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Resumen 
 

El músculo esquelético (SkM) se compone de fibras musculares heterogéneas con 

respecto al tamaño, el metabolismo y la función contráctil. Esta diversidad permite 

que diferentes grupos musculares proporcionen una variedad de propiedades 

funcionales. Algunas enfermedades de desgaste muscular o que están 

relacionadas al SkM como la Distrofia muscular de Duchenne (DMD), la 

sarcopenia, la diabetes tipo 2 y la obesidad afectan preferentemente a ciertos tipos 

de fibras musculares. Se ha planteado que este tipo de condiciones podrían 

tratarse cambiando las características del tipo de fibra de fenotipos rápidos 

glicolíticos a lentos oxidativos o viceversa dependiendo de la enfermedad. Se ha 

demostrado que la Epicatequina (EC), un antioxidante polifenólico, tiene 

numerosos beneficios en el músculo esquelético similares a los que proporciona el 

realizar ejercicio físico. Por esta razón, se ha propuesto que este compuesto 

pudiera servir como coadyuvante en el tratamiento de las enfermedades 

relacionadas al músculo esquelético. Sin embargo, todavía se desconocen en gran 

medida cuáles son los mecanismos que regulan estos efectos. Tampoco se sabe 

si este compuesto puede modificar significativamente el fenotipo metabólico de los 

diferentes tipos de fibras musculares o si tiene la capacidad de modificar la 

expresión de genes específicos de miosinas en los distintos tipos de fibras 

musculares. En este trabajo se trataron cultivos C2C12, una línea celular 

inmortalizada de mioblastos de ratón, con EC [20µM] o DMSO como control. El 

tratamiento con EC aumentó la proliferación de los cultivos de manera significativa 

e incrementó la formación y el tamaño de los miotubos. A nivel de marcadores, el 

tratamiento con EC incrementó la expresión relativa de MYOG, un factor de 

regulación miogénico, así como los genes específicos de miosinas MYH7 (MyHCI) 

y MYH4 (MyHCIIB). Así mismo, la administración de EC [1mg/kg de peso] a 

ratones incrementó notoriamente la expresión relativa de MYH7 (MyHCI o tipo I) 

en EDL. Esto sugiere que EC favorece la expresión de fibras de contracción lenta 

en un músculo de contracción rápida y probablemente tiene el potencial para 

cambiar un metabolismo glicolítico a oxidativo.  
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Abstract 
 

The skeletal muscle (SkM) is made up of heterogeneous muscle fibers with respect 

to size, metabolism, and contractile function. This diversity allows different muscle 

groups to provide a variety of functional properties. Some diseases that are muscle 

wasting or related to SkM such as Duchenne muscular dystrophy (DMD), 

sarcopenia, type 2 diabetes, and obesity preferentially affect certain types of 

muscle fibers. It has been suggested that these conditions could be treated by 

changing the characteristics of the fiber type from fast glycolytic phenotypes to 

slow oxidative ones or vice versa depending on the disease. Epicatechin (EC), a 

polyphenolic antioxidant, has been shown to have numerous skeletal muscle 

benefits similar to those provided by physical exercise. For this reason, it has been 

proposed that this compound could serve as an adjunct in the treatment of 

diseases related to skeletal muscle. However, the mechanisms that regulate these 

effects are still largely unknown. It has not been elucidated whether this compound 

can significantly modify the metabolic phenotype of different types of muscle fibers 

or if it could modify the expression of specific myosin genes in different types of 

muscle fibers. In this work, C2C12 cultures, an immortalized mouse myoblast cell 

line, were treated with EC [20 µM] or DMSO as a control. Treatment with EC 

significantly increased the proliferation of the cultures and increased the formation 

and size of the myotubes. Also, the treatment with EC increased the relative 

expression of MYOG, a myogenic regulatory factor, as well as the myosin-specific 

genes MYH7 (MyHCI) and MYH4 (MyHCIIB). Likewise, the administration of EC 

[1mg / kg of body weight] to mice increased notably the expression of MYH7 

(MyHCI or type I) in EDL. This suggests that EC favors the expression of slow-

twitch fibers in a fast-twitch muscle and probably has the potential to change 

glycolytic to oxidative metabolism. 
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1. Introducción 
 

1.1 El músculo esquelético 
 

El músculo esquelético (SkM) adulto está compuesto por numerosas miofibrillas 

multinucleadas que contienen la maquinaria contráctil necesaria para funciones 

fundamentales del organismo como la locomoción, el soporte postural y la 

respiración; así como la recepción, integración y transducción de señales 

metabólicas provenientes de la mayoría de los tejidos del organismo. Por lo tanto, 

el mantenimiento homeostático de la integridad muscular es fundamental en los 

procesos de regeneración durante el desarrollo, así como en la respuesta al daño 

físico y a los cambios en el nicho celular durante la vida del organismo [1]. En la 

Figura 1 se pueden observar los diferentes componentes del músculo esquelético 

adulto. 

El crecimiento y correcto funcionamiento del músculo esquelético, así como 

su capacidad para regenerarse ante una lesión o enfermedad, dependen de una 

población de células especializadas con una alta capacidad de replicación y 

regeneración. Aproximadamente del 2 al 7% del total de los núcleos asociados a 

una miofibrilla particular en el músculo esquelético adulto, corresponden a las 

células troncales musculares; denominadas células satélite (CS) debido a su 

ubicación anatómica en un nicho especializado de la fibra muscular, localizado 

entre el sarcolema y la matriz extracelular [1]. 

1.2 El proceso de diferenciación miogénica 
 

Las CS son las células madre musculares adultas responsables de la 

regeneración muscular en respuesta a una lesión o enfermedad. En el músculo 

esquelético adulto, las CS se encuentran en estado quiescente, es decir, en un 

estado de arresto reversible del ciclo celular en la etapa G0, con rasgos 

característicos como bajo contenido de ARN, baja actividad metabólica, bajo 

volumen citoplasmático y altos contenidos de heterocromatina [2]. 
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Figura 1. Progresión del linaje miogénico (Schmidt et al., 2019). 

En la Figura 2 se puede visualizar el proceso de diferenciación miogénica 

que está regulado en gran medida por factores de transcripción llamados factores 

de regulación miogénicos o MRFs por sus siglas en inglés.  

En respuesta a estímulos inducidos principalmente por el daño físico o el 

crecimiento, las CS se activan y reingresan al ciclo celular para, por un lado, dar 

lugar a las células precursoras miogénicas o mioblastos necesarios para la 

regeneración muscular y al mismo tiempo replicarse y restablecer el reservorio de 

CS [3]. Es decir, las CS tienen la capacidad de generar tanto células madre auto-

renovables como células hijas progenitoras comprometidas con la diferenciación 

muscular, un proceso que se logra mediante la división celular asimétrica.  

 

 

Las células musculares comprometidas, o mioblastos, son altamente 

proliferativas y pueden diferenciarse a miocitos los cuales se pueden fusionar para 

formar células multinucleadas, o miotubos, que finalmente maduran en fibras 

musculares. En éstas miofibras se pueden encontrar diferentes tipos de proteínas 

estructurales como por ejemplo actinas, tropomiosinas y miosinas. In vitro, los 

mioblastos primarios pueden proliferar en múltiples pasajes, y también pueden ser 

inducidos a diferenciarse en miotubos [4]. 

Para cumplir adecuadamente sus funciones y garantizar el mantenimiento 

del músculo esquelético, las CS deben mantener un equilibrio dinámico entre sus 
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diferentes estados celulares, es decir, quiescencia, activación, proliferación, 

autorenovación, compromiso y diferenciación [5, 6, 7, 8, 9].  

Así mismo, el balance entre divisiones simétricas y asimétricas es 

indispensable en la homeostasis del músculo [10]. Los defectos en la regulación 

de las CS o en su nicho da como resultado la pérdida de la regeneración en 

condiciones degenerativas, incluido el envejecimiento. En particular, las CS 

envejecidas pierden su capacidad de mantener la quiescencia (a través del 

aumento del ciclo o la senescencia) y, una vez activadas, su destino celular se ve 

obligado a comprometerse con el linaje miogénico en lugar de la autorrenovación 

[11]. 

1.3 La regulación de la diferenciación miogénica 
 

La diferenciación miogénica está regulada a nivel epigenético por factores de 

transcripción, enzimas modificadoras de histonas, variantes de histonas y factores 

remodeladores de cromatina. Los MRFs, son miembros de la familia de factores 

de transcripción que controlan la determinación y diferenciación de las células del 

músculo esquelético durante la embriogénesis y miogénesis postnatal. MyoD, 

Myf5, Myog y MRF4 son miembros de esta familia y determinan de forma 

jerárquica el establecimiento del linaje muscular, así como el mantenimiento del 

fenotipo miogénico terminal. 

 

Los MRFs actúan en múltiples puntos en el linaje muscular para establecer 

cooperativamente el fenotipo del músculo esquelético. Esto sucede a través de la 

regulación de la proliferación y la detención irreversible del ciclo celular de las 

células precursoras, seguido de una activación regulada de genes sarcoméricos y 

estructurales del músculo para facilitar la diferenciación y el ensamblaje del 

aparato contráctil [12].  

 

El factor transcripcional Pax7 es un marcador bioquímico específico de las 

CS. Se ha demostrado que Pax7 ES prescindible para la especificación de CS 

durante la embriogénesis, pero es esencial para mantener la proliferación, 
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supervivencia e identidad de las CS en la etapa postnatal. Este regulador 

transcripcional previene la diferenciación hasta que es regulado a la baja, por lo 

tanto, su expresión continua es esencial para mantener CS quiescentes [13], 

mientras que regula genes blanco involucrados en la proliferación celular [14, 15]. 

Uno de sus blancos directos es el MRF Myf5.  

 

 Myf5 a su vez, induce la expresión del factor MyoD en un estadio más 

avanzado de la miogénesis, evento que significa el compromiso celular irreversible  

al programa terminal de diferenciación para generar mioblastos, los cuales 

proliferan dando lugar a los progenitores miogénicos necesarios para la 

regeneración. En este estadio, la expresión del factor transcripcional Pax7 

disminuye y los MRFs Miogenina y MRF4 inducen la expresión de genes de 

diferenciación terminal y proteínas estructurales que permitirán la funcionalidad de 

la miofibrilla madura [16]. 

