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Abstract 
The appearance of non-coding RNAs has added new control elements to biological 

phenomena: Within this group we can find the long non-coding, transcripts that share the 

characteristic of having a length greater than 200 nucleotides and perform a diverse class of 

functions. In this work we present the determination of the presence of two transcripts by end-

point PCR in mouse muscle cells and their subsequent characterization by RACE, as well as an 

evaluation of their possible functions in the muscle differentiation process using informatic tools. 

Resumen 
La aparición de los RNA no codificantes ha agregado nuevos elementos de control a los 

fenómenos biológicos: Dentro de este grupo podemos encontrar a los largos no codificantes, 

transcritos que comparten la característica de tener una longitud mayor a 200 nucleótidos y realizan 

una diversa clase de funciones. En este trabajo presentamos la determinación de la presencia de 

dos transcritos por medio de PCR de punto final en células musculares de ratón y su posterior 

caracterización por medio de RACE, así como una evaluación de sus posibles funciones en el 

proceso de diferenciación muscular mediante herramientas informáticas. 
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Introducción 
El movimiento existe dentro de la vida de los seres en este plantea y condiciona diversos 

aspectos de su interacción con su medio, inclusive a nosotros los humanos, acciones que 

consideramos tan básicas como el respirar, comer o desplazarnos son generadas a partir del 

movimiento mediante los músculos. Los músculos son un tejido blando especializado en la 

conversión de energía química a mecánica mediante el acortamiento de sus fibras, con lo cual 

permiten la realización de diversas funciones dentro del organismo, como el mantenimiento 

postural, la circulación sanguínea, el movimiento intestinal, entre otros. Dentro de los vertebrados 

se reconocen tres tipos musculares, el musculo esquelético cuya función principal es realizar 

movimientos voluntarios y mantener la postura, mientras que el musculo liso se encuentra 

íntimamente ligado a las paredes de órganos o estructuras y se encarga principalmente de 

movimientos inconscientes, y finalmente, el musculo cardiaco el cual a pesar de compartir 

características comunes con el musculo esquelético, se diferencia en presentar movimientos 

inconscientes además de presentar un acople de excitación-contracción que permite su contracción 

rítmica y constante hasta el final de la vida. Es así, como su uso diario, aunado a diversas patologías 

y daño llevan a la degradación de los músculos, por lo cual se requieren procesos de diferenciación 

celular para la regeneración y mantenimiento de las fibras. A pesar de los avances en los últimos 

30 años, empezando por el descubrimiento del primer factor de trans-diferenciación celular, la 

aparición de nuevos elementos de control sobre los fenómenos biológicos como son los RNA no 

codificantes que debido a sus características químicas presentan una gran variedad de funciones. 

Es por ello por lo que en este trabajo evaluamos y caracterizamos dos candidatos de RNA no 

codificantes seleccionados de resultados obtenidos previamente por nuestro laboratorio en base a 

características reportadas en trabajos previos, además de especular acerca del papel que 

desempeñan el en proceso de diferenciación muscular. 
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Antecedentes 

El músculo esquelético 

Dentro de los diversos tipos musculares se encuentra el esquelético, siendo el órgano más 

abundante, constituyendo alrededor del 35% del peso de un organismo adulto (Janssen et al., 

2000). Su integridad condiciona múltiples aspectos del funcionamiento del organismo; desde el 

mantenimiento postural, la transducción de fuerza y el movimiento, hasta la regulación de procesos 

metabólicos que permiten el mantenimiento de un estado energético adecuado (Ghamkhar & 

Kahlaee, 2019; Hood et al., 2019). 

El músculo esquelético está compuesto por grupos de fascículos encapsulados por matriz 

extracelular, los cuales contienen haces de fibras musculares multinucleadas organizadas de forma 

lineal para la transformación eficiente de energía química en energía mecánica. Esto provoca el 

acortamiento de la longitud de las fibras generando fuerza para la realización de trabajo mecánico, 

el cual se traduce funcionalmente en movimiento (Brooks, 2003). Además de un citoesqueleto 

especializado también requiere una alta vascularización e inervación, que, junto con componentes 

de la maquinaria regulatoria y metabólica, permiten la producción energética adecuada y un estado 

de homeostasis para el individuo (Mukund & Subramaniam, 2020). La perturbación de este 

sistema suele resultar en el deterioro de la masa y la actividad muscular, principalmente por la 

pérdida de fibras, lo cual reduce la capacidad motriz e inclusive puede comprometer la vida el 

individuo (Cohen et al., 2014). 

La capacidad de regeneración es una propiedad característica del músculo esquelético en 

la etapa adulta, la cual depende en su mayoría de la presencia y funcionalidad de células troncales 

músculo-específicas descendientes de células embrionarias PAX-3+/PAX-7+, denominadas 

células satélite (Kassar-Duchossoy et al., 2005; Relaix et al., 2005), las cuales tras un estímulo del 

medio entran al programa de diferenciación muscular, mediado principalmente por los Factores 

Reguladores Miogénicos (MRFs), proteínas pertenecientes a la clase II de los factores de 

transcripción Hélice-bucle-hélice, uniéndose preferentemente en Cajas E (CANNTG) (Rudnicki 

& Jaenisch, 1995), siendo el más conocido MyoD, el cual es también el primer factor 

transcripcional relacionado con la transdiferenciación celular (Lassar, 2017), además 

estableciendo una estructura de cromatina abierta para regular este proceso (Berkes & Tapscott, 

2005); funciones similares son llevadas a cabos por otros miembros de esta familia como MyoG, 

por lo cual su presencia es requerida para la activación, proliferación, diferenciación y 
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mantenimiento de las poblaciones de células musculares (Ganassi et al., 2018; Meadows et al., 

2008). Las células satélite se ubican entre la membrana de las fibras musculares y su matriz 

extracelular, las cuales se encuentran en estado quiescente con bajos niveles metabólicos y 

transcripcionales, hasta la aparición del estímulo de activación, que lleva a las células satélite a 

migrar al sitio donde son requeridas para proliferar y diferenciarse, además de autorrenovarse para 

reestablecer el reservorio de células satélite para eventos posteriores de regeneración (Forcina et 

al., 2019; LaBarge & Blau, 2013; Mashinchian et al., 2018; Tierney & Sacco, 2016; Verdijk et al., 

2014; W. Yang & Hu, 2018). 

