididos para cada grupo experimental: vehículo, cortisol y cortisol-BSA con n=4 de réplicas 

biológicas para cada experimento independiente. 

6.3 Tratamiento de células in vitro 

Cortisol y cortisol-BSA (Sigma) fueron disueltos en DMSO y NP40 con PBS 1X, 

respectivamente, para luego diluir en medio DMEM fresco antes del tratamiento. Los cultivos 

fueron posteriormente tratados con dosis fisiológicas para ambas moléculas (276 nM o 100 

ng/mL) por 15, 30 y 60 minutos a 18°C. 

Los cultivos fueron pre incubados con el inhibidor H89 para PKA 30 minutos antes del 

estímulo correspondiente (cortisol o cortisol-BSA), a una concentración de 10 µM. Éste 

inhibidor es un inhibidor por competencia que se une al sitio de reconocimiento de ATP, 

evitando que la proteína quinasa sea capaz de fosforilar a sus sustratos correspondientes. 

6.4 Extracción de proteínas y Western blot 

 Los miotubos se recolectaron en 40 µl de buffer de lisis (50mM Tris-HCl a pH 7.4, 

150mM NaCl, 1mM EDTA, 1% NP-40, 5mM Na3PO4, 20mM NaF y 10mM pirofosfato de 
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sodio) con un conjunto de inhibidores de proteasas (Calbiochem-Novabiochem). Las células 

fueron recolectadas, incubadas en hielo por 20 minutos y centrifugadas a 14000 RPM por 15 

minutos a 4°C. Las proteínas extraídas se cuantificaron usando el “Pierce BCA Protein Assay 

Kit” (Pierce). 

Posteriormente, los extractos de proteínas totales fueron separados por electroforesis en 

geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes (SDS-PAGE) al 12%, electro-transferidos 

a membranas de PVDF (Millipore, Bedford, MA, USA) y se bloquearon las membranas en 2% 

“Amersham ECL prime blocking agent” (GE healthcare, Chicago, IL, USA) disuelto en Tris 

buffer salino (TBS) 1X por 1 hora a temperatura ambiente (Valdés et al., 2008). Las 

incubaciones con anticuerpo primario fueron realizadas a 4°C toda la noche. Posteriormente, 

las membranas fueron incubadas con anticuerpo secundario conjugado a HRP anti-conejo o 

anti-ratón por 1 hora a temperatura ambiente y finalmente expuestas usando el kit “ECL 

Amersham” (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) (Valdés et al., 2008). Una vez revelados, los 

films fueron escaneados para analizar las bandas obtenidas por densitometría con el programa 

ImageJ (NIH, USA). Como control de carga, las membranas fueron sometidas a un Stripping 

para un nuevo blot contra H2B (Abcam, Cambridge, UK)(Valdés et al., 2008). 

La incubación con anticuerpo primario se realizó en las siguientes proporciones: 1:500 

para el caso de anti-pCREB (Cell Signaling) y anti-CREB (Cell Signaling) y 1:1000 para anti-

PKA sustratos fosforilados y anti-PKC sustratos fosforilados. Para el control de carga se utilizó 

anti-H2B en relación 1:1000. 

6.5 Extracción de RNA y síntesis de cDNA 

La extracción de RNA a partir del cultivo primario de miotubos se realizó mediante el 

kit RNeasy Mini kit 50 (Qiagen, TX, USA) de acuerdo a las especificaciones del fabricante, 

obteniendo una pureza de 1.9 en promedio, en base a la relación 260/280 nm. Para la síntesis 

de cDNA se utilizó el kit Quantitect Reverse Transcription (Qiagen, TX, USA) siguiendo el 

protocolo del fabricante. 

6.6 RT-qPCR 

Se utilizó cDNA proveniente de miotubos obtenidos desde cultivo primario para 

cuantificar la expresión de los genes objetivos (myf5 y pax3). Se utilizaron primers diseñados 

a partir del genoma de referencia de trucha arcoíris, utilizando el programa Primer3 

(www.bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0). Se evaluó la formación de estructuras secundarias 

http://www.bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0
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(dímeros) y temperatura de alineamiento (TM) mediante la herramienta Oligo 

Analizer  (www.idtdna.com/calc/analizer). Los primers utilizados se muestran en la Tabla 1.  