 

1.4 El músculo esquelético está conformado por distintos tipos de fibras musculares 
con características fisiológicas propias. 
 

Además de sus funciones en la motilidad, el músculo esquelético desempeña un 

papel central en el control del metabolismo de todo el cuerpo. Estas funciones son 

controladas mediante vías de señalización que permiten que las fibras musculares 

respondan a las demandas metabólicas y funcionales del organismo [17]. La 

heterogeneidad del músculo esquelético humano se ilustra por la variabilidad 

significativa en los fenotipos bioquímicos, mecánicos y metabólicos de las fibras 

musculares que lo conforman. Por lo tanto, la diversidad de propiedades 

fisiológicas puede permitir la participación del músculo esquelético en actividades 

con diversas demandas metabólicas y mecánicas. 

 

El músculo esquelético se compone de fibras musculares heterogéneas con 

respecto al tamaño, el metabolismo y la función contráctil [18]. Esta diversidad 

permite que diferentes grupos musculares proporcionen una variedad de 

propiedades funcionales. Las miofibras se clasifican sobre la base de la expresión 
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específica de isoformas de la cadena pesada de miosina (MyHC) en fibras tipo I, 

tipo IIa, tipo IId / x y tipo IIb [19, 20]. 

 

Las fibras tipo I, también llamadas fibras de contracción lenta expresan la 

cadena pesada de miosina tipo 1 (MyHCI), su gen específico es el MYH7, son 

ricas en mitocondrias, exhiben un metabolismo oxidativo, tienen una baja 

velocidad de acortamiento y una alta resistencia a la fatiga. Este tipo de fibras son 

necesarias para movimientos que requieren resistencia, como, por ejemplo, el 

mantenimiento de la postura. 

 

Por otro lado, las fibras tipo II pueden expresar las cadenas pesadas de 

miosina MyHCIIA, MyHCIIX o MyHCIIB y sus genes específicos son MYH2, MYH1 

y MYH4, respectivamente. Este tipo de fibras son denominadas de contracción 

rápida y presentan un menor contenido mitocondrial que las de contracción lenta, 

así como una menor resistencia a la fatiga. Este tipo de fibras son necesarias para 

los movimientos que involucran fuerza y velocidad. Se ha reportado que estas 

fibras se pueden transformar y remodelar en respuesta a demandas fisiológicas y 

ambientales. Por ejemplo, se ha comprobado que el ejercicio físico puede inducir 

cambios en el músculo esquelético al transformar las miofibras en un metabolismo 

oxidativo aumentado e induce transiciones de tipo fibra de tipo IIb → tipo IId / x → 

tipo IIa → tipo I [21]. 

 

La figura 2 es una representación de un corte transversal de 2 tipos de 

músculo localizados en la pierna del ratón; el músculo Soleus que es de 

contracción lenta, está enriquecido con fibras tipo 1 y fibras tipo 2A, mientras que 

el músculo Extensor digitorum longus (EDL) que es de contracción rápida que está 

enriquecido por fibras tipo 2A, pero también 2X y tipo 2B [22]. 
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Figura 2. Ilustración de los tipos de músculo en ratón (Talbot et al., 2016). 
 

 

Se ha reportado que el porcentaje de los distintos tipos de fibras presentes 

en el músculo de contracción lenta Soleus en ratón es: tipo I 37.42%, tipo IIA 

38.62%, tipo IIAD 18.74% y tipo IID %5.69. Por otro lado, el porcentaje de fibras 

en el músculo de contracción rápida EDL es: tipo I 0.44%, tipo IC/IIC 3.05%, tipo 

IIA 0.46%, tipo IIAD 7.56%, tipo IID 0.46%, tipo IIDB 21.48% y tipo IIB 66.01% [23]. 

 

En la siguiente figura se resumen las características fisiológicas de los principales 

tipos de fibras musculares. 
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Figura 3. Características de los tipos de fibras musculares (Modificado de Talbot et al., 
2016) 

 
1.5 Existen enfermedades relacionadas con el músculo esquelético que afectan 
selectivamente a cierto tipo de fibras musculares 

 

Para cumplir con las demandas físicas y el recambio de tejidos, el músculo 

esquelético se remodela y repara dinámicamente a lo largo de la vida [24]. Como 

se mencionó anteriormente, se requiere un equilibrio estrictamente regulado entre 

la autorrenovación y la diferenciación para apoyar el crecimiento y la regeneración 

del músculo esquelético [25]. Sin embargo, en enfermedades de desgaste 

muscular, como la distrofia muscular de Duchenne (DMD), un número reducido de 

divisiones asimétricas de células madre musculares conduce a una tasa reducida 

de generación de células progenitoras miogénicas y degeneración muscular 

severa [26]. 

 

En el caso de la DMD el diafragma y los músculos extensores de la 

extremidad proximal se afectan gravemente [27]. La razón de esto no se conoce, 

pero se podría suponer que las propiedades intrínsecas de los diferentes 

músculos pueden determinar su susceptibilidad a diversas afecciones patológicas. 
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Sin embargo, el conocimiento del perfil transcripcional de diferentes músculos en 

condiciones patológicas o posibles intervenciones para modificarlo como resultado 

de tratamientos farmacológicos es desconocido en gran medida.  

 

Se ha observado que hay enfermedades relacionadas con el músculo 

esquelético que afectan selectivamente a cierto tipo de fibras musculares. Entre 

dichas enfermedades se encuentran las miopatías hereditarias, enfermedades 

metabólicas sistémicas y trastornos cardiovasculares comunes. Por ejemplo, en el 

caso de la DMD que causa una degeneración muscular severa, se ha observado 

que las fibras tipo 2 de contracción rápida se ven preferentemente afectadas tanto 

estructural como funcionalmente [28, 29]. 

 

Por otro lado, una de las alteraciones más notables y debilitantes asociadas 

con la edad avanzada es la pérdida progresiva de masa y fuerza del músculo 

esquelético, una condición conocida como sarcopenia [30]. Esta pérdida de masa 

muscular y fuerza junto con el aumento de grasa corporal durante el 

envejecimiento se producen en parte como consecuencia de cambios metabólicos 

asociados con un estilo de vida inactivo [31]. Se ha identificado que esta condición 

reduce selectivamente el tamaño de las fibras tipo 2 de contracción rápida y les 

confiere una mayor atrofia que a otro tipo de fibras.  

 

En el caso de la diabetes tipo 2, la alteración de la transducción de la señal 

de insulina [32] y los defectos en el tráfico de GLUT4 [33] están asociados con la 

resistencia a la insulina del músculo esquelético en individuos con este 

padecimiento.  

 

Además, se ha observado que ciertas diferencias en el tipo de fibra afectan 

la vía de transducción de señales de insulina; en el músculo esquelético humano, 

el transporte de glucosa estimulada por insulina se correlaciona directamente con 

el porcentaje de fibras musculares de contracción lenta, lo que sugiere que una 

población reducida de miofibras del músculo esquelético tipo I puede ser un 
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elemento importante en el desarrollo de resistencia a insulina [34]. De hecho, el 

músculo esquelético oxidativo de contracción lenta tiene una mayor capacidad de 

unión a la insulina, así como una mayor actividad de la quinasa del receptor de 

insulina y la autofosforilación en comparación con el músculo esquelético 

glucolítico de contracción rápida [35]. 

 

Las alteraciones metabólicas como la resistencia a la insulina y el manejo 

inadecuado de la glucosa propician un incremento en la acumulación de ácidos 

grasos en las fibras musculares, una deficiente función mitocondrial y un 

incremento en las moléculas que inducen estrés oxidativo. Todo ello contribuye a 

que las CS disminuyan su capacidad de regeneración, una condición que se 

exacerba en individuos de edad avanzada. Además, los procesos inflamatorios 

crónicos y otras alteraciones provocadas por enfermedades metabólicas como la 

diabetes mellitus tipo 2, afectan el nicho anatómico en el que residen las CS.  

 

Por otro lado, también se ha observado que ciertas diferencias en la 

composición de la fibra muscular pueden desempeñar un papel clave en la 

susceptibilidad de un individuo a desarrollar obesidad a causa de su dieta. De 

hecho, se ha reportado que el músculo esquelético en individuos obesos exhibe 

una capacidad oxidativa reducida, capacidad glucolítica aumentada, un porcentaje 

disminuido de fibras tipo I de contracción lenta y un incremento en el porcentaje de 

fibras tipo 2 de contracción rápida [36, 37]. 

 

Actualmente la única forma eficaz de aumentar la masa y la fuerza del 

músculo esquelético es realizar ejercicio físico. Sin embargo, los pacientes con 

enfermedades de desgaste muscular o enfermedades relacionadas al músculo 

esquelético no siempre pueden realizar actividad física porque su condición no se 

los permite. Por ello, actualmente se estudian compuestos que tengan efectos 

positivos en el músculo esquelético similares a los que proporciona el hacer 

ejercicio físico. Algunos de los compuestos más estudiados en este ámbito son las 

catequinas.   
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1.6 Las catequinas 
 

Las catequinas son antioxidantes polifenólicos y el término se emplea 

comúnmente para referirse a la familia de los flavonoides [38]. Éstos son una clase 

de compuestos naturales y se pueden encontrar en alimentos como el cacao y el 

té verde, entre otros. Estos compuestos son reconocidos y estudiados por su 

potencial antioxidante y atenuación del estrés oxidativo en el músculo esquelético 

[39]. Los polifenoles son los antioxidantes más abundantes en la dieta humana, 

con una ingesta diaria total diez veces mayor que la de vitamina C y 100 veces 

mayor que la de vitamina E y carotenoides [40]. 

 

Las catequinas incluyen cuatro derivados principales: (-)-Epicatequina (EC), 

(-)-Epicatequina galato (ECG), (-)-epigaloaloquina (EGC) y (-)-epigaloaloquina-3-

galato (EGCG). En la Figura 4 se puede observar la estructura química de estos 

compuestos.  

 

Figura 4. Los cuatro derivados principales de las catequinas (Zheng L et al., 2008). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Flavonoide
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Las catequinas contienen una gran cantidad de grupos hidroxilo fenólicos (-

OH), lo que les confiere varias propiedades químicas únicas, como la unión a 

proteínas, a alcaloides y a polisacáridos. Se ha determinado que esto les confiere 

su actividad antioxidante al reducir la presencia de radicales libres [41]. También 

se ha determinado que estos grupos hidroxilo sirven como donantes de protones y 

aumentan la cantidad de ATP producido por la cadena respiratoria mitocondrial y 

por lo tanto acelera la recuperación de la actividad física [42]. 