 

Figura 1 Representación esquemática de una fibra muscular. 
Obtenida de (Mukund & Subramaniam, 2020) 

Las células satélite en estado quiescente se caracterizan principalmente por la expresión 

del factor transcripcional Pax-7 y ausencia de MyoD y MyoG (Relaix et al., 2006), siendo Pax-7 

el principal factor de transcripción para el mantenimiento de la quiescencia a través de diversas 

vías de señalización como NOTCH y WNT (Bjornson et al., 2012; Olguin & Olwin, 2004; 

Oustanina et al., 2004). Tras una señal de activación controlada por diversas moléculas como el 
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factor de crecimiento hepático, el factor de necrosis tumoral alfa o el óxido nítrico sobre las células 

satélite se desencadena la expresión rápida de Myf-5 promoviendo proliferación (S. E. Chen et al., 

2007; J. Li et al., 2009; Sheehan et al., 2000; Tatsumi et al., 2002; Van Mater et al., 2015), seguido 

de la expresión de MyoD, iniciando la cascada transcripcional que marca el ingreso irreversible al 

programa de diferenciación muscular, autorregulando su propia expresión, seguido de la inducción 

la expresión de MyoG, con la cual Myf-5 disminuye sus niveles, lo cual coincide con la salida del 

ciclo celular (Deato et al., 2008; Hu et al., 2008). La presencia de MyoD y MyoG llevan a la 

expresión de MRF-4 junto con otros genes como Mef-2 que permiten la formación de las fibras 

multinucleadas (Black et al., 1998; Hinterberger et al., 1991). Una vez completamente 

desarrolladas las fibras musculares solamente predomina la expresión de MRf-4 para el 

mantenimiento de los genes estructurales (Moretti et al., 2016). 

 

Figura 2 Representación esquemática del proceso de diferenciación muscular. 
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Una vez terminado el programa de diferenciación muscular tenemos como resultado fibras 

musculares maduras de distintas clases, las cuales son determinadas principalmente con la 

isoforma expresada de la Cadena pesada de miosina (MHC), la cual es una proteína hexameríca, 

compuesta de distintas cadenas codificadas por un familia de genes de los cuales se conocen 11 

isoformas, siendo algunas de ellas expresadas de forma específica en ciertos músculos, mientras 

que otras presentan una distribución más amplia. Las fibras musculares pueden contener una sola 

isoforma, denominado a estas fibras puras, o presentar dos o más dando pie a fibras hibridas; dentro 

de las fibras puras tenemos 4 tipos de fibras, “Lenta” a la única perteneciente al Tipo I y “rápidas” 

las tres pertenecientes al tipo II, determinadas principalmente por sus propiedades contráctiles y 

sus requerimientos energéticos, por lo cual, aun cuando todas estas subclases presentan 

características diferentes, es necesario un control sobre la biogénesis mitocondrial que les permita 

llevar a cabo sus funciones de forma correcta (Pette & Staron, 2000; Schiaffino & Reggiani, 2011). 

Las mitocondrias son organelos celulares cuya función principal es la oxidación de 

metabolitos para la obtención de energía en forma química, siendo las reguladoras primarias del 

metabolismo celular siendo su abundancia un marcador directo de la demanda de energía del 

tejido, impactando directamente sobre el metabolismo del individuo. Para la mantención de la 

homeostasis es necesario un equilibrio entre la generación y degradación de mitocondrias, proceso 

que se encuentra regulado en la biogénesis por la familia de factores de transcripción PPAR y la 

familia de receptores ERR, participando también en la determinación del tipo de fibras, mientras 

en el proceso de degradación las metaloproteinasas ATP-23 y HTRA-2 actúan como sensores en 

respuesta al daño causado por el estrés oxidativo, proteínas mal plegadas o daños la cadena de 

transporte de electrones que comprometen la función y estructura de las mitocondrias (Gan et al., 

2018; Hood et al., 2019; Islam et al., 2018; Lee et al., 2017; Ramamoorthy et al., 2015). 

Los factores de transcripción suelen ser los principales reguladores de estos procesos, sin 

embargo, en la última década se han investigado otros mecanismos dentro de los que se incluyen 

modificaciones postraduccionales de histonas, que a través de un código común controlan la 

remodelación de la cromatina, la metilación del DNA y la participación de RNAs no codificantes 

(ncRNAs) encontrados dentro del genoma, los cuales han incrementado su importancia en el 

desarrollo, homeostasis y procesos patológicos. 



 

9 
 

RNAs no codificantes 

En años recientes, la identificación y caracterización de regiones del genoma con capacidad 

de generar transcritos en regiones intergenicas e intrónicas, sentó los precedentes de un nuevo 

nivel de control en los procesos celulares. Se ha reportado que, en mamíferos, la gran mayoría de 

los transcritos corresponden a secuencias de ncRNAs, y únicamente el 2% del total del genoma 

codifica para proteínas (Hatje et al., 2019). Así, un gran número de evidencias han mostrado la 

existencia de ncRNAs cuya participación como reguladores esenciales del funcionamiento celular 

reside en su capacidad intrínseca como ligandos proteínicos, como componentes de complejos 

reguladores de RNAs de doble cadena, como andamios moleculares y como co-factores 

enzimáticos (Derrien et al., 2012; Franchini & Pollard, 2017). 

Estos nuevos elementos de control originalmente se clasifican de acuerdo con su tamaño 

determinado por el número de nucleótidos, como cortos no codificantes y largos no codificantes, 

sin embargo, se definen más clases principalmente por su origen y características dentro de los 

cuales se incluyen los microRNAs (miRNAs), piwi-interacting RNAs, transcription initiation 

RNAs , small nucleolar RNAs , long non-coding RNAs and circular RNAs (Quinn & Chang, 2016). 

