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Resumen
La obesidad se define como una acumulacién anormal o excesiva de grasa en el organismo. Junto
con el sedentarismo y la alimentacidn poco saludable, la obesidad contribuye a la aparicidon del
Sindrome metabdlico, el cual se describe como un conjunto de alteraciones metabdlicas que
incrementan la posibilidad de padecer problemas vasculares, cardiacos, cerebrales y diabetes. El
musculo esquelético es el drgano mas importante para la homeostasis de la glucosa, ya que es el
responsable de aproximadamente el 80% de la captacién y catabolismo de la glucosa estimulada
por insulina en condiciones normales. Estudios previos han relacionado la via de NRG/receptores
ErbBs con el metabolismo de la glucosa en musculos esqueléticos durante la contraccién muscular
o con la sintesis de colesterol. Sin embargo, no existe un estudio acabado respecto a la
caracterizacion de los receptores ErbBs en los diferentes tipos musculares (rapidos y lentos) ni en
condiciones de normopeso y obesidad. Hipdtesis: En musculos rapidos de ratones obesos
aumenta la expresion de los receptores ErbBs en comparacion a ratones normopesos, efecto que
no ocurre en musculos lentos de ratones obesos. Objetivo general: Evaluar la expresién de los
receptores ErbBs en musculos rapidos y lentos de ratones obesos y normopesos. Material y
método: Para esta investigacidn, ratones C57BL/6J fueron alimentados con una dieta control (DC)
o alta en grasas (DAG) durante 12 semanas. A partir de ellos se obtuvieron los musculos tibiales
anterior (TA), flexor digital de los dedos (FDB), extensor largo de los dedos (EDL), séleos (S) y
gastrocnemio (G), en donde se determind el nivel relativo de expresién del RNAm de los
receptores ErbBs mediante PCR en tiempo real (QPCR). Ademas, utilizando Western blot se evalud
el contenido proteico relativo en estas mismas condiciones para finalmente comparar el nivel de
expresion de cada receptor estudiado en base al tipo de musculo analizado. Resultados: En el
musculo FDB se observd una disminucién significativa de los niveles de RNAm para ErbB2, ErbB3 y

ErbB4 en ratones obesos comparado con los normopeso, mientras que para el musculo EDL se



observé un aumento significativo en los 3 receptores estudiados. En tanto, en los musculos Gy TA
se observd una disminucidn significativa de los niveles de RNAm sdlo para ErbB4 de ratones
alimentados con DAG comparado con los DC. Con respecto a los niveles proteicos, sélo se pudo
determinar un aumento significativo de ErbB3 en el musculo FDB, a pesar de la disminucion

observada por gPCR.

Conclusion: Contrario a lo planteado en la hipdtesis, en este estudio no se pudo establecer una
correlacién directa entre el tipo de fibra muscular y los niveles de expresidon de los receptores
ErbBs. Sin embargo, los resultados obtenidos tanto por gPCR como Western blot sugieren que
existe una expresion diferencial de los receptores ErbBs tanto en condiciones de obesidad como

en normopeso.



Introduccion

Obesidad

De acuerdo a la Organizacidn mundial de la salud, la obesidad se define como una acumulacidn
anormal o excesiva de grasa en el organismo (1). La ultima Encuesta Nacional de Salud (ENS)
realizada el 2016-2017 por el Ministerio de Salud, y publicada en noviembre de este afio, reveld
que el 74,2% de las personas mayores de 15 afios en nuestro pais tiene exceso de peso;
catalogando al 31,2% como obesos, 39,8% con sobrepeso y el 3,2% con obesidad mérbida en base
al célculo del indice de masa corporal (IMC) (2). Basados en estos porcentajes, Chile se ubica
dentro de los cinco paises con mayores tasas de obesidad en Latinoamérica, lo que denota un

serio problema de salud a nivel nacional (2).

El sobrepeso y la obesidad disminuyen la expectativa de vida, empeoran la calidad de vida y
aumentan el riesgo de mortalidad por causas principalmente cardiovasculares, diabetes y cancer,

asociandose a mas de 60 enfermedades y trastornos (1).

Junto con el sedentarismo y la alimentacién poco saludable, la obesidad contribuye a la aparicion
del Sindrome metabdlico, el cual se describe como un conjunto de alteraciones metabdlicas que
incrementan la posibilidad de padecer problemas vasculares, cardiacos, cerebrales y diabetes.
Entre ellas se encuentran la hipertension, intolerancia a la glucosa (que puede progresar a
resistencia a la insulina con posterior desencadenamiento de diabetes mellitus), obesidad central y

dislipidemia (definida como el aumento de triglicéridos y LDL y disminucién de HDL) (3).

El musculo esquelético es el 6rgano mas importante para la homeostasis de la glucosa en el
organismo, ya que es el responsable de aproximadamente el 80% de la captacion y catabolismo de
la glucosa estimulada por insulina en condiciones normales. La resistencia a la insulina en el

musculo esquelético es el principal defecto en diabetes mellitus tipo 2, por lo tanto, la



desregulacion del metabolismo de este drgano es fundamental para el desarrollo de dichas

patologias (4).