 

1.7 La Epicatequina  
 

La Epicatequina es un metabolito secundario prevalente en plantas y uno de los 

polifenoles vegetales más abundantes en la dieta humana [43]. Proviene 

principalmente del té y del cacao [44, 45]. La Epicatequina es reconocida por su 

destacada actividad antioxidante y sus metabolitos existen en el plasma y se 

acumulan en el cerebro, hígado, corazón, intestino, riñón y otros órganos. Este 

compuesto puede desempeñar un papel beneficioso en varios tejidos y órganos 

del cuerpo humano, en especial en el músculo esquelético [46, 47]. 

 

La Figura 5 muestra que la absorción de Epicatequina sucede en el tracto 

digestivo. Cuando este compuesto es liberado de la matriz alimentaria se deriva y 

se vuelve bioaccesible y luego es absorbida por el tracto gastrointestinal (GIT). 

Estas moléculas bioactivas son captadas por las células epiteliales del borde en 

cepillo del intestino delgado mediante el proceso de hidrólisis enzimática que 

libera agliconas que ingresan al enterocito.  

 

El mecanismo que se describe a continuación corresponde al metabolismo 

de la Epicatequina y fue propuesto por Prakash, M et al., en el 2019 [48]. Se cree 

que la absorción adicional de moléculas bioactivas por el enterocito tiene lugar a 

través de la difusión pasiva, pero también a través de la difusión facilitada a través 

de transportadores ABC. Una vez en el enterocito, las agliconas pueden 

conjugarse mediante las enzimas de fase II, dando como resultado formas 
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sulfatadas, metiladas y/o glucuronidadas para formar enzimas conjugadas. 

Algunos de los metabolitos pueden retornar desde el enterocito al lumen intestinal 

por los transportadores MRP2, pero los metabolitos absorbidos que escaparon de 

la conjugación en el enterocito pasan a los hepatocitos a través de la vena porta 

hepática donde tiene lugar la conjugación adicional. Desde el hígado, los 

metabolitos bioactivos se excretan en la circulación sistémica y finalmente se 

excretan como orina o bilis. Algunas de la Epicatequina no absorbida y de las 

moléculas más grandes del intestino delgado llegan al intestino grueso, donde se 

metabolizan en moléculas más pequeñas que se excretan posteriormente en 

forma de heces.  
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Figura 5. El metabolismo de la Epicatequina sucede en el tracto digestivo. (Modificado de 

Prakash, M et al., 2019). 
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En cuanto al receptor de la Epicatequina, el grupo de Moreno-Ulloa et al., 

propusieron que este compuesto estimula la biogénesis mitocondrial en células de 

músculo esquelético vía la activación de GPER (receptor de estrógenos acoplado 

a proteína G) (al menos en parte) [49]. 

A través del uso de mioblastos C2C12 derivados de músculo esquelético de ratón 

diferenciados en miotubos, así como agonistas, antagonistas y siRNAs selectivos 

de GPER, se evidenció la participación de este receptor en la mediación de los 

efectos de la Epicatequina sobre la biogénesis mitocondrial y el crecimiento de 

miotubos. Según la hipótesis de este grupo, la Epicatequina se une al receptor 

GPER y activa a NRF2, un factor nuclear de respiración celular que a su vez 

activa TFAM, un factor de transcripción mitocondrial y de esta forma se promueve 

la biogénesis mitocondrial.  

La siguiente figura muestra el mecanismo propuesto de la estimulación de la 

biogénesis mitocondrial inducida por la Epicatequina en miotubos C2C12. G-36 se 

refiere al antagonista de GPER o siRNA que utilizaron en este trabajo.  
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Figura 6. Mecanismo propuesto de la estimulación de la biogénesis mitocondrial inducida 

por la Epicatequina en miotubos C2C12 (Modificado de Moreno-Ulloa et al., 2018) 

 

Estos resultados son de gran relevancia ya que proporcionan evidencia de 

cómo la Epicatequina impacta favorablemente en la función de músculo 

esquelético (es decir, aumenta la resistencia a la fatiga y la capacidad oxidativa). 

No obstante, los resultados in vitro requieren una mayor validación in vivo para 

respaldar la participación de GPER en la mediación de los efectos de la 

Epicatequina. 

1.7 La Epicatequina es la catequina que presenta el mayor número de efectos 
positivos en el músculo esquelético 
 

En comparación con otros flavonoides, la existencia de epigallato e hidroxilo, así 

como el número y la posición de los dobles enlaces, contribuyen a las propiedades 

farmacológicas únicas de la Epicatequina [50]. La siguiente tabla resume algunos 

de los efectos de las catequinas en el músculo esquelético, donde Epicatequina: 

EC, Epicatequina galato: ECG, epigaloaloquina: EGC y epigaloaloquina-3-galato: 
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EGCG. Como se puede observar la Epicatequina es la catequina que presenta 

más efectos positivos en este órgano [51]. 

 

Tabla 1. Comparación de los diferentes efectos de las catequinas en el músculo 
esquelético (modificado de Penghui Li et al., 2019). 

 

Los mecanismos a través de los cuales la Epicatequina beneficia al 

músculo esquelético son en gran medida desconocidos. Sin embargo, se han 

propuesto diversas maneras en las que este compuesto beneficia al músculo 

esquelético las cuales se resumen en la Figura 7 y se describen a continuación. 

 

Hasta ahora se sabe que este compuesto puede promover la diferenciación 

de mioblastos al estimular diversas vías de señalización pro-miogénicas, así como 

mejorar la diferenciación de las células madre musculares [52, 53]. Por un lado, se 

sabe que la miostatina es un inhibidor del crecimiento muscular que 

principalmente promueve la unión de Smad2/3 a MyoD inhibiendo su expresión. 

Esto reduce la diferenciación de mioblastos a miotubos [54]. Se piensa que la 

Epicatequina aumenta la expresión de folistatina, un inhibidor de la miostatina, 

entonces esto impide la inhibición de MyoD y por lo tanto mejora indirectamente la 

diferenciación miogénica [55]. 

 

Ubicación Efecto EC EGC ECG EGCG 
Músculo 
esquelético 

Promoción de la diferenciación de 

mioblastos. 

+ - + + 

Promoción de la biogénesis mitocondrial + - - - 
Mantención de la homeostasis de proteínas + - + + 
Antioxidante y antifatiga + + + + 
Regulación del metabolismo de glucosa + - + + 
Regulación del metabolismo de lípidos - - - + 

Capilares Promoción de la angiogénesis + - - - 
Hueso Estimulación de la formación de huesos - - + + 
Nervio Neuro protección + + + + 



24 
 

Se ha planteado que la Epicatequina es un homólogo estructural de una 

familia de hormonas esteroides activadoras del coactivador del receptor gamma 1-

alfa activado por el proliferador de peroxisomas (PGC1-α) que inducen la 

biogénesis mitocondrial y la regeneración muscular, mejoran la función muscular y 

contribuyen al tratamiento exitoso de la distrofia muscular de Becker [56]. Las 

dietas ricas en Epicatequina estimulan la proliferación de capilares y mitocondrias 

de músculo esquelético en modelos murinos con disfunción muscular congénita y 

se ha planteado que los mecanismos reguladores podrían estar relacionados con 

la fosforilación potenciada por Epicatequina de las vías de la proteína quinasa 

activada por mitógenos (MAPK) 3/6 y p38MAPK y la regulación positiva de 

PGC1α, PGC-1β y marcadores del factor de transcripción mitocondrial A (T-fam). 

Todos estos factores están relacionados con la formación mitocondrial. Además, 

también se planteó que la Epicatequina puede estimular la aparición del factor de 

unión potenciador de miocitos-2A (MEF2A) y el factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF) [57].  

 

Como se observa en la Figura 7 la Epicatequina está compuesta 

estructuralmente por dos anillos aromáticos y un anillo heterocíclico que contiene 

oxígeno. La presencia de múltiples grupos hidroxilo fenólicos contribuye a las 

potentes propiedades antioxidantes de la EC, que pueden eliminar directa o 

indirectamente las especies reactivas de oxígeno (ROS) a través de una reacción 

química entre el hidroxilo y las ROS o mediante la regulación de los compuestos y 

enzimas eliminadores de la vía de las ROS [58]. También se piensa que podría 

inhibir al factor nuclear kappa B (NF-kB), reduciendo así la degradación 

mitocondrial de proteínas por el estrés oxidativo.  
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Figura 7. Efectos de la Epicatequina sobre el músculo esquelético (Diagrama modificado 
de Zhihao et al., 2020) 

1.8 Estudios realizados en ratones y humanos sobre los beneficios de la 
Epicatequina en el músculo esquelético 

 

Se ha demostrado que la Epicatequina provoca una reducción significativa de 

riesgos cardiometabólicos [59]. En un estudio se reportaron los efectos 

beneficiosos del consumo de cacao rico en Epicatequina sobre la biogénesis 

mitocondrial muscular de pacientes adultos mayores con insuficiencia cardíaca y 

diabetes mellitus tipo 2 [60]. Además, se demostró que la administración de este 

compuesto mejora sustancialmente los parámetros del estrés oxidativo en el 

músculo esquelético en un modelo de ratón resistente a insulina [61]. 

 

Así mismo, diversos grupos de investigación han informado que la 

Epicatequina promueve la remodelación mitocondrial, retrasando así la aparición 
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de fatiga [62]. Aunado a esto, estudios recientes han demostrado que puede 

reducir la adiposidad y aumentar la masa magra, así como la densidad mineral 

ósea (DMO) total en la descendencia masculina de ratas obesas [63, 64].  

 

También se ha observado que la Epicatequina tiene el potencial de prevenir 

el desarrollo de miocardiopatía dilatada de origen genético [65] y que tiene efectos 

positivos en la regulación de la homeostasis de la glucosa [66]. 

 

Por otra parte, se ha observado que en ratones de 1 año el tratamiento con 

Epicatequina durante 2 semanas conduce a un aumento del ~ 50% de la 

capacidad de realizar ejercicio acompañada de una mayor capacidad oxidativa del 

músculo esquelético y angiogénesis [67, 68]. Estos resultados demostraron que al 

igual que con el ejercicio, la Epicatequina puede limitar la disminución de la 

función y estructura del músculo esquelético asociada a la edad. 