Con el propósito de evaluar la especificidad de los partidores, se realizó una curva de 

disociación, dando como resultado un producto único para todos los partidores utilizados. Para 

la realización de ésta curva se utilizó un pool que contenía 2 µL de cDNA proveniente de 

miotubos, lo que nos permitió identificar la temperatura de alineamiento (Tm) del amplificado. 

La mezcla para cada reacción correspondía a 7,5 µL de Brilliant II® SYBR® Green qPCR 

Master Mix (Agilent, Santa Clara, CA, USA), 1,5 µL de mix de los partidores correspondientes 

(5 µM), 0,2 de ROX y 6 µL de pool de cDNA en una dilución de 1:40. Las reacciones se 

llevaron a cabo de acuerdo al siguiente programa: Denaturación inicial a 95°C durante 10 

minutos, seguido de 40 ciclos de denaturación 30 segundos a 95°C, 30 segundos a una Tm 

según el gen y 30 segundos a 72°C de extención.  

Luego se desarrolló una curva estándar para determinar la eficiencia de los genes 

mediante 8 diluciones seriadas de pool de cDNA. La reacción y el programa de qPCR se 

realizaron como se mencionó anteriormente. Como gen de referencia se utilizó la proteína 

ribosomal 40S (fau), el cual se ha visto en trabajos anteriores, se mantiene estable en 

condiciones de estrés en músculo esquelético (Fuentes, Safian, Valdés, & Molina, 2013).  

Por último, la expresión génica se cuantificó por qPCR utilizando la reacción 

previamente descrita, utilizando un duplicado para cada muestra, incluyendo controles 

negativos: NTC, que corresponde a reacción sin templado, permitiendo descartar la 

amplificación de un contaminante, y –RT, que corresponde a una muestra sin la utilización de 

transcriptasa reversa, que permite descartar la amplificación de DNA genómico. 

 

Tabla 1: Partidores utilizados. 

Lista de genes con sus respectivos partidores, producto de amplificación en pb, temperatura de 

alineamiento (Tm) y eficiencia. 

Gen Partidores Secuencia 5’-3’ Tamaño 

(pb) 

Tm 

(°C) 

Eficiencia 

pax3 Sentido GGGGCAATACCAAGGATGA 163 59,3 102,7% 

 Anti sentido CGATCTTATGGCGGATATGG 163 57,6  

myf5 Sentido TGGATGTCTTCTCCCAGTCC 253 60,7 98,0% 

 Anti sentido  CCGTGGTTCACCTTTTTCAG 253 59,1  

Fau Sentido CATTTAGGAGTTGGCGTTGG 134 59 100% 

 Anti sentido CCAAGGTTGAAAAGCAGGAG 134 59  

http://www.idtdna.com/calc/analizer
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6.7 Análisis Estadístico 

Los datos se expresaron como la media media ± SEM (n = 3) con análisis estadístico ANOVA 

de una vía, seguido por un análisis de Tukey para ver la diferencia entre los diferentes grupos. 

La probabilidad considerada fue de P ᐸ0.05. Los análisis estadísticos y gráficos fueron 

llevados a cabo utilizando el software Prism 6.0 (Graphpad Software, CA, USA.) 

7. Resultados 

7.1 Obtención de miotubos de trucha arcoíris 

La estandarización de cultivo primario de miotubos de trucha arcoíris resulta un paso 

fundamental para la realización de los experimentos propuestos en este trabajo, por lo que el 

alcanzar una confluencia suficiente de miotubos diferenciados fue primordial para la 

evaluación de la vía no genómica de cortisol en un modelo in vitro  de músculo esquelético de 

peces.  

 

 

Figura 1: Cultivo primario de miotubos de trucha arcoíris. Los miotubos fueron 

mantenidos hasta alcanzar confluencia (monocapa de miotubos a lo largo de la placa) en medio 

(DMEM), 9 mM NaHCO3, 20 mM HEPES, 100 U/mL penicilina y 250 μg/mL anfotericina 

B.  Los miotubos fueron observados a un aumento de 40X.  

 

Como se observa en la Figura 1, la progresión del cultivo primario hasta la formación 

de miotubos diferenciados demoró aproximadamente 12 días, donde éstos se comienzan a 

apreciar a partir del día 5. 
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7.2 Análisis de la activación de PKA y PKC mediada por la vía alternativa de cortisol en 

miotubos de trucha arcoíris  

Una vez alcanzada la confluencia, los miotubos fueron utilizados para los respectivos 

tratamientos con vehículo, cortisol o cortisol-BSA a dosis fisiológicas a (276 nM) a 15, 30 y 

60 minutos para la evaluación de la activación de las vías de señalización y posterior extracción 

de RNA para expresión génica de pax3 y myf5.  