En particular, dos clases de ncRNAs han recibido particular atención en los últimos años; 

los miRNAs y los lncRNAs. Su versatilidad funcional les ha conferido propiedades que les 

permiten controlar diversos aspectos de la función celular; desde la regulación de la homeostasis 

de células pluripotenciales hasta el establecimiento de la identidad celular y el proceso de 

diferenciación hacia los diversos tipos celulares del organismo. Con base en este conocimiento, se 

han identificado las redes de regulación mediadas por ncRNAs en diferentes patologías y su 

relevancia como posibles blancos terapéuticos. 

miRNAs  

Los miRNAS son una familia de RNAs pequeños no codificantes que son transcritos por 

la RNA polimerasa II, los cuales requieren un procesamiento para alcanzar su longitud 

característica de 21 a 22 nucleótidos. Se ha propuesto que los miRNAs regulan la expresión de 

aproximadamente el 60% de los genes en mamíferos (Ha & Kim, 2014) a través de su asociación 

con el complejo multiproteico de silenciamiento inducido por RNA (RISC), el miRNA es dirigido 

específicamente a las secuencias 3´-UTR de sus mRNAs blanco para ser degradados e inhibir la 

síntesis de proteínas. Además de tener complementariedad con RNAs mensajeros (mRNAs) 
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blanco, algunos miRNAs tienen la capacidad de reconocer secuencias reguladoras como 

promotores o “enhancers”, propiedad que los sitúa también como mediadores de la actividad 

transcripcional y no únicamente como moduladores post-transcripcionales (Ha & Kim, 2014). 

Reportes dentro de la literatura han establecido un papel funcional de los miRNA dentro 

del proceso de diferenciación muscular, miR-31 ha sido relacionado con la inhibición de Myf5, 

mientras que la Myf5 y MyoD inducen la activación del locus miR-133, el cual previene la 

diferenciación a adipocitos de las CS. Por otra parte, se ha demostrado la participación del miRNA 

1 en el proceso de diferenciación muscular, manteniendo un control sobre la temporalidad de esta 

al inhibir el factor transcripcional YY1, un represor de la miogénesis (S. E. Chen et al., 2007; Crist 

et al., 2012; Huang et al., 2011; Yin et al., 2013; Zhou et al., 2012). 

Asimismo, la culminación del programa de diferenciación muscular está acompañada por 

la formación de fibras musculares con capacidad de contracción (Canepari et al., 2010). La 

identidad de las fibras musculares maduras está definida en gran medida por la composición de 

proteínas tipo miosinas (Myhs). Las Myhs son proteínas motoras que convierten la energía química 

derivada de la hidrólisis de ATP en la fuerza mecánica necesaria para los procesos celulares de 

locomoción, citocinesis y transporte celular y cuya capacidad de contracción determina el tipo de 

metabolismo celular; oxidativo para el caso de las fibras musculares ricas en Miosinas tipo I y 

glicolítico en el caso de las Miosinas tipo II (Dyck et al., 2017; Schiaffino & Reggiani, 2011). 

Trabajos recientes han mostrado que la expresión de miRNAs contenidos en intrones de los 

diferentes genes de Myhs permiten la regulación de genes que inciden en la función muscular. Así, 

los miRNA-208a y 208b son procesados desde un RNA intrónico contenido en los genes Myh6 y 

Myh7, respectivamente; mientras que un tercer miRNA, el 499 es procesado desde un RNA 

intrónico del gen Myh7b. En este contexto, la expresión de Myh-7 y Mhy-7b correlaciona con la 

síntesis de los miRNAS 208b y 499, los cuales inhiben la expresión de los factores 

transcripcionales Sox6, Purb, Sp3 y HP1b, encargados de reprimir la transcripción de Myh-7 y 

Myh-7b. Lo anterior representa un sistema de autorregulación transcripcional que asegura la 

funcionalidad de las fibras musculares en la etapa final de la diferenciación(van Rooij et al., 2009). 

Estos son algunos ejemplos del papel funcional de los miRNA en el proceso de diferenciación 

muscular. 
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Por otra parte, se ha encontrado la presencia de miRNA dentro de las mitocondrias, la cual 

inicialmente se propuso como un reservorio de miRNAs (Kren et al., 2009), posteriores estudios 

demostraron la presencia de diversos MyomiRs dentro de las mitocondrias, inclusive en tejido 

muscular, dentro de los que se encuentran miRNA-133a, miRNA 133b, miRNA-23a, miRNA-206 

y miRNA-1, sin embargo, solo se especuló sobre la función regulatoria de estos en el genoma 

mitocondrial (Bandiera et al., 2011; Barrey et al., 2011). No obstante, ha sido confirmada la 

participación de miRNA-1 con el metabolismo y la diferenciación muscular, incrementando su 

presencia en la mitocondria con la diferenciación de las fibras, inclusive promoviendo la 

transcripción de los genes Cox-1, Nd-1, Cytb, Cox-3 y Atp-8 en asociación con AGO-2 (Zhang et 

al., 2014) 

LncRNAs 

Los RNA largos no codificantes son la clase de transcritos más numerosos y 

funcionalmente distintitos, con la característica primordial de presentar una longitud mayor a 200 

nucleótidos (Derrien et al., 2012), sin embargo comparten características con otros transcritos, 

como los mRNAs al ser transcritos  por la RNA Polimerasa II de loci genómicos con características 

epigenéticas similares (H3K4me3, H3K9ac y H3K27ac) (Guttman et al., 2009). Además, los 

LncRNA también pueden presentar el capuchón en el extremo 5´ (Fejes-Toth et al., 2009), una 

cola de poli-A en el extremo 3´ (Derrien et al., 2012), o ser procesados por la maquinaria de 

Splicing (Chew et al., 2013). Sin embargo, también existen diferencias entre ellos, como la 

posibilidad de ser generados en dirección antisentido a partir de un mismo promotor, encontrarse 

codificados en regiones intronicas de locus, presentar una longitud menor de los LncRNA 

comparados a los mRNAs, menor número de exones de mayor longitud en su loci, la expresión en 

menores niveles, la presencia de marcos de lectura abiertos crípticos para la traducción solo de 

péptidos pequeños secuencias poco conservadas entre especies, entre otros (Gascoigne et al., 2012; 

Sigova et al., 2013). 