Musculo esquelético: diferentes tipos de fibras musculares y sus funciones

El musculo esquelético es un tejido altamente dinamico sometido a constantes remodelaciones en

base a las diversas demandas metabdlicas y funcionales del organismo (5).

La unidad funcional del musculo es la fibra muscular o miocito, existiendo diferentes tipos de ellas,
las cuales varian en sus propiedades mecanicas, bioquimicas y metabdlicas. La proporcion relativa
de los tipos de fibras en un musculo esta determinada en base a su funcionalidad en el organismo,
puesto que las fibras tipo | son fibras de contraccidn lenta, presentan alta resistencia a la fatiga,
poseen alta capacidad oxidativa, son ricas en mitocondrias y se presentan en mayores
proporciones principalmente en musculos de sostén y equilibrio postural. Por otro lado, las fibras
tipo Il son de contraccidn rdpida debido a su alta intensidad y velocidad durante la contraccidn,
por ello es que se fatigan rdpidamente. Este tipo de fibras posee una subclasificacién en fibras lIA,
IIX y 1IB. Las fibras IIA poseen caracteristicas oxidativas, mientras que las 1IB un predominio del
metabolismo glucolitico para sus funciones y, se encuentran en mayores proporciones en
musculos encargados de ejercicios de potencia o deportes que implican movimientos. Existen
musculos mixtos que poseen niveles similares de ambos tipos de fibra muscular (5). En ratones de
la cepa C57BL/6J, se ha descrito que en el musculo séleo hay un predominio de fibras tipo | y IIA,
siendo catalogado como un musculo lento oxidativo, mientras que los musculos gastrocnemio (G),
tibial anterior (TA) y extensor largo de los dedos (EDL) poseen predominantemente fibras tipo 1I1B
siendo clasificados como musculos rapidos glicoliticos. En tanto, en el musculo flexor digital de los
dedos (FDB) hay un predominio de fibras tipo llIA, por lo que es reconocido como un musculo

rapido oxidativo (6).



Musculo en obesidad: adaptacion de fibras musculares

La evidencia indica que existe una estrecha relacidn entre un aumento en el almacenamiento de
triglicéridos en el musculo esquelético y la resistencia a la insulina. Los mecanismos potenciales
para esta asociacion incluyen defectos aparentes en el metabolismo de los 4cidos grasos que se

centran en las mitocondrias en obesidad (7).

El contenido lipidico varia de acuerdo al tipo de fibra muscular, por lo general, las fibras lentas del
tipo oxidativas contienen mayores niveles lipidicos que las fibras de contraccién rapida tipo Il, y a
su vez, las fibras rapidas oxidativas (llA) poseen mayores niveles que las rapidas glicoliticas (IIB).
Por otro lado, se ha descrito que la actividad de las enzimas oxidativas es mayor en las fibras tipo |,
ademads, éstas poseen una mayor sensibilidad a la insulina y una mayor capacidad para la

absorcion de acidos grasos que las fibras tipo 1A y IIB (7).

En consecuencia, los musculos de ratones alimentados con una dieta alta en grasa prolongada en
el tiempo cambian su morfologia adaptando el tipo de fibra muscular desde fibras IIB (fibras
rapidas y glicoliticas) a fibras IIA (rapidas y oxidativas) (8, 9, 10). Por ejemplo, en un estudio
realizado en ratones machos de la cepa C57BL/6J alimentados con una dieta alta en grasas por 12
semanas, se determind que en el musculo EDL aumentd el porcentaje de fibras IIA/X a expensas

de la disminucién de las fibras IIB (10).

El musculo esquelético es un érgano que posee una gran capacidad de flexibilidad metabdlica,
cambiando de predominantemente la oxidacion de lipidos durante las condiciones de ayuno,
acompafiada de altas tasas de absorcién de acidos grasos, a una mayor captacion, oxidacion y
almacenamiento de glucosa en condiciones estimuladas con insulina. Sin embargo, en condiciones

de obesidad, donde se observa una resistencia a la insulina periférica, se manifiesta una mayor



oxidacion de los lipidos durante las condiciones estimuladas con insulina, lo que da cuenta de la

pérdida de la flexibilidad metabdlica que posee un musculo esquelético no sano (7).

Via de Neuregulina y receptores ErbBs

Se ha descrito que el musculo es capaz de sintetizar y secretar proteinas denominadas mioquinas
gue podrian estar involucradas en la regulacion muscular del metabolismo energético.
Neuregulina (NRG) es una mioquina perteneciente a la familia del factor de crecimiento epidermal
(EGF). Se han identificado 4 genes, que codifican para NRG-1 a la 4, siendo NRG-1 la mas estudiada
en musculo esquelético. Las diferentes isoformas de NRG se expresan principalmente de células
de origen endotelial, mesenquimatico y neural, por lo que su participacion es de gran importancia
en procesos de proliferacién, supervivencia, migracion y diferenciacion de varios tipos celulares
tales como las células del epitelio, el nervio, el musculo cardiaco y esquelético. El gen de la NRG-1
codifica multiples isoformas generadas por el splicing alternativo y el uso de un promotor
diferencial. La mayoria de las isoformas de NRG-1 contienen un dominio de transmembrana que
puede sufrir un corte proteolitico mediado por la metaloproteasa ADAM17/TACE o
ADAM19/meltrin-B que permite su unién a los receptores de NRG denominados receptores ErbBs.
Dos de los principales eventos estudiados que inducen la escisién proteolitica de NRG-1 de

transmembrana es la estimulacion de la actividad nerviosa y la contraccién muscular (11, 12)