A partir de los miotubos obtenidos desde el cultivo primario, se extrajeron proteínas para la 

evaluación de la activación de PKA y PKC (Figura 2 y Figura 3) medida por el nivel proteico 

de sus sustratos fosforilados Esto, ya que según lo demostrado por Dindia et al., 2013, ambas 

proteínas se activarían bajo la acción no genómica de cortisol en tejido hepático de trucha, 

razón por la cual se evaluó la activación a distintos tiempos tempranos (15, 30 y 60 minutos). 
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Figura 2: Activación de la proteína quinasa A (PKA).  (A) Western Blot representativo de 

los respectivos tratamientos. (B) Los niveles proteicos de los sustratos fosforilados de PKA 

fueron normalizados contra la proteína H2B. Todas las muestras fueron tratadas con vehículo, 

cortisol o cortisol-BSA por 15,30 y 60 minutos. Los datos se representan como media ± SEM 

(n = 3) con análisis estadístico ANOVA y se expresan como un cambio en relación con los 



19 
 

valores en las células control (vehículo). Las diferencias estadísticas se muestran como 

diferentes letras con P ᐸ 0.05. 

 

En la Figura 2A se observa un aumento en la fosforilación de los sustratos de la proteína PKA 

a tiempos tempranos (15, 30 y 60 minutos) tanto en miotubos estimulados con cortisol como 

cortisol-BSA, lo que, posteriormente, se traduce a un análisis densitométrico (Figura 2B) donde 

se observa un aumento significativo en la fosforilación de los sustratos a 60 minutos de 

estimulación.  

Del mismo modo, se evaluó la activación de PKC con el fin de comprobar lo descrito por 

Dindia et al., 2013, y proseguir a la implicación de una o ambas proteínas en la modulación de 

genes pro miogénicos mediante la acción no genómica de cortisol. 
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A) 

 

B) 

 

Figura 3: Activación de la proteína quinasa C (PKC). (A)Western Blot representativo de 

los respectivos tratamientos. (B) Los niveles proteicos de los sustratos fosforilados de PKC 

fueron normalizados contra la proteína H2B. Todas las muestras fueron tratadas con vehículo, 

cortisol o cortisol-BSA a 15, 30 y 60 minutos. Los datos se representan como media ± SEM (n 

= 3) con análisis estadístico ANOVA y se expresan como un cambio en relación con los valores 

en las células control (vehículo).Las diferencias estadísticas se muestran como diferentes letras 

con P ᐸ 0.05. 
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En la Figura 3, se ve una activación significativa de PKC a tiempos tempranos, tras 15 minutos 

de estímulo, en miotubos tratados tanto con cortisol como cortisol-BSA,  y una tendencia a la 

activación a 30 minutos, como se puede observar tanto en la Figura 3A y B, en comparación a 

miotubos sin tratamiento (vehículo). 

7.3 Análisis de la activación de CREB mediado por la vía alternativa de cortisol en miotubos 

de trucha arcoíris  

 

Por otro lado, de acuerdo a Espinoza et al., 2017, habría una activación del factor de 

transcripción CREB mediado por la acción no genómica de cortisol a través de ERK 1/2. Sin 

embargo, como se ha mencionado anteriormente, se ha descrito que éste factor de transcripción 

es modulado por un gran número de proteínas, tales como PKA y PKC, por lo que de igual 

manera se evaluó su activación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 
 

A) 

 

 

B) 

 

Figura 4: Activación del factor de transcripción CREB. (A) Western Blot representativo de 

los respectivos tratamientos. (B) Los niveles proteicos de CREB y pCREB fueron normalizados 

contra la proteína H2B. Todas las muestras fueron tratadas con vehículo, cortisol o cortisol-

BSA por 15, 30 y 60 minutos. Los datos se representan como media ± SEM (n = 3) con análisis 

estadístico ANOVA y se expresan como un cambio en relación con los valores en las células 

control (vehículo). 