Es por ello por lo que debido a sus diferencias y la diversidad de funciones que presentan 

lo que ha fijado la atención sobre ellos para la investigación para describir su participación en los 

procesos biológicos. Por una parte, podemos encontrar estos LncRNA dentro del núcleo, donde 

pueden activar o reprimir la transcripción a través del reclutamiento de factores remodeladores de 

la cromatina, modulando así la actividad de un loci o inclusive u cromosoma entero (Herzing et 

al., 1997), los cuales pueden ser subdivididos en cis, si actúan dentro de la proximidad de sitios de 
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donde se encuentran codificados, o en trans si estos actúan a distancia del sitio donde fueron 

transcritos (Rinn et al., 2007; Yap et al., 2010); También podemos encontrar los RNA 

potenciadores (eRNA), los cuales se encuentran codificados principalmente en regiones 

potenciadoras extragénicas los cuales al ser transcritos promueven también la transcripción de 

diversos genes (Ding et al., 2018; Yap et al., 2010), además, podemos encontrar estos LncRNA 

participando en eventos de splicing para guiar la aparición de isoformas especificas regulando así 

diversas etapas de la producción y procesamiento de los mRNA (Romero-Barrios et al., 2018) . 

Por otra parte, también podemos encontrar estos LncRNA regulando la estructura del núcleo 

modificando las interacciones cromosomales, o actuando como andamios para la formación y 

regulación de sub-organelos (Hacisuleyman et al., 2014; Naganuma et al., 2012). Asimismo, la 

participación en los procesos de regulación de mRNAs por parte de estos LncRNA es descrita 

principalmente mediante la regulación de su decaimiento competidores endógenos (ceRNA) los 

cuales regulan tanto la traducción como la degradación secuestrando miRNAs para modular su 

naturaleza represiva dirigida contra los mRNA o interactuando directamente con los transcritos, 

sin embargo estos pueden competir por blancos más diversos, además de encontrar otros 

competidores endógenos no pertenecientes a los LncRNA (Ala, 2020; Kumar et al., 2014; Tay et 

al., 2014; J. Yang et al., 2014).  

 

Figura 3 Representación esquemática de las principales funciones de LncRNA. 
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En años recientes estas funciones antes descritas han sido ampliamente estudiadas en los 

procesos de diferenciación celular, participando en músculos como reguladores de la proliferación, 

diferenciación y mantenimiento del tejido muscular; uno de los principales blancos a ser regulado 

en tiempo y espacio es miR-125, el cual participa en la regulación de los transcritos de otros 

factores claves en este proceso, siendo Lnc-231 el encargado de secuestrar a miR-125a en 

mioblastos para permitir su proliferación y fusión mediante la sobre expresión del factor E2F3, sin 

embargo, su sobre expresión inhibe la diferenciación a miotubos por mecanismos aun no 

determinados (R. Li et al., 2020); Por otra parte, la variante miR-125b es secuestrada  para evitar 

su actividad represora sobre los mRNA mensajeros de los factores de transcripción IGF2 y Smad7 

por los transcritos Linc-smad7 y Lnc-mg para promover la diferenciación a miotubos (Song et al., 

2018); Bajo el mismo mecanismo, linc-MD1, el cual a pesar de estar codificado en el mismo loci 

genomico que contiene también a los miR-206 y miR-133b se transcribe de forma independiente 

en la etapa de diferenciación, secuestrando a miR-135 y 133b para evitar que repriman a sus 

blancos, MEF2C y MAML1, respectivamente, para de esta forma promover la transición de las 

células musculares (Cesana et al., 2011); finalmente, LncRNA AK017368 ha demostrado regular 

la proliferación y suprimir la diferenciación al secuestrar a miR-30, promoviendo la expresión de 

Tnrc6a, proteína relacionada con el splicing alternativo (Liang et al., 2018). 

De igual manera, se han clasificado más LncRNA con participación en los procesos de 

diferenciación muscular que regulan este fenómeno de forma distinta, Linc-RAM actúa como 

andamio molecular asociándose directamente con MyoD, interacción requerida para la formación 

del complejo MyoD-Baf60c-Brg1 el cual promueve la transcripción de genes miogénicos mediante 

la interacción con remodeladores de la cromatina como SWI/SNF (Yu et al., 2017); Asimismo, 

Neat1 recluta a Ezh2 para remodelar la cromatina incrementando los niveles de H3k27me3 en 

promotores génicos por medios aun desconocidos, teniendo como blanco a P21 lo cual lleva a una 

represión de su expresión y promueve la diferenciación de mioblastos, sin embargo Neat1 también 

inhibe genes musculo específicos como Myog, Myh4, and Tnni2 reprimiendo su expresión génica 

y con ello suprimiendo la diferenciación miogénica (Wang et al., 2019); También, Myolinc es un 

transcrito generado en las cercanías del gen Filip1, el cual se ha demostrado interactúa con la 

proteína TDP-43 para modular la actividad de diversos genes participantes en la diferenciación 

muscular, por una parte, reprime a Myf5, factor clave durante la proliferación de los mioblastos a 

la vez que activa la transcripción de los genes MyoD y Acta1 los cuales participan en el proceso 



 

14 
 

de diferenciación y mantenimiento de miotubos musculares además de regular positivamente otro 

genes cercanos como Filip1 mediante la unión con su promotor (Militello et al., 2018). Finalmente, 

se ha observado que las regiones core enhancer (CE) y Región de Regulación Distal (DRR) 

localizados a -25kb y 5kb rio arriba del sitio de inicio de la transcripción de MyoD, son activamente 

transcritas por la RNA polimerasa II, generando los lncRNAs CE-eRNA y DRR-eRNA, las cuales 

inducen la expresión de su blanco, CE-eRNA actúa en cis para inducir la expresión de MyoD, 

mientras que DRR-eRNA funciona en trans para activar la expresión de Miogenina lo cual asegura 

la culminación del programa de diferenciación (Mousavi et al., 2013; Mueller et al., 2015). 

 

Figura 4 Representación esquemática de la regulación por parte de los eRNA cercanos a MyoD. 
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Por otra parte, hemos hablado también de la importancia de las mitocondrias en el 

mantenimiento de la homeostasis del musculo esquelético y el estado metabólico de los individuos 

procesos donde también se ven involucrados los lncRNA. SRA es un LncRNA cuya presencia ha 

sido demostrada en musculo esquelético y cuya función ha sido relacionada con los procesos de 

diferenciación muscular mediante su interacción con MyoD regulando la expresión de otros genes 

(Caretti et al., 2006; Lanz et al., 1999), asimismo se ha demostrado su participación en la actividad 

metabólica modulando entre otros elementos la actividad del factor transcripcional PPARγ (Xu et 

al., 2010). De igual manera, el LncRNA Tug1 incrementa la expresión de PGC1α actuando como 

ceRNA de miR-377 además de interactuar con PGC1α para potenciar su propia transcripción 

interactuando con su promotor, mecanismo que podría también regular la expresión de Miosinas 

(Duan et al., 2017; Jianyin et al., 2016). Finalmente, es conocida la presencia de un genoma 

mitocondrial circular de doble cadena el cual apenas codifica para 13 proteínas, 2 rRNAs y 22 

tRNAs, sin embargo, se ha demostrado la presencia de al menos 3 LncRNAs, ncND5, lncND6, 

and lncCyt b, los cuales demostraron una expresión diferencial tejido específica, especulando con 

una funcionalidad en la regulación de la expresión génica mitocondrial dependiente de los 

requerimientos energéticos de cada tejido (Rackham et al., 2011). 