 

En un estudio reciente [69], se estudió este compuesto como un agente 

reductor del estrés oxidativo al actuar como un regulador positivo de la estructura 

y función mitocondrial y de los sistemas de control de equilibrio redox en músculos 

esqueléticos y cardíacos de ratones distróficos nulos del gen δ-sarcoglicano (δ-

SG). Los ratones silvestres y los ratones nulos de δ-SG fueron tratados con 

Epicatequina (1 mg / kg, dos veces al día) durante 2 semanas. El tratamiento con 

Epicatequina dio como resultado la normalización significativa de la carbonilación 

proteica total, la recuperación de la relación glutatión/glutatión oxidado y una 

mejora en las actividades de la enzima superóxido dismutasa 2, catalasa y citrato 

sintasa. Además, se observó una mejora en la función del músculo esquelético.  

 

En otro estudio se reportaron los efectos de la Epicatequina en ratones y los 

resultados de una prueba inicial en humanos, los niveles de miostatina y de β-

galactosidasa aumentan con el envejecimiento, mientras que la folistatina, MyoD y 

miogenina disminuyen. En el estudio se observó que la Epicatequina disminuye la 

miostatina y la β-galactosidasa y aumenta los niveles de marcadores de 
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crecimiento muscular. Además, el tratamiento durante 7 días con Epicatequina 

aumentó la fuerza de agarre de la mano y la proporción de folistatina / miostatina 

en plasma [70]. Esto demostró que el consumo de cantidades moderadas de 

Epicatequina puede revertir parcialmente los efectos del envejecimiento sobre los 

moduladores del crecimiento/diferenciación muscular. Sin embargo, los 

mecanismos detrás de estas observaciones aún no han sido elucidados. 

 

Debido a numerosos resultados exitosos como los mencionados 

anteriormente, la Epicatequina se ha incluido en el grupo de moléculas naturales 

con efectos que imitan el ejercicio físico y que podrían ser útiles en el tratamiento 

de enfermedades musculares adquiridas o genéticas y patologías metabólicas 

asociadas con el funcionamiento del músculo esquelético [71, 72, 73]. 

 

A pesar de que los efectos beneficiosos de la Epicatequina observados en 

el músculo esquelético son prometedores, su efecto sobre la proliferación y 

diferenciación de células musculares aún es en gran medida desconocido y 

todavía hay varias preguntas sin resolver sobre cómo da pie a estos resultados. 

Algunas de éstas incluyen: ¿Qué mecanismos regulan los efectos positivos de la 

Epicatequina sobre la regeneración y la actividad oxidativa del músculo 

esquelético? ¿La Epicatequina induce cambios en el fenotipo metabólico de la 

fibra muscular? De ser así, ¿depende este cambio del tipo de fibra muscular?, ¿La 

Epicatequina puede modificar la expresión de genes específicos de miosinas en 

los distintos tipos de fibras musculares?  

2. Justificación y alcance del proyecto  
 

Como se describió anteriormente, algunas enfermedades de desgaste muscular o 

que están relacionadas al músculo esquelético como la DMD, la sarcopenia, la 

diabetes tipo 2 y la obesidad afectan preferentemente a ciertos tipos de fibras 

musculares.  
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Aún no está claro por qué ciertas enfermedades musculares afectan 

preferentemente ciertos tipos particulares de fibra. Por lo tanto, comprender los 

efectos específicos del tipo de fibra de estos trastornos musculares, así como 

elucidar las vías de señalización que controlan la remodelación de miofibras puede 

proporcionar información importante sobre las patologías musculares y sus 

posibles tratamientos [74, 75]. 

 

Con base en lo anterior, se ha propuesto que los factores involucrados en 

vías de señalización de remodelación muscular podrían ser blancos terapéuticos 

viables para el tratamiento de este tipo de patologías. De hecho, se ha planteado 

que este tipo de condiciones podrían tratarse cambiando las características del 

tipo de fibra de fenotipos rápidos glicolíticos a lentos oxidativos o viceversa 

dependiendo de la enfermedad [76].  

 

Ante este escenario, resulta evidente la necesidad de estudiar estrategias 

para la modulación farmacológica y dirigida del metabolismo del músculo 

esquelético con fines terapéuticos; tanto para la inducción de progenitores 

destinados a la regeneración como para la inducción del número de células 

troncales disponibles para eventos posteriores a la diferenciación. Por lo tanto, la 

modulación genética y farmacológica de las vías de señalización del músculo 

esquelético a través del uso de nuevos compuestos es una oportunidad 

terapéutica prometedora para el tratamiento de enfermedades musculares [77]. 
 

La Epicatequina tiene numerosos beneficios en el músculo esquelético 

similares a los que proporciona el realizar ejercicio físico. Por ello se ha planteado 

que este compuesto podría funcionar como un coadyuvante en el tratamiento de 

enfermedades relacionadas al músculo esquelético. Sin embargo, aún se 

desconocen en gran medida los mecanismos que regulan dichos efectos. 

Tampoco se sabe si este compuesto puede modificar el fenotipo metabólico de los 

diferentes tipos de fibras musculares o si tiene la capacidad de modificar la 

expresión de genes específicos de miosinas en las miofibras. 
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3. Hipótesis 
 

La administración de Epicatequina en células C2C12 favorecerá su diferenciación. 

También inducirá cambios en la expresión de los genes específicos de miosinas 

tipo 1 (MyHCI) y tipo IIB (MyHCIIB).  

4. Objetivo principal  
 
Determinar el efecto de la Epicatequina sobre los niveles de expresión de 

miosinas tipo I (MyHCI) y tipo IIB (MyHCIIB) del músculo esquelético del ratón. 

5. Objetivos particulares 
 

1. Determinar el efecto de la Epicatequina en la eficiencia de la diferenciación 

en cultivos C2C12. 

2. Determinar si la Epicatequina puede ocasionar un cambio en la expresión 

de genes específicos de miosinas MYH7 tipo I (MyHCI) y MYH4 tipo IIB 

(MyHCIIB) in vitro. 

3. Determinar si la Epicatequina puede ocasionar un cambio en la expresión 

de MYOG y de genes específicos de miosinas MYH7 tipo I (MyHCI) y 

MYH4 tipo IIB (MyHCIIB) in vivo. 
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6. Estrategia experimental general 
 

6.1 Parte in vitro 

6.2 Parte in vivo 
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7. Metodología  
 
1. Cultivo celular (condiciones de crecimiento y diferenciación) 
 

La línea celular empleada en este trabajo fue la C2C12 (ATCC CRL-1772), la cual 

corresponde a una línea celular inmortalizada de mioblastos de ratón. El medio de 

cultivo utilizado para mantener a las células C2C12 en condiciones de proliferación 

fue DMEM: Dulbecco`s Modified Eagle`s Medio) con 4.5 g/L de Glucosa y L-

Glutamina (Santa Cruz Biotechnology™); 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) 

(Biowest™); 1% PSA: Penicilina-Streptomicina-Amfotericina B (10,000 IU/ml) (MP 

Biomedicals™). Las células se mantuvieron en incubación a 37ºC en una 

atmósfera de 5% de CO2. Para inducir la diferenciación, se reemplazó el medio de 

crecimiento con DMEM: Dulbecco`s Modified Eagle`s Medio con 4.5 g/L de 

Glucosa y L-Glutamina (Santa Cruz Biotechnology™); 1% SE: Suero Equino 

(Biowest™); 1% PSA: Penicilina-Streptomicina-Amfotericina B (10,000 IU/ml) (MP 

Biomedicals™). Las células se mantuvieron en incubación a 37ºC en una 

atmósfera de 5% de CO2. 

 

1.1 Sembrado de células 
 

Cuando se alcanzó un 80% de confluencia, se retiró el medio de cultivo mediante 

aspiración y las células fueron lavadas utilizando PBS estéril. Tras la eliminación 

del PBS fue añadida tripsina (1x Tripsin-EDTA, MP Biomedicals™) hasta cubrir la 

superficie de la placa e incubadas por 5 min a 37ºC. Después las células fueron 

recuperadas y centrifugadas a 2000 rpm durante 5 min, se eliminó el 

sobrenadante y las células fueron re-suspendidas en medio de cultivo. Finalmente 

se contaron las células/mL por microscopía y cámara de Neubauer para sembrar 

el número correspondiente de células por pozo.  
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Figura 8. Ensayo de proliferación 

1.2 Determinación del efecto de la epicatequina sobre la proliferación celular 
 

Se sembró un promedio de 125,000 células por pozo en placas de 6 pozos y se 

mantuvieron en condiciones de proliferación. Se esperaron 6 horas hasta que las 

células estuvieran adheridas a las placas. Pasado este tiempo se cambió el medio 

de cultivo por uno que contenía Epicatequina o DMSO a una concentración 20µM. 

Después de 48 horas se realizó un conteo celular mediante microscopía y cámara 

de Neubauer para determinar la cantidad de células por mL. Esta metodología se 

repitió 4 veces en total y se resume en la siguiente figura.  

 

 
 
 

1.3 Determinación del efecto de la epicatequina sobre la diferenciación 
celular 
 

Se sembró un promedio de 125,000 células por pozo en placas de 6 pozos y se 

mantuvieron en condiciones de proliferación. Se esperaron 48 horas y se indujo la 

diferenciación con el medio correspondiente suplementado con Epicatequina o 

DMSO a una concentración 20 µM. Se recolectaron las células cada 24 horas y se 
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Figura 9. Ensayo de diferenciación 

resuspendieron en 1mL de Trizol (Invitrogen™) y conservadas a -80°C. Esta 

metodología re repitió 4 veces en total y se resume en la siguiente figura. 
 

 

2. Ratones y disección de músculos  
 
Se le administró una concentración de Epicatequina o DMSO de 1mg/kg de peso 

vía oral cada 12 horas durante 15 días a 2 grupos experimentales de 3 ratones de 

la cepa 129X1/SvJ. Una vez concluido el período de tratamiento, se realizó la 

disección de los músculos Soleus y EDL de la pierna de los ratones tratados con 

Epicatequina o DMSO, de acuerdo con la metodología descrita por Brun, C et al., 

2017 [78] y que consta de lo siguiente.  