 

Se observa una tendencia a la activación de CREB a 30 minutos de estímulo, lo que sería 

concordante con lo visto en bibliografía. Sin embargo, hacen falta más experimentos para 
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alcanzar significancia estadística que permita determinar si está siendo activado por la acción 

no genómica de cortisol y si ésta activación es mediante una o ambas proteínas quinasas. 

7.4 Análisis de la expresión de genes miogénicos mediados por la vía alternativa de cortisol 

en miotubos de trucha arcoíris. 

 En base a los resultados obtenidos, y siendo éstos significativos para la activación de 

PKA, observado mediante la fosforilación de sus sustratos a 1 hora de estimulación, se procedió 

a utilizar el inhibidor H89 para determinar si PKA, mediada por la acción no genómica del 

cortisol, está involucrada en la expresión de los genes pro miogénicos myf5 y pax3. Se procedió 

a inhibir la PKA a pesar de la activación de PKC a tiempos tempranos, ya que se ha encontrado 

evidencia de que ésta estaría modulando genes pro miogénicos mediante la activación de CREB 

(A. E. Chen, Ginty, & Fan, 2005). 
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Figura 5: Expresión del gen pax3  1 y 6 horas post estímulo. Los miotubos fueron pre 

incubados con 10 μM del inhibidor de la proteína PKA, H89, para posteriormente incubar (A) 

1 y (B) 6 horas con cortisol-BSA y vehículo. Los datos se representan como media ± SEM (n 

= 3) con análisis estadístico ANOVA y se expresan como un cambio en relación con los valores 

en las células control (vehículo). Las diferencias estadísticas se muestran como diferentes letras 

con P ᐸ 0.05.  

 

En la Figura 5 se observa la expresión del gen pro miogénico pax3 1 y 6 horas post estímulos 

con cortisol-BSA y vehículo, previa una incubación con el inhibidor H89 de la PKA, donde a 
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1 hora se observa una tendencia al aumento de la expresión de este gen producto de la acción 

de cortisol-BSA, efecto que se ve significativamente potenciado en miotubos previamente 

incubados con el inhibidor H89. Por otra parte, a las 6 horas no se observarían cambios 

significativos en la expresión de éste gen.  
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Figura 6: Expresión del gen myf5 1 y 6 horas post estímulo. Los miotubos fueron pre 

incubados con 10 μM del inhibidor de la proteína PKA, H89, para posteriormente incubar 1 

hora con cortisol-BSA y vehículo. Los datos se representan como media ± SEM (n = 3) con 

análisis estadístico ANOVA y se expresan como un cambio en relación con los valores en las 

células control (vehículo). Las diferencias estadísticas se muestran como diferentes letras con 

P ᐸ 0.05.  

Por otro lado, en la Figura 6 se observa, de forma opuesta, que no parecieran haber cambios 

significativos a 1 hora de tratamiento con cortisol-BSA y en presencia de H89 en la expresión 

de myf5. Por el contrario, luego de 6 horas de estimulación con el glucocorticoide, se vería un 

aumento significativo en la expresión de dicho gen en presencia del inhibidor H89. 

 

8. Discusión 

 

El mecanismo de acción de cortisol se atribuye a su vía clásica, sin embargo 

recientemente se han caracterizado vías rápidas moduladas por cortisol que darían cuenta de 

un nuevo mecanismo de acción iniciado en la membrana. 
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En esta tesis determinamos que cortisol modula tanto PKA como PKC en miotubos de trucha 

arcoíris mediante acción genómica y no genómica, así como un posible rol de PKA en la 

modulación de genes pro miogénicos.  

De acuerdo a lo observado en la Figura 1, se utilizaron los miotubos diferenciados a 12 días en 

medio DMEM para posteriores tratamientos. Debido a que éstos no son producto de una línea 

comercial, la estandarización de cultivo para la utilización de miotubos de trucha arcoíris era 

de suma importancia, por lo que nos basamos en el protocolo establecido por Aedo, Reyes, 

Avendaño-Herrera, Molina, & Valdés, 2015 para este fin.  