Tras los antecedentes presentados aquí, los cuales presentan evidencias del importante 

papel que desempeñan los lncRNA en el papel de la diferenciación muscular es que proponemos 

la selección e identificación de candidatos para su posterior caracterización, en busca de nuevos 

actores dentro de este proceso y su impacto en la evolución de las CS hasta la conformación de 

nuevas fibras musculares. 
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Justificación. 
Un creciente cuerpo de evidencias muestra el papel fundamental que los ncRNAs juegan 

durante el proceso de regeneración del músculo esquelético adulto, desde la regulación de la 

quiescencia de células satélite, su activación y proliferación hasta el control del compromiso 

celular a la diferenciación terminal y su maduración en fibras musculares funcionales. Con base 

en estos antecedentes y en nuestros datos genómicos preliminares, creemos de suma importancia 

caracterizar estructural y funcionalmente lncRNAs que participen dentro del proceso de 

diferenciación muscular 

Objetivos 

Objetivo general  

Confirmar la expresión de lncRNA seleccionados asociados a los loci Actc1 y Pparg1b en 

la línea celular C2C12 

Objetivos Específicos 

• Determinar por medio de PCR de punto final la presencia de los transcritos de los 

candidatos seleccionados en la línea celular C2C12. 

• Determinar por medio de RACE las características del transcrito seleccionado en 

línea celular C2C12. 

Hipótesis 
Existe la presencia de lncRNA asociados a los loci Actc1 y Pparg1b. 
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Metodología  

Análisis in silico 

En base a resultados previos del laboratorio de Secuenciación del transcriptoma (RNA-

Seq) en células musculares (Satélites, mioblastos y miotubos primarios de ratón) e 

Inmunoprecipitación de cromatina acoplada a secuenciación (ChiP-Seq) de los factores de 

transcripción Pax7, MyoD y Marcas de histonas (H3K4me1 y me3) en células musculares, fueron 

obtenidas diversas secuencias de candidatos para su valoración, tras una evaluación basada en 

características previamente reportadas de otros LncRNA (Mousavi et al., 2013; Quinn & Chang, 

2016). Las secuencias seleccionadas fueron obtenidas a través del UCSC Genome Browser 

(Haeussler et al., 2019; Kent et al., 2002), tomando 100 nucleótidos extra a cada extremo de la 

señal del transcrito. Posterior a esto cada secuencia obtenida fue evaluada con diversas 

herramientas bioinformáticas para determinar propiedades características de LncRNA, como su 

potencial codificante (CPC2) (Kang et al., 2017), la unión con factores de transcripción (PROMO) 

(Farré et al., 2003; Messeguer et al., 2002) o sitios de unión a miRNAs (miRDB) (Farré et al., 

2003; Messeguer et al., 2002). 

Cultivos celulares 

Para los experimentos funcionales, se utilizó la línea celular comercial derivada de músculo 

esquelético de ratón C2C12, la cual es ampliamente empleada en estudios de regulación 

transcripcional y epigenética debido entre otras ventajas, a que es posible inducir la diferenciación 

celular y analizar la dinámica de activación de genes de interés a determinados tiempos de la 

diferenciación celular. La línea celular C2C12 (ATCC CRL-1772) y los mioblastos se mantuvieron 

en condiciones de proliferación en medio DMEM (Gibco) suplementado con suero fetal bovino al 

15% y antibióticos. Para inducir su diferenciación a miotubos, se reemplazó el medio con DMEM 

suplementado con suero de caballo al 1% y antibióticos. Los cultivos se mantuvieron en incubación 

a 37C en una atmósfera de CO2 al 5.0%. 

Extracción de RNA  

Se obtuvo las células de cultivo celular, retirando el medio de cultivo, para luego añadir 

1ml de trizol a una caja Petri de 10cm e incubar por 5 min, posteriormente con ayuda de la pipeta 

se recuperaron las células y se colocaron en una jeringa de insulina para asegurar la lisis celular. 

Se centrifugo el lisado celular por 10 min a 15000 rpm a 4°Crecuperando la fase acuosa. Se añadió 

a la fase acuosa 200µl de cloroformo, se mezcló e incubo por 3 min para posteriormente centrifugar 
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por 15 min a 15000 rpm a 4°C, se recuperó nuevamente la fase acuosa. Se añadió a la nueva fase 

acuosa 500µl de isopropanol, incubando en el congelador a -20°C por 15 min y posteriormente se 

centrifugó por 20 min a 15000 rpm a 4°C. El sobrenadante fue removido y se lavó la pastilla con 

un mililitro de Etanol frio al 75% centrifugando por 10 min a 15000 rpm a 4°C. El sobrenadante 

fue descartado y se dejó secar la pastilla para finalmente re-suspenderla en 50µl de agua libre de 

RNAsas y DNAsas (agua free). La integridad y pureza del RNA fue verificada mediante un gel de 

agarosa 1.5% 

RT-PCR 

La retrotranscripción fue llevada a cabo a partir del RNA extraído previamente. Para la 

amplificación de fragmentos mediante PCR dos juegos de primers fueron diseñados por medio de 

herramientas bioinformáticas (Primer-BLAST) (Ye et al., 2012) dirigidos para cada transcrito, 

cada uno dirigido contra diferentes regiones. Como control interno se diseñaron primers dirigidos 

contra el RNA ribosomal S18, además de primers adicionales contra los mRNA de MyoG y Myh4 

como control de diferenciación pues estos ven favorecida su expresión en relación con la 

diferenciación de las células musculares. 