 

Para la disección se sacrificó a cada ratón y se desinfectaron las patas posteriores 

con etanol al 70%. Se colocó al ratón boca arriba sobre una tabla de soporte. Se 

usaron tijeras Iris para cortar la piel alrededor del tobillo y luego se cortó con 

cuidado la piel proximalmente a lo largo de la pierna hasta la rodilla para exponer 

los músculos subyacentes. Después con unas pinzas Iris semicurvadas, se 

levantó y retiró la piel y con ayuda de unas micro pinzas semicurvadas, se retiró la 

fascia que rodea el tibialis anterior (TA), recorriendo la tibia desde el tobillo hasta 

la rodilla. Con ayuda de un aguja y unas tijeras de resorte Cohan-Vannas se hizo 
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visible el músculo a extraer. Luego se extrajo el músculo con unas pinzas Iris 

semicurvadas y se cortó el tendón distal con unas tijeras de resorte Cohan-

Vannas. Este procedimiento se repitió para aislar el músculo de la extremidad 

trasera contralateral. Después de la disección, cada músculo se colocó en un 

eppendorf, se congeló en nitrógeno líquido y se almacenó a -80°C hasta su uso 

(extracción de RNA total). 

 

3. Extracción de RNA total 

 

3.1 Extracción de RNA a partir de células 

Las células que se encontraban resuspendidas en 1mL de Trizol (Invitrogen™) y 

conservadas a -80°C se descongelaron a temperatura ambiente y se 

homogenizaron. Después se centrifugaron a 12,000 g por 10 min, acto seguido se 

recuperó el sobrenadante y se añadieron 200μl de Cloroformo (MERK™) se 

homogenizó, se incubó por 3 min y se centrifugó a 12,000g por 15 min a 4ºC; 

posteriormente se transfirió la fase acuosa a un nuevo tubo y se añadieron 500μl 

de isopropanol (VWR™), se homogenizó, se incubó por 10 min y se centrifugó a 

12,000g por 10 min a 4ºC. Posteriormente se retiró el sobrenadante y la pastilla 

fue resuspendida en 500 μl de una solución de etanol al 75% (Sigma™) y 

centrifugado a 12,000g por 5 min a 4ºC. Por último, se descartó el sobrenadante y 

la pastilla se resuspendió en 100μl de agua libre de RNAsas. Se procedió a la 

cuantificación de los RNAs totales obtenidos con el equipo Nanodrop™. Así 

mismo se verificó su integridad a través de una electroforesis en gel de agarosa al 

1.5% y se tomó la imagen de este con el software ImageLab™.  

3.2 Extracción de RNA partir de tejidos 

A partir de los tejidos disectados se realizó extracción de RNA total por columnas 

con el kit Quick-RNA Miniprep Kit de ZYMO Research™ con base en el protocolo 

que se describe a continuación. 
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Los tejidos se disgregaron con tijeras iris en presencia del tampón RNA Lysis 

Buffer™. Para eliminar los restos de partículas del homogeneizado, se centrifugó y 

se transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo libre de nucleasas. Después se 

transfirió la muestra lisada en buffer de lisis a un filtro Yellow Spin-Away™ en un 

tubo de recolección y se centrifugó a 10,000-16,000 x g durante 30 segundos para 

eliminar la mayor parte del DNA genómico. Al sobrenadante se le agregó 1 

volumen de etanol (95-100%) y se mezcló bien. Luego se transfirió la muestra a 

una columna Zymo-Spin™ IIICG1 (verde) en un tubo de recolección y se 

centrifugó a 10,000-16,000 x g durante 30 segundos. Se desechó el sobrenadante 

y se procedió al tratamiento con DNasa I. Para ello se lavó la columna con 400 µl 

de tampón de lavado de ARN y se centrifugó a 10,000-16,000 x g durante 30 

segundos. Se desechó el sobrenadante y en un tubo libre de nucleasas, se 

añadieron 5 µl de DNasa I, 75 µl de buffer de digestión de DNA y se mezcló. 

Posteriormente se añadió la mezcla directamente a la matriz de la columna y se 

incubó a temperatura ambiente (20-30 °C) durante 15 minutos. Una vez pasado 

este tiempo se agregaron 400 µl de buffer de preparación de RNA a la columna y 

se centrifugó a 10,000-16,000 x g durante 30 segundos y se desechó el 

sobrenadante. Luego se añadieron 700 µl de buffer de lavado de RNA a la 

columna y se centrifugó a 10,000-16,000 x g durante 30 segundos y se desechó el 

sobrenadante. Se añadieron 400 µl de buffer de lavado de RNA y se centrifugó la 

columna a 10,000-16,000 x g durante 1 minuto para asegurar la eliminación 

completa del buffer de lavado. Luego se transfirió la columna a un tubo libre de 

nucleasas y se añadieron 100 µl de agua libre de DNAsas y RNAsas directamente 

a la matriz de la columna y se centrifugó a 10,000-16,000 x g durante 30 

segundos. El RNA se almacenó a -80°C hasta su uso. 

 

4. Síntesis de cDNA 

Se empleó 1 microgramo de los RNAs totales obtenidos a partir de los cultivos y 

tejidos para la síntesis de cDNA mediante retro-transcripción (RT). Para tal efecto, 

por cada muestra, se realizó una mezcla A que contenía: 
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• 1 μl de Oligo dT (500μg/mL) (Invitrogen™)  
• 1 μg de RNA total  
• 1 μl de mezcla de dNTP (2.5 mM de cada dNTP) (Invitrogen™)  
• Agua libre de nucleasas hasta ajustar a 12 μl  

 

Esta mezcla fue calentada a 65ºC por 5 min, posteriormente se colocó en hielo y 

se añadió la mezcla B que contenía:  

 

• 4 μl de Buffer First-Strand 5X (Invitrogen™)  
• 2 μl de DTT (0.1M) (Invitrogen™)  
• 1 μl de Agua libre de nucleasas  

 
La mezcla se incubó en hielo por 2 min y posteriormente se añadió 1 μL de la 

retro-transcriptasa M-MLV RT (200 U/μl) (Invitrogen™). Después se incubó a 37ºC 

durante 50 min y se inactivó la reacción elevando la temperatura a 70ºC por 15 

min. 

 
5. PCR punto final 

Para probar la especificidad de los primers u oligos que se emplearían para 

analizar la expresión de MYOG, MYH7 y MYH4 por PCR tiempo real (RT-qPCR) 

primero se evaluaron mediante PCR punto final. Se utilizó a RPS18 como control 

endógeno. Para este propósito, tras la retro-transcripción se procedió a la 

realización de la amplificación de los cDNAs obtenidos por PCR. Para esto se 

preparó la siguiente mezcla:  

 

• 2.5 μl del Buffer para PCR 10X (Invitrogen™)  
• 0.75 μl de MgCl2 (50mM) (Invitrogen™)  
• 0.1 μl de Taq DNA polimerasa (5 U/μl) (Invitrogen™)  
• 0.5 μl dNTPs (10 mM) (Invitrogen™)  
• 0.75 μl de Primer Forward (10 μM)  
• 0.75 μl del Primer Reverse (10 μM)  
• 2μl (1.100) de cDNA obtenido de la retro-transcripción  
• 17.5 μl de agua libre de nucleasas  

 
Dicha mezcla se sometió a una incubación a 94ºC por 2 min y posteriormente a 33 

ciclos de:  



37 
 

 

• 94ºC por 45 segundos  
• 62ºC por 35 segundos  
• 72ºC por 90 segundos  

 

Posteriormente se sometió a 72ºC por 7 minutos para realizar la extensión final y 

se incubó a 4°C hasta su uso. Los productos de PCR fueron verificados mediante 

electroforesis en gel de agarosa a 1.5%.  

Para determinar que los primers sí eran aptos para su uso en RT-qPCR se hizo 

una curva con diferentes diluciones de cDNA y se determinó que presentaban la 

misma eficiencia sí. Esto para asegurarse que un aumento en la amplificación es 

debido a una mayor expresión y no a una mayor eficiencia de cierto primer en 

comparación con los demás. 

6. PCR tiempo real (RT-qPCR) 

Para analizar la expresión de MYOG, MYH7 y MYH4 se utilizaron los cDNAs 

obtenidos y se empleó a RPS18 como control endógeno. Las secuencias de los 

primers se encuentran en la Tabla 1 de la sección “Anexos”. Las condiciones 

óptimas para la amplificación de cada secuencia fueron previamente establecidas 

utilizando el kit de amplificación PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied 

Biosistems by Thermo Fisher Scientific™) mediante una curva de estandarización. 

Para una reacción de 20 µl se utilizaron 5µl de la mezcla de PowerUp™ SYBR™ 

Green Master Mix (2X), 6µl de cada primer, 2 µl de cDNA y el resto de agua libre 

de nucleasas como lo sugiere el fabricante (Termo Fisher Scientific™). La 

reacción de RT-qPCR se llevó a cabo en un 

equipo StepOne™ Real‐Time PCR System (Applied Biosystems™) con 

incubaciones que incluyeron: un ciclo de 10 min a 95°C y 45 ciclos de: 10 min a 

95°C y 1 min a 60°C. La determinación de la expresión relativa de todos los genes 

analizados por RT-qPCR en este trabajo se llevó a cabo por el método 2-ΔΔCt. Este 

método considera que [79]: 

 

∆Ct = Ct (gen de interés) – Ct (control endógeno) 
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∆∆Ct = ∆Ct (muestra tratada) - ∆Ct (muestra no tratada) 

 

7. Análisis por ImageJ (Fiji™) 
 

Se tomaron fotos en 5 diferentes campos de cada pozo con los cultivos tratados y 

no tratados a los distintos tiempos de diferenciación para evaluar si el tratamiento 

con Epicatequina o DMSO [20 µM] ocasiona cambios en la morfología de los 

cultivos C2C12. Las imágenes obtenidas de los cultivos se analizaron con el 

programa ImageJ (Fiji™) para medir el área de los miotubos y obtener un 

estimado del tamaño de los mismos. Esta metodología re repitió 4 veces en total.  