A partir de estos miotubos, se procedió a la extracción de proteínas para evaluar la activación 

de las vías de señalización PKA y PKC mediante la detección del nivel proteico de sus sustratos 

fosforilados (Figura 2 y Figura 3).  

 

Como se observa tanto en la Figura 2A a través del blot representativo y a través del análisis 

densitométrico del perfil de corrida en la Figura 2B, se da indicios de una tendencia a la 

activación de la vía PKA hasta alcanzar significancia a los 60 minutos de estimulación. Esto 

sugiere una potencial modulación de esta vía de señalización por la acción no genómica de 

cortisol, ya que se vio un mayor nivel proteico en miotubos tratados tanto con cortisol como 

cortisol-BSA, en comparación con miotubos con tratamiento control (vehículo) (Figura 2A). 

Esto concuerda con lo observado por Roy & Rai, 2009,  que asocia la activación de PKA con 

la acción no genómica de cortisol en cultivo de fagocitos, donde tanto los inhibidores para 

adenilato ciclasa y PKA  bloquearon el efecto inhibidor rápido de cortisol-BSA. Además de lo 

anterior, se observó un marcado aumento de cAMP en respuesta a cortisol-BSA, reafirmando 

la relación entre cAMP-PKA en la transducción de la acción no genómica de cortisol en la 

regulación de la fagocitosis.  

 

Por otra parte, en la Figura 3A se observa un aumento en la fosforilación de los sustratos de la 

proteína PKC a 15 minutos, que a su vez se traduce en el análisis densitométrico mostrado en 

la Figura 3B, viéndose una potencial activación de esta vía en miotubos estimulados con 

cortisol-BSA, que, al ser impermeable a la membrana, promovería únicamente la acción no 

genómica de cortisol. Estos resultados podrían indicar una modulación de esta proteína por la 

acción no genómica de cortisol,  concordando con bibliografía, donde se plantea la acción de 

cortisol iniciada en la membrana activa vías de señalización rápidas  en otros tejidos en 

mamíferos y teleósteos (Das et al., 2018).  
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Los resultados obtenidos tanto para PKA como PKC serían concordantes con lo descrito por 

Dindia et al., 2013, en donde se observa un aumento en la fosforilación de los sustratos de 

ambas proteínas,  sugiriendo una activación rápida de ambas vías mediada por la acción no 

genómica de cortisol en tejido hepático de trucha arcoíris. Por lo anterior, tanto PKA como 

PKC serían blanco de la acción no genómica de cortisol tanto en hepatocitos como en miotubos 

de trucha arcoíris. Por otro lado, se ha visto en otros tejidos, como cultivo neuronal de rata, que 

PKC estaría modulando la activación de CREB, posiblemente involucrando más proteínas 

quinasas, como PKA (Mao, Tang, & Wang, 2007), relacionándola así con la acción de cortisol 

iniciada en la membrana y posible co activación de CREB. 

 

En base a estos resultados, se procedió a evaluar la activación del factor de transcripción CREB 

bajo los mismos estímulos, ya que, según lo descrito, esta proteína es uno de los sustratos 

principales de ambas proteínas quinasas, y, eventualmente, estaría involucrado en la 

modulación de genes pro miogénicos. Como se observa en la Figura 4, habría una tendencia a 

la activación de CREB a tiempos tempranos, de 30 minutos de estimulación tanto por cortisol 

como cortisol-BSA, sugiriendo una modulación por parte de la vía no genómica de cortisol. 

Estos resultados concuerdan con lo descrito por (Espinoza et al., 2017), donde CREB se ve 

activado a 30 minutos de estimulación con cortisol y es principalmente fosforilado por PKA 

(Xie, Perry, Espinoza, Zhang, & Price, 2018). 

 

Debido a estos resultados, y en base a lo descrito en bibliografía (A. E. Chen et al., 2005) tanto 

para PKA como para CREB, factor de transcripción clave en el proceso de miogénesis y 

sustrato de ambas proteínas quinasas, se decidió determinar si esta vía modula la expresión de 

los genes pro miogénicos myf5 y pax3 mediante la acción no genómica de cortisol. Si bien la 

activación de la proteína PKC se vio a tiempos más tempranos en comparación a PKA, se 

decidió observar la potencial modulación de la expresión de los genes pro miogénicos por ésta 

última debido a que en modelos in vitro se describió que no habría una variación significativa 

en la expresión de genes pro miogénicos, como myf5, producto de la modulación por PKC (Di 

Marcantonio et al., 2015). Además, recientemente se ha descrito a PKA como la principal 

proteína quinasa encargada de la fosforilación de CREB, evaluado en células C2C12 en 

presencia del análogo sintético de cortisol, dexametasona (Xie et al., 2018). 