Se prepararon las siguientes Mezclas: 

Tabla 1 Mezcla A 

 

Tabla 2 Mezcla B 
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Posteriormente se calentó la mezcla A a 65°C por 5 min y luego de ello se coloco en hielo, 

seguido a esto fue añadida la mezcla B, se mezcló y se incubo por 2 min. Se añadió 1µM-MLV 

RT, incubando por 50 min a 37°C. Finalmente se inactivó la reacción elevando la temperatura a 

70°C por 15 min. 

Seguido a esto, se llevó a cabo la amplificación de fragmentos por medio de PCR, 

utilizando la siguiente mezcla: 

Tabla 3 Mezcla PCR 

 

Esta fue sometida al siguiente ciclo de amplificación: 

Tabla 4 Ciclo de Amplificación para PCR 

 

Finalmente, los productos fueron analizados mediante un gel de agarosa 1.5% sembrando 

5µl de producto de PCR por carril. 
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Amplificación rápida de extremos de cDNA (RACE) 

RACE es una técnica basada en la reacción en cadena de la polimerasa que nos permite 

obtener la secuencia completa de un transcrito, sin embargo, por las características de la técnica 

también nos provee información acerca de las características de un transcrito como la presencia de 

un Capuchon en el extremo 5´, y de la poliadenilación en el extremo 3´, por lo cual se llevan a 

cabo dos metodologías dependiendo del extremo de interés a evaluar. Ambos experimentos fueron 

realizados con el Kit FirstChoice™ RLM-RACE (InvitroGen) a partir del RNA extraído 

anteriormente de mioblastos y miotubos del cultivo celular. 

RACE 5´ 

 

Figura 5 Representación esquemática del proceso de RACE para la obtención del extremo 5´ 
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Para comprobar la presencia del capuchón en el extremo 5´ se trató 10µg de RNA total con 

Fosfatasa alcalina de intestino de becerro, mezclando el RNA total con 2µl de la enzima más 2µl 

de su buffer 10x, aforando la reacción a 20µl con agua libre de DNAsas y RNAsas, para 

posteriormente incubarla por una hora a 37°C.  Una vez terminado el tiempo de incubación se 

procedió a detener la reacción añadiendo 15 µl de Acetato de amonio e inmediatamente agregando 

115µl de Agua free, finalmente se mezcló con 150 µl con fenol-cloroformo. Fue centrifugada la 

mezcla por 5 min a 15000 rpm a 4°C. Finalizada la centrifugación se recuperó la fase acuosa en 

un nuevo tubo. Fue añadido 150 µl de isopropanol a la fase acuosa y se dejó reposar por 20 min a 

-20°C, posteriormente se centrifugo a 15000 rpm por 20 min a 4°C, descartando el sobrenadante 

y lavando la pastilla con etanol 75%. El pellet fue resuspendido en 11 µl de Agua Free. Se trataron 

5 µl de CiP´dRNA(Obtenido en el paso anterior) con 2 µl de Pirofosfatasa acida de tabaco más 1 

µl de 10xTAP buffer y 2 µl de Agua free, incubado a 37°C por una hora. El CIP/TAP RNA 

(Obtenido de el paso anterior) fue tratado para ligar un adaptador al extremo 5´, utilizando 2 µl del 

CIP/TAP RNA, 1 µl del Adaptador 5´RACE, 1 µl 10 RNA ligase buffer, 2 µl T4 RNA ligasa y 4 

µl de Agua free, la reacción fue mezclada con ayuda de la pipeta e incubada a 37°C por una hora. 

Una vez obtenido el RNA ligado con el adaptador la retro-transcripción fue realizada con 

la siguiente mezcla, incubando 42°C por una hora: 

Tabla 5 Mezcla Retro-Transcripción -RACE 5´ 
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Seguido a esto, fue llevado a cabo la amplificación de fragmentos por medio de PCR, 

utilizando la siguiente mezcla: 

Tabla 6 Mezcla PCR-RACE 5´ 

 

Esta fue sometida al siguiente ciclo de amplificación: 

Tabla 7 Ciclo de Amplificación para PCR-RACE 5´ 

 

Posterior a esto, fue preparada una segunda PCR con las mismas condiciones, cambiando 

el primer 5´Externo RACE por el primer 5´ Interno RACE y utilizando como templado 2 µl del 

producto de PCR de la reacción anterior en lugar de cDNA de la retro-transcripción. Finalmente 

se verificaron los resultados por medio de un gel de agarosa 1.5% en voltaje constante por 50min. 
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RACE 3´ 

Para comprobar la presencia de la cola de poliadenilación en el extremo 3´ se preparó una 

reacción de retro-transcripción utilizando un adaptador dirigido contra la cola de poli A utilizando 

la siguiente mezcla, incubando a 42°C por una hora: 

Tabla 8 Mezcla Retro-Transcripción -RACE 3´ 

 

Seguido a esto, fue llevado a cabo la amplificación de fragmentos por medio de PCR, 

utilizando la siguiente mezcla: 

Tabla 9 Mezcla PCR-RACE 3´ 
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Esta fue sometida al siguiente ciclo de amplificación: 

Tabla 10 Ciclo de Amplificación para PCR-RACE 3´ 

 

Posterior a esto, fue preparada una segunda PCR con las mismas condiciones, cambiando 

el primer 3´Externo RACE por el primer 3´ Interno RACE y utilizando como templado 2 µl del 

producto de PCR de la reacción anterior en lugar de cDNA de la retrotrasncripcion. Finalmente se 

verificaron los resultados por medio de un gel de agarosa 1.5% en voltaje constante por 50min. 
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Resultados 

Obtención de candidatos 

Tras un análisis de datos obtenidos por experimentos previos de RNA-Seq y ChiP-Seq en 

células musculares de ratón realizados por el laboratorio, fueron seleccionados y evaluados una 

serie de candidatos con base en características previamente descritas en otros LncRNA (Mousavi 

et al., 2013; Quinn & Chang, 2016), como son su co-localización con factores de transcripción 

relacionados con la diferenciación muscular, además también de la co-localización de marcas 

epigenéticas H3K4me1, la cual se encuentra relacionada con las regiones enhancer y sitios 

transcripcionalmente activos y H3K4me3, presente en regiones promotoras de genes activos 

(Fig.6). Dos candidatos cumplieron con los criterios de selección, L-actc, un transcrito con una 

longitud aproximada de 4.2kb en las coordenadas chr2:113880330-113884577 en la cadena 

sentido, generado a 1.8kb rio arriba de su sitio de inicio de la transcripción del gen de Actc1; El 

segundo candidato, L-pparg es un transcrito localizado en las coordenadas chr18:61556330-

61557579 con una longitud de 1.25kb codificado en el primer intrón del gen de Ppargc1b (Fig. 8). 