 

8. Análisis estadístico 
 

Para comparar los niveles de expresión de MYOG, MYH7 y MYH4 entre el grupo 

experimental tratado con Epicatequina y el grupo tratado con DMSO se utilizó una 

prueba de varianza de ANOVA de dos vías ya que se consideran 2 variables, 

tratamiento y tiempo [80]. El análisis estadístico se realizó a través del software 

GraphPad Prism 8™ y se consideró un valor p<0.05 como estadísticamente 

significativo. Esta metodología se llevó a cabo para todos los experimentos de 

este trabajo que consideran tratamiento y distintos tiempos de diferenciación. Para 

los experimentos en donde solamente se considera 1 variable (tratamiento) se 

empleó una prueba de varianza de ANOVA de una vía. 
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8. Resultados 
 

1. Determinación del efecto de la Epicatequina en la proliferación de células 
C2C12. 
 
La siguiente gráfica muestra la proliferación de cultivos C2C12 tratados con 

Epicatequina o con DMSO en una concentración de [20µM]. La proliferación se 

tomó en cuenta como el número de células/mL de los cultivos. Como se puede 

observar en la gráfica, hubo un aumento significativo en la proliferación o 

células/mL de los cultivos tratados con Epicatequina en comparación de los 

cultivos tratados con DMSO. Estos resultados indican que el tratamiento con 

Epicatequina en células C2C12 incrementan su proliferación.  

 
 

 

Figura 10. Conteo de células/mL a partir de cultivos C2C12 tratados con Epicatequina o 
DMSO [20µM]. n=4 
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2. Determinación del efecto de la Epicatequina en la diferenciación de células 
C2C12 

Para determinar en qué momento de la diferenciación era óptimo realizar los 

tratamientos con Epicatequina o DMSO se evaluó el efecto de la Epicatequina en 

la proliferación de cultivos. Al observar un aumento en la proliferación al tratar los 

cultivos con Epicatequina y tomando en cuenta las observaciones hechas en la 

curva de crecimiento de control, se tomó la decisión de iniciar tratamientos desde 

el tiempo cero y durante 72h y no desde la proliferación de mioblastos. Esto para 

asegurar que los cambios observados fueran debido a los efectos de la 

Epicatequina o DMSO a partir de la diferenciación y no por los efectos que este 

compuesto tiene en la proliferación de cultivos C2C12.  

 

Para observar los cambios en la morfología de cultivos C2C12 en respuesta al 

tratamiento con Epicatequina o DMSO [20µM] se realizó la toma de fotografías en 

microscopio de cuatro campos visuales de cultivos C2C12 tratados con 

Epicatequina o DMSO [20µM] a diferentes tiempos de diferenciación (0 horas, 24 

horas, 48 horas, 72 horas y 96 horas). Estas imágenes se muestran en la 

siguiente figura. 
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Figura 11. Fotos de cultivos C2C12 tratados con EC o DMSO [20 µM] a diferentes tiempos 
de diferenciación (0h a 96h). n=4 
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En la columna izquierda podemos visualizar a los cultivos tratados con DMSO y en 

la columna derecha a los que fueron tratados con Epicatequina. Como se puede 

ver a nivel morfológico el tratamiento con Epicatequina [20µM] aumentó la 

proliferación de las células C2C12 además de que favoreció la formación de 

miotubos en número y en tamaño. Esta diferencia se puede apreciar con mayor 

facilidad en los últimos tiempos de diferenciación (48 horas, 72 horas y 96 horas). 

Estos cambios en la morfología en respuesta al tratamiento con Epicatequina 

sugieren que este compuesto tiene un efecto positivo en la diferenciación de 

cultivos C2C12.  

Para determinar si había un cambio en el tamaño de los miotubos en respuesta al 

tratamiento con Epicatequina, las fotografías de los cultivos tomadas de cinco 

diferentes campos visuales se analizaron con el programa ImageJ (Fiji™) para 

medir el área aproximada por cada miotubo seleccionado. Este dato proporciona 

un estimado del tamaño de estos y los resultados obtenidos se muestran a 

continuación. 
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Figura 12. Área de miotubos (µ𝑚𝑚^2) de cultivos C2C12 tratados con Epicatequina o 
DMSO [20µM]. Medición realizada con ImageJ™. n=4 

 

El panel A de la figura 12 representa los diferentes miotubos de los cuales se 

midió el área con el programa ImageJ (Fiji™). Como se muestra en el panel B, el 

área aproximada de los miotubos a las 72h de diferenciación en cultivos tratados 

con Epicatequina [20µM] fue significativamente mayor en comparación con los 

miotubos de los cultivos tratados con DMSO [20µM]. El aumento del área de 

miotubos C2C12 en respuesta al tratamiento con Epicatequina indica que este 

compuesto tiene un efecto positivo en la diferenciación de estas células.  

3. Determinación del efecto de la Epicatequina en la expresión de MYOG en 
células C2C12. 

Para corroborar los cambios morfológicos atribuidos a un efecto de la 

Epicatequina sobre la diferenciación de los cultivos, se evaluó la expresión de 

MYOG en respuesta al tratamiento con Epicatequina o DMSO. Como se mencionó 

en el marco teórico, MYOG es un importante factor de regulación miogénico en el 
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proceso de diferenciación de mioblastos a miotubos y se considera como 

marcador de la diferenciación muscular. Para ello, primero se realizó la extracción 

de RNA total a partir de las células C2C12 tratadas con Epicatequina o DMSO [20 

µM] y cosechadas a los distintos tiempos de diferenciación (24h, 48h y 72h). Se 

procedió a la cuantificación de los RNAs totales obtenidos con el equipo 

Nanodrop™. Así mismo se verificó su integridad a través de una electroforesis en 

gel de agarosa al 1.5% y se tomó la imagen de este con el software ImageLab™ y 

se muestra a continuación. 

 

Figura 13. RNA totales a partir de cultivos tratados con Epicatequina o DMSO [20 µM] a 

diferentes tiempos de diferenciación. 

La Figura 13 corresponde a la imagen de una electroforesis en gel de agarosa al 

1.5% que muestra los RNAs totales obtenidos a partir de los cultivos tratados con 

Epicatequina o DMSO [20 µM] a los distintos tiempos de diferenciación (24h, 48h y 

72h). La primera banda corresponde al RNA ribosomal 28S y la segunda banda al 

RNA ribosomal 18S. Como se puede observar los RNAs totales obtenidos son 

íntegros. 

Después se empleó 1 microgramo de los RNAs totales obtenidos a partir de los 

cultivos tratados con Epicatequina o DMSO [20 µM] a los distintos tiempos de 
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Figura 14. PCR punto final para los genes MYOG y RPS18 (control endógeno). 

diferenciación (24h, 48h y 72h) para la síntesis de cDNA mediante retro-

transcripción (RT). Para probar la especificidad de los primers u oligos que se 

emplearían para analizar la expresión de MYOG por PCR tiempo real (RT-qPCR) 

primero se evaluaron mediante PCR punto final. Se utilizó a RPS18 como control 

endógeno. Para este propósito, tras la retro-transcripción se procedió a la 

realización de la amplificación de los cDNAs obtenidos por PCR. 

 

 

 

 

La Figura 14 corresponde a la imagen de una electroforesis en gel de agarosa al 

1.5% que muestra los productos PCR obtenidos a partir de la amplificación por 

PCR de los cDNAs obtenidos a partir de los cultivos tratados con Epicatequina o 

DMSO [20 µM] a los distintos tiempos de diferenciación (24h, 48h y 72h). Los 

pasos que se siguieron para la obtención de los cDNAs se describen en la primera 

parte de la metodología. Como se puede observar, con los primers utilizados, se 

obtuvo un solo producto de PCR y en el caso del negativo no se observa la 

amplificación de ninguna banda.  
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Para determinar que los primers sí eran aptos para su uso en RT-qPCR se hizo 

una curva con diferentes diluciones de cDNA y se determinó que presentaban la 

misma eficiencia entre sí. Esto para asegurarse que un aumento en la 

amplificación es debido a una mayor expresión y no a una mayor eficiencia de 

cierto primer en comparación con los demás. 

Se emplearon los cDNAs obtenidos a partir de los cultivos tratados con 

Epicatequina o DMSO [20 µM] a los distintos tiempos de diferenciación (24h, 48h y 

72h) para determinar la expresión relativa de MYOG mediante RT-qPCR y el 

método 2-ΔΔCt. El análisis estadístico consistió en una prueba de varianza de 

ANOVA de dos vías. 

La siguiente gráfica muestra la expresión relativa del factor de regulación 

miogénico MYOG en cultivos C2C12 tratados con Epicatequina o DMSO [20µM] a 

diferentes tiempos de diferenciación (24 horas, 48 horas y 72 horas). A las 24 

horas de diferenciación huno una tendencia a la baja de la expresión relativa de 

MYOG en respuesta al tratamiento con Epicatequina. Lo mismo sucedió a las 48 

horas de diferenciación. Por otro lado, a las 72 horas de diferenciación, se puede 

observar una tendencia a la alza en la expresión relativa de MYOG en los cultivos 

tratados con Epicatequina en comparación con los tratados con DMSO. Estos 

resultados sugieren que el tratamiento con Epicatequina podría modificar la 

expresión de MYOG en células C2C12. Sin embargo, estos resultados no son 

considerados estadísticamente significativos debido a que existe una gran 

variación entre las mediciones lo cual incrementa el margen de error de los 

resultados. Esto se puede deber a las repeticiones experimentales, por lo tanto, 

para determinar si realmente existe este efecto o no, se tendrán que realizar un 

mínimo de tres repeticiones en cada experimento. 
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Figura 15. Expresión relativa de MYOG en cultivos C2C12 tratados con Epicatequina o 
DMSO [20µM] a diferentes tiempos de diferenciación. n=2 

 
Con estos ensayos se abordó el objetivo particular número 1, que enuncia: 

Determinar el efecto de la EC en la eficiencia de la diferenciación en cultivos 
C2C12.  