 

En la Figura 5A se puede observar un aumento en la expresión de pax3 a 1 hora de estimulación 

de los miotubos con cortisol-BSA, previa incubación con el inhibidor de PKA, H89, lo que 
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potencialmente indicaría una modulación mediante ésta proteína a través de los efectos  no 

genómicos de cortisol. Por el contrario, a las 6 horas de estimulación con cortisol-BSA se 

observa un resultado que podría ser concordante con lo esperado, donde los glucocorticoides 

disminuirían la expresión de genes pro miogénicos (Figura 5B) (Pandurangan et al., 2014), 

como lo observado en miotubos estimulados con cortisol-BSA. Una posible hipótesis sobre 

estos resultados es que PKA tenga una acción inhibidora sobre pax3 a tiempos tempranos (1 

hora) mientras que a 6 horas de estimulación no parecen haber cambios significativos 

modulados específicamente por ésta proteína. Esta hipótesis se sostendría en base a lo descrito 

por Xie et al., 2018, donde se plantea una modulación de PKA mediante la Akt. Esta 

modulación se estaría llevando a cabo a través de las proteinas PDE3 y PDE4, ambas 

expresadas en músculo esquelético y encargadas de la  hidrólisis de cAMP, inhibiendo, por lo 

tanto, la activación de PKA en presencia del análogo de cortisol, dexametasona. Por lo anterior, 

si PKA tuviera un rol inhibidor a tiempos tempranos, y Akt actúa como un inhibidor de ésta, 

los resultados obtenidos en la Figura 5A concordarían con lo descrito, al haber un leve aumento 

en el nivel de expresión de pax3 en miotubos  a 1 hora de tratamiento solo con cortisol-BSA y 

un mayor aumento en la expresión en presencia de cortisol-BSA y H89.  

 

Por otra parte, en la Figura 6 se observan resultados inversos para la expresión de myf5 a 1 hora 

de estimulación con cortisol-BSA (Figura 6A), donde la expresión de éste gen no parecería 

tener un cambio significativo en su expresión. En contraste, a las 6 horas se observa un aumento 

significativo en la expresión del gen en presencia del estímulo e inhibidor. Esto podría deberse 

a una posible modulación por parte de PKA como un inhibidor del mismo a 6 horas de 

estimulación. Esto va en concordancia con lo descrito por Xie et al., 2018, donde se produciría 

una modulación (inhibición) progresiva de PKA por parte de Akt a partir de 3 y hasta 24 horas 

de medición, en presencia del análogo de cortisol, dexametasona. Al comenzar a haber una 

inhibición de PKA a partir de las 3 horas mediada por Akt, y PKA esta actuando como un 

inhibidor de la transcripción de éste gen a 6 horas, tendría concordancia la observación de un 

leve aumento en la expresión de myf5 en miotubos tratados con cortisol-BSA, efecto revertido 

al inhibir PKA mediante H89. 
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9. Conclusiones y Proyecciones 

 

 Se puede concluir, en base a los resultados obtenidos, que la acción no genómica de 

cortisol estaría activando las vías de señalización de las proteínas PKA y PKC en 

miotubos de trucha. 

 La vía de PKA, bajo la modulación de la acción no genómica de cortisol, estaría 

regulando la expresión de los genes pro miogénicos pax3 y myf5 a 1 y 6 horas, 

respectivamente. Sin embargo, esta regulación pareciera requerir de otras proteínas 

accesorias.  

 

 Para la caracterización completa de ésta vía de señalización de cortisol iniciada en la 

membrana se sugieren más experimentos, como la implicancia del factor de 

transcripción CREB en la transcripción de los genes pro miogénicos bajo la activación 

de PKA. Para lo cual se propone utilizar el inhibidor H89 para evaluar la activación de 

CREB dependiente de PKA.  
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