 

Figura 6 Representación esquemática de eRNAs y las marcas epigéneticas que los regulan. 
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Figura 7 Presencia de los transcritos en el genoma de ratón. 
Ocupancia de PAX7, MyoD, H3K4me1, H3K4me3 y presencia de RNA (a) Región cercana al Gen ACTC1 (b) Acercamiento a 

transcrito L-actc en la región marcada en azul de las cercanías del Gen ACTC (c) Gen Ppargc1b (d) Acercamiento a transcrito L-
pparg en la región marcada en azul dentro de primer intrón del Gen Ppargc1b 
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Análisis in silico 

Determinación del potencial de codificación  

Las secuencias de los candidatos seleccionados fueron obtenidas a través del UCSC 

Genome Browser (Haeussler et al., 2019; Kent et al., 2002) a partir de la alineación original con 

los datos previos, diversos análisis fueron realizados para intentar predecir su función dentro de la 

diferenciación muscular y de esta forma acotar los mecanismos por los cuales pueden participar 

dentro de este fenómeno. Como primer paso se evaluó el potencial de codificación de ambos 

transcritos por medio de la herramienta CPC2 (Kang et al., 2017) para determinar si estos podían 

dar lugar a la producción de proteínas lo cual en ambos casos fue negativo, como control fueron 

evaluados además un LncRNA perfectamente caracterizado, Hotair (NR_047528.1), así como de 

un transcrito con propiedades codificantes precursor de la proteína MyoD (NM_010866.2), ambos 

casos pertenecientes también a ratón (Tabla 11) . 

Tabla 11 Resultados Potencial de codificación. 

 

Evaluación de interacción con factores de transcripción  

El análisis de interacción de los transcritos con factores de transcripción fue realizado con 

la herramienta PROMO (Farré et al., 2003; Messeguer et al., 2002), la cual identifica dentro de la 

secuencia los sitios putativos de unión de los factores de transcripción. El análisis de L-actc arrojo 

5469 sitios conservados para la posible unión de 600 factores de transcripción, mientras que para 

L-pparg fueron encontrados 3894 sitios conservados para la unión de 452 factores 

transcripcionales; sin embargo, debido a la diversidad de fenómenos dominados por la vastedad 

de estas proteínas se procedió a delimitar a grupos de factores relacionados con los fenómenos de 

diferenciación muscular y la regulación mitocondrial, evaluando finalmente la presencia de 12 

sitios conservados. Los resultados se pueden observar en las tabla 12, donde podemos observar 

apenas diferencias con la presencia de los sitios MEF-2C/delta8 presentes solamente en L-actc.  
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Tabla 12 Resultados Evaluación de interacción con factores de transcripción. 

 

Evaluación de interacción con factores de transcripción 

El análisis de unión de miRNA con los transcritos fue llevado a cabo con la herramienta 

bioinformática miRDB (Y. Chen & Wang, 2020; Liu & Wang, 2019), esta realiza una búsqueda 

de secuencias dentro del transcrito con la capacidad para unirse con miRNAs. Fueron obtenidos 

82 y 51 sitios blanco para miRNAs dentro de los transcritos previstos para L-actc y Lpparg. 

Consecuente con este análisis, se procedió a realizar la revisión de la literatura para determinar las 

funciones con las cuales se encuentran relacionados estos miRNAs, para ambos casos 

aproximadamente solo un tercio de los miRNAs que interaccionan teóricamente han sido 

caracterizados, encontrándose funciones como biogénesis, adipogénesis y osteogénesis entre los 

fenómenos relacionados con estos miRNAs (Fig.8). 
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Figura 8 Resultados análisis de unión de miRNAs. 
(a) Porcentaje de miRNAs caracterizados relacionados con los transcritos (b) Funciones representativas de los miRNAs 

relacionado con los transcritos. 
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Comprobación de la presencia de transcritos en cultivos celulares 

Utilizando primers dirigidos contra las regiones determinadas por medio de RNA-Seq y 

Chip-Seq de ambos transcritos se procedió a verificar por medio de RT-PCR las presencia de ellos 

en cultivos de mioblastos y miotubos obtenidos a partir de la línea celular C2C12. Pudimos 

observar, además de la presencia de ambos transcritos en las dos condiciones experimentales, un 

patrón diferencial entre estas como se puede observar en la figura 6, con un aparente aumento en 

la expresión de los transcritos tras la diferenciación hacia miotubos más evidente en el transcrito 

L-ppar, lo cual sugiere una regulación por otros factores en este proceso.  

 

Figura 9 Presencia de los LncRNA en la línea celular C2C12. 
(MW, marcador de peso moléculas, siglas en inglés, C, control, MB, Mioblastos, MT, Miotubos) 
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Caracterización de los LncRNA   

Una vez comprobada la presencia de ambos transcritos en mioblastos y miotubos se 

procedió a determinar las características de estos por medio de la amplificaion rápida de extremos 

de cDNA (RACE), utilizando los primers diseñados anteriormente además de dos primers 

dirigidos contra los adaptadores utilizados en ambas variantes de esta técnica. Los resultados 

mostraron la presencia de dos bandas para L-actc y tres bandas para L-pparg en la variante RACE 

del extremo 3´ sin diferencias entre las diferentes condiciones, demostrando la presencia de la cola 

de poli A como era esperado. Para la variante RACE del extremo 5´ mientras que el L-pparg 

presento una sola banda en la misma localización para ambas condiciones, se encontraron 

diferencias entre las bandas obtenidas para L-actc de las dos condiciones evaluadas siendo 

ligeramente más grande aquella que se encuentra en los miotubos, lo cual podría tratarse de 

variantes del transcrito. Con esto queda demostrado la presencia del capuchón en los extremos 5´ 

de los transcritos, coincidiendo ambas modificaciones, la polidenilacion y el capuchón con los 

reportados en la literatura para LncRNAs (Fig.10). 