4. Determinación del efecto de la Epicatequina sobre la expresión de MYH7 y 
MYH4 en células C2C12. 

Para determinar si la administración de Epicatequina podía ocasionar un cambio 

en la expresión de genes específicos de miosinas MYH7 que codifica a la miosina 

oxidativa de contracción lenta tipo 1 (MyHCI) y MYH4 que codifica a la miosina 

glicolítica de contracción rápida tipo IIB (MyHCIIB) en un sistema in vitro se 

determinó la expresión relativa de estos genes mediante RT-qPCR y el método 2-

ΔΔCt. El análisis estadístico consistió en una prueba de varianza de ANOVA de dos 

vías. 
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La siguiente gráfica muestra la expresión relativa de MYH7 que codifica a la 

miosina oxidativa de contracción lenta MyHCI o tipo 1 en cultivos C2C12 tratados 

con Epicatequina o DMSO [20µM] a diferentes tiempos de diferenciación (24 

horas, 48 horas y 72 horas). A las 24 horas de diferenciación hubo una tendencia 

a la baja de la expresión relativa de MYH7 en respuesta al tratamiento con 

Epicatequina. Lo mismo sucedió a las 48 horas de diferenciación, pero en una 

proporción menor. Por otro lado, a las 72 horas de diferenciación, se puede 

observar una tendencia a la alza en la expresión relativa de MYH7 en los cultivos 

tratados con Epicatequina en comparación con los tratados con DMSO. Estos 

resultados sugieren que el tratamiento con Epicatequina podría modificar la 

expresión de MYH7 en células C2C12. Sin embargo, para considerar que este 

cambio es estadísticamente significativo, se deberán realizar un mínimo de tres 

repeticiones en cada experimento. 
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Figura 16. Expresión relativa de MYH7 (MyHCI) en cultivos C2C12 tratados con 

Epicatequina o DMSO [20µM] a diferentes tiempos de diferenciación. n=2 

 

La Figura 17 muestra la expresión relativa de MYH4 que codifica a la miosina 

glicolítica de contracción rápida MyHCIIB o tipo 2 en cultivos C2C12 tratados con 

Epicatequina o DMSO [20µM] a diferentes tiempos de diferenciación (24 horas, 48 

horas y 72 horas). A las 24 horas de diferenciación hubo una tendencia a la baja 

de la expresión relativa de MYH4 en respuesta al tratamiento con Epicatequina. Lo 

mismo sucedió a las 48 horas de diferenciación, pero en una proporción menor. 

Por otro lado, a las 72 horas de diferenciación, se puede observar una ligera 

tendencia a la alza en la expresión relativa de MYH7 en los cultivos tratados con 

Epicatequina en comparación con los tratados con DMSO al igual que en el caso 

de MYH4 (Figura 28). Estos resultados sugieren que el tratamiento con 

Epicatequina podría modificar la expresión de MYH4 en células C2C12. Sin 

embargo, para corroborar esta tendencia a la alza se necesitarán realizar más 

experimentos para que se pueda considerar un resultado estadísticamente 

significativo.  
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Figura 17. Expresión relativa de MYH4 (MyHCIIB) en cultivos C2C12 tratados con 
Epicatequina o DMSO [20µM] a diferentes tiempos de diferenciación. n=2 

 

Con estos ensayos se abordó el objetivo particular número 2 que enuncia: 

Determinar si la EC puede ocasionar un cambio en la expresión de genes 
específicos de miosinas MYH7 tipo I (MyHCI) y MYH4 tipo IIB (MyHCIIB) in 
vitro. 

5. Determinación del efecto de la Epicatequina en la expresión de MYOG, 
MYH7 y MYH4 en tejidos del músculo esquelético de ratón 

Para determinar si la administración de Epicatequina podía ocasionar un cambio 

en la expresión de MYOG y genes específicos de miosinas MYH7 y MYH4 en un 

sistema in vivo se determinó la expresión relativa de estos genes mediante RT-

qPCR y el método 2-ΔΔCt. El análisis estadístico consistió en una prueba de 

varianza de ANOVA de una vía. 
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La siguiente gráfica muestra la expresión relativa de MYOG en músculo Soleus de 

ratones a los que se les administró Epicatequina o DMSO [1mg/kg de peso]. Se 

puede observar un incremento en la expresión relativa de MYOG en músculo 

Soleus, enriquecido en fibras de contracción lenta de ratones tratados con 

Epicatequina en comparación de los ratones tratados con DMSO. Como se 

mencionó en la sección de metodología, no se obtuvo el mismo número de RNAs 

totales a partir de los ratones tratados con Epicatequina o DMSO para cada tipo 

de músculo. Debido a esta discrepancia en el número de datos en cada grupo 

experimental, no fue posible llevar a cabo un análisis estadístico pertinente para 

obtener significancia estadística. Se tendrán que realizar repeticiones de este 

experimento para determinar si este cambio observado por la administración de 

Epicatequina es significativo o no.  

 

 

Figura 18. Expresión relativa de MYOG en Soleus de ratones tratados con Epicatequina o 
DMSO [1mg/kg de peso]. n=2 
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La Figura 19 muestra la expresión relativa de MYOG en músculo EDL de ratones 

a los que se les administró Epicatequina o DMSO [1mg/kg de peso]. Se puede 

observar un ligero incremento en la expresión relativa de MYOG en músculo EDL 

enriquecido en fibras de contracción rápida de ratones tratados con Epicatequina 

en comparación de los ratones tratados con DMSO. Este incremento en la 

expresión de MYOG en EDL es menor al que se observó en Soleus (Figura 30). 

Se tendrán que realizar repeticiones de este experimento para determinar si este 

cambio observado por la administración de Epicatequina es significativo o no.  

 

 
 

Figura 19. Expresión relativa de MYOG en EDL de ratones tratados con Epicatequina o 
DMSO [1mg/kg de peso]. n=2 
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En la siguiente gráfica se observa la expresión relativa de MYH7 que codifica a la 

miosina oxidativa de contracción lenta MyHCI o tipo 1 en músculo Soleus de 

ratones a los que se les administró Epicatequina o DMSO [1mg/kg de peso]. Se 

observa que la administración de Epicatequina incrementó la expresión relativa de 

MYH7 en músculo Soleus de ratones tratados con Epicatequina en comparación 

de los ratones tratados con DMSO. Como se menciona en el marco teórico, el 

músculo Soleus es un músculo oxidativo de contracción lenta que está constituido 

en gran parte por fibras que expresan la cadena pesada de miosina MyHCI. Por lo 

tanto, los resultados obtenidos sugieren que la administración de Epicatequina 

induce aún más la expresión de esta miosina en músculo Soleus.  

 

 

Figura 20. Expresión relativa de MYH7 (MyHCI) en Soleus de ratones tratados con 
Epicatequina o DMSO [1mg/kg de peso]. n=2 
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La siguiente gráfica muestra la expresión relativa de MYH4 que codifica a la 

miosina glicolítica de contracción lenta MyHCIIB o tipo 2B en músculo Soleus de 

ratones a los que se les administró Epicatequina o DMSO [1mg/kg de peso]. Se 

observa que la administración de Epicatequina reduce ligeramente la expresión 

relativa de MYH4 en músculo Soleus de ratones tratados con Epicatequina en 

comparación de los ratones tratados con DMSO. Sin embargo, se tendrán que 

realizar repeticiones de este experimento para determinar si este cambio 

observado por la administración de Epicatequina es significativo o no.  

 

 

Figura 21. Cambios en la expresión relativa de MYOG en los músculos Soleus y EDL de 
ratones con Epicatequina o DMSO [1mg/kg de peso]. 
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La Figura 22 muestra la expresión relativa de MYH7 que codifica a la miosina 

oxidativa de contracción lenta MyHCI o tipo I en músculo EDL de ratones a los que 

se les administró Epicatequina o DMSO [1mg/kg de peso]. En este panel podemos 

observar un incremento notable en la expresión relativa de MYH7 en músculo EDL 

de ratones tratados con Epicatequina en comparación de los ratones tratados con 

DMSO. Como ya se mencionó, la miosina tipo I se considera característica del 

músculo Soleus, que es oxidativo de contracción lenta mientras que el músculo 

EDL es de contracción rápida y expresa la miosina tipo IIB. Por lo tanto, estos 

resultados sugieren que la Epicatequina tiene el potencial para inducir la expresión 

de fibras oxidativas de contracción lenta en un músculo glicolítico de contracción 

rápida. Si estos resultados se corroboran más adelante, todo apuntaría a que la 

administración de Epicatequina no solamente puede estimular un cambio de 

metabolismo si no también el recambio de fibras musculares.  

 

 

Figura 22. Expresión relativa de MYH7 (MyHCI) en EDL de ratones tratados con 
Epicatequina o DMSO [1mg/kg de peso]. n=2 
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La Figura 23 muestra la expresión relativa de MYH4 que codifica a la miosina 

glicolítica de contracción rápida MyHCIIB o tipo IIB en ratones a los que se les 

administró Epicatequina o DMSO [1mg/kg de peso]. En este panel podemos 

observar que no existe un cambio en la expresión relativa de MYH4 en músculo 

EDL de ratones tratados con Epicatequina en comparación de los ratones tratados 

con DMSO.  

 

 

Figura 23. Expresión relativa de MYH4 (MyHCIIB) en EDL de ratones tratados con 
Epicatequina o DMSO [1mg/kg de peso]. n=2 

 

 

Con estos ensayos se abordó el objetivo particular número 3, que enuncia: 

Determinar si la EC puede ocasionar un cambio en la expresión de MYOG y 
de genes específicos de miosinas MYH7 tipo I (MyHCI) y MYH4 tipo IIB 
(MyHCIIB) in vivo. 
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9. Discusión 
 

A partir de los resultados obtenidos se observó un aumento significativo en la 

proliferación o células/mL de los cultivos tratados con Epicatequina en 

comparación con los cultivos tratados con DMSO. A nivel morfológico el 

tratamiento con Epicatequina [20µM] aumentó la proliferación de las células 

C2C12 además de que favoreció la formación de miotubos en número y en 

tamaño. Además, el área aproximada de los miotubos a las 72h de diferenciación 

en cultivos tratados con Epicatequina fue significativamente mayor en 

comparación con los miotubos de los cultivos tratados con DMSO. Por otro lado, a 

nivel de marcadores moleculares, a las 72 horas de diferenciación, se observó una 

tendencia a la alza en la expresión relativa de MYOG, un factor de regulación 

miogénico clave en la diferenciación de mioblastos, en los cultivos tratados con 

Epicatequina en comparación con los tratados con el control. Estos cambios 

coinciden con el planteamiento de que este compuesto puede estimular algunas 

vías de señalización pro-miogénicas. Por ejemplo, la Epicatequina aumenta la 

expresión de la folistatina, un inhibidor de miostatina y esto mejora la 

diferenciación de mioblastos y por lo tanto la formación de miotubos. La 

miostatina, es un miembro de la familia del factor de crecimiento transformante 

beta (TGF-β) y puede unirse al receptor ActRIIA/B en la membrana celular, activar 

Smad 2/3 así como su respuesta en cascada, y regular negativamente el 

crecimiento del músculo [81]. En mioblastos, la miostatina puede inhibir la 

expresión de MyoD a través de Smad3, inhibiendo así la diferenciación del 

músculo esquelético [82]. El mecanismo que se ha propuesto a través del cual la 

Epicatequina puede regular al alza la expresión de folistatina es que se une al 

extremo C-terminal de la miostatina e inhibe la interacción entre la miostatina y sus 

receptores posteriores, en consecuencia, inhibiendo la función fisiológica de la 

miostatina [83]. 