 

Figura 10 Resultados RACE 
(MW, marcador de peso moléculas, siglas en inglés, C, control, MB, Mioblastos, MT, Miotubos) 
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Discusión 
Los LncRNAs han emergido como nuevos elementos de control en las funciones 

biológicas, caracterizados principalmente por su tamaño mayor a 200 nucelotidos y su expresión 

de manera tejido especifico, además de presentar pequeños marcos abiertos de lectura con la 

capacidad de codificar péptidos pequeños (Quinn & Chang, 2016)s. En este trabajo, confirmamos 

la presencia de dos transcritos que comparten las características descritas anteriormente con otros 

LncRNAs caracterizados, como son la presencia co-localización de marcas epigenéticas de sitios 

transcripcionalmente activos, así como la presencia del capuchon en el extremo 5´ y la cola poli A 

en el extremo 3´. Como se discutió anteriormente, los LncRNA pueden llevar a cabo diferentes 

funciones dentro de las células regulando funciones en sus cercanías e inclusive a largas distancias 

(Quinn & Chang, 2016), algunas de las cuales podemos intentar predecir por elementos presentes 

dentro de los transcritos, por lo cual se procedió a realizar más análisis por medio de herramientas 

bioinformáticas. 

L-actc es un transcrito generado rio arriba del gen de ACTC1; este cercano gen codifica 

para la proteína Actina alfa del músculo cardíaco, proteína mayoritaria de los filamentos delgados 

durante el desarrollo y en las sarcómeras cardiacas, además ha sido reportada en musculo 

esquelético de pacientes con distrofia muscular, sugiriendo su rol en mecanismos compensatorios 

(Nowak et al., 2007). En nuestros datos podemos observar la presencia continua de transcrito de 

este gen en los diversas etapas de diferenciación musculo esquelética, sin embargo su presencia 

como proteína solo es detectable durante etapas tempranas de la vida, lo cual sugiere un regulación 

post-transcripcional sobre el mensajero de actc1, aunado a ello se ha demostrado una correlación 

entre la metilación de este gen en musculo esquelético y la disminución de la presencia de la actina 

cardiaca (Boutilier et al., 2017), lo cual nos sugiere que su regulación es mediada de forma tejido 

especifica por factores transcripcionales a nivel secuencia, sin embargo los mecanismos 

subyacentes detrás de ello permanecen sin dilucidar. Por su parte, L-actc no muestra presencia 

significativa hasta el inicio de la diferenciación, además de la presencia de los sitios MEF-

2C/delta8, interacción ya demostrada anteriormente en su rol como región potenciadora 

(Lemonnier & Buckingham, 2004), sugiere su participación en el proceso de hipertrofia muscular, 

mientras que por otra parte la presencia de sitios para los factores de transcripción NKX podría 

tener tras de sí un mecanismo regulatorio diferente de este LncRNA en tejido cardiaco 

posiblemente afectando también al gen Actc1 en sus cercanías (Targoff et al., 2013). Igualmente, 
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la presencia de sitios de unión para el miRNA 133 en L-actc abre la posibilidad de su participación 

en el mantenimiento del fenotipo muscular secuestrando a miR-133 para permitir la función de 

SRF (Han et al., 2015). Finalmente, es necesario evaluar la regulación por parte de los factores 

transcripcionales del transcrito L-actc, pues en nuestros resultados es evidente la presencia de 

diversas isoformas obtenidas a partir del extremo 5´, las cuales aparentemente cambian a través 

del proceso de diferenciación muscular posiblemente por la regulación temporal de este (Braun & 

Gautel, 2011; Morgan & Partridge, 2020). 

Por otra parte, L-pparg es un transcrito localizado en el primer intrón del gen Ppargc1b, el 

cual genera como producto al Coactivador gamma 1-β del receptor de peroxisoma activado por 

proliferación (PGC1β), la cual es una proteína principal en la regulación del proceso de la 

biogénesis mitocondrial, además de regular positivamente la respiración mitocondrial (Scarpulla, 

2011), sin embargo, la sobre-expresión de este gen puede ser perjudicial, pues regula la autofagia 

y apoptosis llevando a la perdida de fibras (Sopariwala et al., 2017). Al analizar su patrón de 

expresión por medio de RT-PCR y RACE podemos observar que no existe un patrón diferencial 

entre las diversas condiciones avaluadas, además de no tener más isoformas, lo cual sugiere actuar 

como auto-regulador del mismo gen en el que se encuentra codificado. Por otra parte, la presencia 

del miR-378 abre la posibilidad de actuar como esponja de este mismo, mecanismo que ya ha sido 

reportado en otros LncRNA, a pesar de que este no haya aparecido en los resultados arrojados por 

miRDB. miR—378 no solo participa en la regulación del estado metabólico, sino también en la 

angiogénesis, por lo cual su regulación es necesaria a la terminación del proceso de diferenciación 

muscular (Krist et al., 2015). 

En conclusión, la presencia de estos transcritos presenta nuevos actores en el proceso de 

diferenciación muscular, por una parte, L-actc parece un candidato viable para futuras aplicaciones 

terapéuticas regulando la presencia de Actc1  en etapas adultas en pacientes con distrofia muscular, 

mientras que L-pparg puede ser utilizado para modular el restablecimiento del estado metabólico 

sin comprometer a largo plazo las fibras musculares, y finalmente, ambos transcritos presentan la 

posibilidad de poder alterar el tipo de fibras musculares, sin embargo, mayor investigación es 

requerida para poder confirmar estas funciones y dilucidar los mecanismo subyacentes tras de 

estos. 
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Perspectivas 
Para el seguimiento de este trabajo, es requerida la caracterización completa de estos 

transcritos mediante la secuenciación de la bandas obtenidas mediante RACE, para así poder 

determinar sus sitios de inicio y terminación, lo cual abre la posibilidad de clonar los candidatos 

en vectores de transición para posteriormente llevarlos hacia otras vectores, como por ejemplo 

vectores de sobre-expresión para poder analizar por medio de transfección su participación los 

fenómenos de diferenciación muscular; de la misma manera, inhibir la presencia de estos 

transcritos en los cultivos celulares utilizando por ejemplo RNAs de interferencia también 

permitirá la obtención de información acerca de su participación en la diferencia celular. 

Finalmente, es preciso corroborar la participación de los transcritos en modelos animales, 

analizando el fenotipo obtenido tras la eliminación de la presencia del transcrito candidato, e 

inclusive su participación en etapas embrionarias y su importancia para la vida. 
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