Así mismo, el efecto positivo de la Epicatequina en la diferenciación de células 

C2C12 también puede explicarse con el planteamiento de que este compuesto es 

un homólogo estructural de una familia de hormonas esteroides activadoras del 
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coactivador del receptor gamma 1-alfa activado por el proliferador de peroxisomas 

(PGC1-α) que inducen la progresión del linaje miogénico [84]. Los mecanismos 

reguladores involucrados en la proliferación y diferenciación celular podrían estar 

relacionados con la fosforilación potenciada por Epicatequina de las vías de la 

proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK) 3/6 y p38MAPK y la regulación 

positiva de PGC1α, PGC-1β y marcadores del factor de transcripción mitocondrial 

A (T-fam). Además, también se ha planteado que la Epicatequina puede estimular 

la aparición del factor de unión potenciador de miocitos-2A (MEF2A) y el factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF) [85]. Aunque el análisis de expresión de 

MYOG es un experimento que debe repetirse para determinar si este cambio es 

significativo o no, los cambios morfológicos inducidos por la Epicatequina sugieren 

que este compuesto aumenta la eficiencia de la diferenciación de cultivos C2C12.  

En cuanto al cambio en la expresión de genes específicos de miosinas en células 

C2C12, a las 72 horas de diferenciación, se observó una tendencia a la alza en la 

expresión relativa de MYH7 que codifica a la miosina oxidativa de contracción 

lenta tipo I y MYH4 que codifica a la miosina glicolítica de contracción rápida tipo 

IIB en los cultivos tratados con Epicatequina en comparación con los tratados con 

DMSO. Estos resultados sugieren que el tratamiento con este compuesto podría 

modificar la expresión de MYH7 y MYH4 en células C2C12. Estos resultados 

coinciden con el planteamiento de que la Epicatequina induce la diferenciación de 

mioblastos al (1) promover la producción de cadena pesada de miosina (MHC) al 

aumentar la expresión del factor regulador miogénico (MyoD, Myf5, MyoG) y el 

factor potenciador de miocitos 2 (MEF2) [86, 87], regulando así directamente la 

diferenciación de las células C2C12 y (2) mejorando indirectamente el desarrollo 

del músculo esquelético al inhibir la actividad de la miostatina. Los mecanismos a 

través de los cuales la Epicatequina induce la expresión de reguladores 

miogénicos como MYOD, MYOG, MYF5, MYH7 y MYH4 aún no se han dilucidado. 

Sin embargo, se ha planteado que podrían coincidir con las vías que se ven 

afectadas por otra catequina, la Epicatequin galato que se ha visto que induce la 

expresión de factores de regulación miogénicos activando la vía de señalización 
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PI3K/Akt, induciendo así la diferenciación miogénica y promoviendo la 

regeneración muscular [88]. 

En tejidos se observó un incremento en la expresión relativa de MYOG en 

músculo Soleus de contracción lenta de ratones tratados con Epicatequina en 

comparación de los ratones tratados con el DMSO. En el caso del músculo EDL, 

aunque menor, también hubo una tendencia a la alza de la expresión relativa de 

MYOG para el caso de los ratones tratados con Epicatequina. Por otro lado, la 

administración de este compuesto aumentó la expresión relativa de MYH7 en 

músculo Soleus y no cambió la expresión de MYH4 en Soleus o EDL. Por último, 

el cambio más importante que se observó fue que la administración de 

Epicatequina aumentó notablemente la expresión relativa de MYH7 en músculo 

EDL de ratones tratados con Epicatequina en comparación de los ratones tratados 

con DMSO. Como ya se mencionó, la miosina tipo I se considera característica del 

músculo Soleus, que es oxidativo de contracción lenta mientras que el músculo 

EDL es de contracción rápida y expresa la miosina tipo IIB. Por lo tanto, estos 

resultados sugieren que la Epicatequina tiene el potencial para inducir la expresión 

de fibras oxidativas de contracción lenta en un músculo glicolítico de contracción 

rápida. Si estos resultados se corroboran más adelante, todo apuntaría a que la 

administración de Epicatequina no solamente puede estimular un cambio de 

metabolismo si no también el recambio de fibras musculares. Se ha planteado que 

el metabolismo de esta catequina tanto en modelos murinos como en humanos es 

a través del tracto gastrointestinal. La recuperación combinada de Epicatequina en 

la orina y las heces representa el 95 ± 1% de la ingesta, de la cual el 78% se 

absorbe en el tracto gastrointestinal y luego se elimina rápidamente del sistema 

circulatorio a través de los riñones [89]. Esta catequina es estable durante el 

tránsito gástrico cuando se toma por vía oral. Después de la absorción intestinal, 

la mayoría de las epicatequinas se metabolizan rápidamente por las células 

intestinales y los hepatocitos, lo que da como resultado una acidificación 

glucurónica y una metilación parcial [90, 91]. Los ensayos clínicos han demostrado 

que la vida media y el metabolismo de la Epicatequina es muy heterogénea en 

diferentes individuos, y la biodisponibilidad es menor que la de la vitamina C y la 
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vitamina E [92, 93]. El mecanismo del metabolismo de la Epicatequina in vivo es 

complejo e involucra no solo los propios mecanismos metabólicos del cuerpo, sino 

también el metabolismo de los microorganismos intestinales [94]. El análisis de los 

mecanismos metabólicos será el método principal para estudiar la base de la 

biodisponibilidad de la Epicatequina así como sus desconocidos mecanismos. Al 

tomar en cuenta estos datos, se puede sugerir que el metabolismo de la 

Epicatequina podría influir en la diferencia de efectos observados in vitro vs. in 

vivo en este trabajo. 

Los experimentos tanto in vitro como in vivo han confirmado que la Epicatequina 

tiene efectos positivos sobre células musculares C2C12 y sobre el músculo 

esquelético de ratón. Por lo tanto, estos resultados sugieren que este compuesto 

puede aumentar la fuerza muscular y retrasar la aparición de la atrofia muscular 

causada por el envejecimiento y las enfermedades relacionadas al músculo 

esquelético. Aunque los mecanismos a través de los cuales esta catequina causa 

estos efectos en el músculo esquelético no se han aclarado por completo, se 

puede concluir una vez más que la Epicatequina podría fungir como un 

suplemento nutricional dietéticos prometedor para mantener la homeostasis 

muscular y combatir la atrofia muscular por desuso. Se podría desarrollar su uso 

con el fin de prevenir, reducir, retrasar e incluso tratar los trastornos relacionados 

con el músculo esquelético causados por el envejecimiento y las enfermedades en 

humanos y animales mediante la suplementación de este compuesto en la dieta. 
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10. Perspectivas futuras 
 

Como perspectivas futuras se plantea aumentar el tamaño de grupo de ratones, 

así como de experimentos y repeticiones para obtener resultados 

estadísticamente significativos. Así mismo, se sugiere realizar 

inmunofluorescencias a cultivos C2C12 tratados con Epicatequina o DMSO [20µM] 

con anticuerpos específicos a MyHCI y MyHCIIB para obtener datos como el 

índice de fusión. Estas inmunofluorescencias también podrían emplearse para 

contar la cantidad de núcleos en una fibra para complementar los resultados 

positivos de la Epicatequina en la eficiencia de la diferenciación que se elucidaron 

en este trabajo. Posteriormente se podrían confirmar los datos de las 

inmunofluorescencias en secciones de tejido Soleus y EDL. De igual manera se 

podría determinar el efecto del tratamiento en la expresión relativa del factor 

regulación miogénico MYOD en un sistema in vitro e in vivo 
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11. Conclusiones 
 

En este trabajo se comprobó que la Epicatequina en una concentración de [20µM] 

aumenta la proliferación de las células C2C12 de manera significativa. Además, se 

determinó que la Epicatequina tiene un efecto positivo en la eficiencia de la 

diferenciación de células C2C12. A nivel morfológico aumentó el número y el área 

de miotubos. A nivel de marcadores moleculares, incrementó la expresión relativa 

de MYOG a las 72h. En el caso de los genes específicos de miosinas, este 

compuesto indujo la expresión relativa de MYH7 (MyHCI o tipo I) y MYH4 

(MyHCIIB o tipo IIB) en cultivos C2C12 a las 72h de diferenciación. Se necesitarán 

más repeticiones de estos experimentos para corroborar este efecto. En el caso 

de tejidos, la administración de Epicatequina vía oral en una concentración de 

[1mg/kg] incrementó la expresión relativa de MYOG MYH7 en los músculos Soleus 

y EDL. También aumentó la expresión de MYH7 en Soleus y no cambió la 

expresión de MYH4 ni en Soleus ni en EDL. Incrementó notoriamente la expresión 

relativa de MYH7 (MyHCI o tipo I) en EDL. Esto sugiere que EC favorece la 

expresión de fibras de contracción lenta en un músculo de contracción rápida y 

probablemente tiene el potencial para cambiar un metabolismo glicolítico a 

oxidativo. El metabolismo de la EC podría influir en la diferencia de efectos 

observados in vitro vs. in vivo. 
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11. Anexos 
 

Tabla 2. Lista de primers. 

Primers Secuencia 

mRps18 Forward AACGGTCTAGACAACAAGCTG 
Reverse AGTGGTCTTGGTGTGCTGAC 

Myog Forward CAGTGAATGCAACTCCCACA 
Reverse GAGCAAATGATCTCCTGGGTT 

MyHCI Forward ACCTACTCGGGCCTCTTCTGC 
Reverse AGGGGCCTCGCTCCTCTTCTT 

MyhIIb Forward TCAATGAGATGGAGATCCAGCTGAAC 

Reverse GTCCAGGTGCAGCTGTGTGTCCTTC 
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