Los receptores ErbBs, simbolo genético derivado del nombre de un oncogén viral de la leucemia
eritroblastica, son una familia de receptores proteicos que presentan actividad tirosina quinasa y
estan relacionadas estructuralmente con el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).
Esta familia estd compuesta por 4 miembros: ErbB-1 también llamado EGFR o HER-1, ErbB-2 o

HER-2, ErbB-3 o HER-3 y ErbB-4 o HER-4 (13, 14).



ErbB RECEPTORS  nrGt

EGF (Active as dimers) NRG-2
TGFa NRG-3
Amphiregulin NRG-4
HB-EGF HB-EGF
B-Cellulin NRG-1 p-Cellulin
Epiregulin (Orphan NRG-2 Epiregulin
Epigen receptor) Caleb Epigen

Figura 1. Caracterizacion de los
receptores ErbBs junto a sus
ligandos reconocidos (10).
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Como se muestra en la Figura 1, de todos estos receptores, ErbB1 no reconoce a NRG, pero si
otros ligandos; ErbB2 carece de un dominio de unién a ligando, pero posee un dominio citosdlico
tirosina quinasa cataliticamente activo, y el receptor ErbB3 reconoce a NRG, pero carece de
actividad tirosina quinasa. Sélo el receptor ErbB4 posee tanto la capacidad de unidén a NRG como
la actividad tirosina quinasa, por lo que puede activarse como homo o heterodimero. Los otros
receptores deben necesariamente heterodimerizar para complementarse y ser funcionales para la
via activada por NRG. Estos receptores forman homo y heterodimeros y, se ha descrito que la
activacion del dominio tirosina quinasa conduce a la activacion de un amplio rango de vias de

sefializacion como PLCy, ERK 1/2, p38 MAPK, PI13-K/Akt, entre otras (10).

La via de sefializacion NRG/receptores ErbBs ha sido estudiada en varios contextos. En el musculo
esquelético se ha descrito su participacién en el metabolismo de la glucosa durante la contraccién

muscular. Producto del ejercicio, se produce un aumento del calcio intracelular que activa una
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metaloproteasa que produce un procesamiento proteolitico de la NRG-1 de transmembrana,
favoreciendo la liberacidn del dominio que actia como ligando del heterodimero formado por
ErbB2/ErbB4. Esto desencadena la fosforilacion y activacion de una proteina quinasa que estaria
involucrada en el aumento de la captacién de la glucosa gracias a la traslocaciéon de los
transportadores de glucosa tipo 4 (GLUT4) a la membrana celular (10). De esta manera, NRG
cumple una funcién homdloga a la insulina, ya que ambas favorecen la traslocacion de los GLUT4 a
la membrana celular para facilitar la captaciéon y el ingreso de la glucosa a través de ellos hacia el

citosol (10).

Por otra parte, estudios realizados en ratas adultas han descrito que la administracién aguda de
NRG-1 aumenta significativamente la activacion del receptor ErbB3, medida a través de su
fosforilacién, y la proteina quinasa Akt. La activacion de esta via, tendria un efecto en la
disminucién de la glucosa en el higado debido a la inhibicion de la expresiéon de los genes que

codifican las enzimas gluconeogénicas (15).

Via de Neuregulina y receptores ErbBs. Rol en obesidad

Estudios realizados por Ennequin G y colaboradores en el afio 2015 han descrito que el
entrenamiento de ratas obesas con ejercicios de resistencia de baja intensidad, combinado con un
cambio a dieta control, promueven la actividad de ADAM17, lo que resulta en la escision de NRG-1
y la activacién del receptor ErbB4. Por lo que se ha sugerido que la via NRG-1/ErbB4 puede
contribuir a mejorar del metabolismo energético observado regularmente después de las

intervenciones de dieta y ejercicio (16).

De igual manera, experimentos realizados en ratones inducidos a obesidad por una dieta alta
grasa han reportado una disminucién de NRG-4 en tejido adiposo. Ademas, se demostrd que la

transferencia de un plasmido con el gen de NRG-4 en ratones de 8 semanas de edad, generd un

11



efecto protector ante la obesidad evidenciado en un peso corporal significativamente menor que

el de los animales controles (17).

Por otra parte, se ha descrito un posible rol perjudicial asociado a la activacién de la via de NRG-
1/homodimero ErbB4, que conduce a la activacién de la proteina de unién a elementos
reguladores de esteroles (SREBP) que actia como factor transcripcional de las enzimas
involucradas en la sintesis de colesterol, tales como B-hidroxi-B-metilglutaril-coenzima A reductasa

(HMGCOA), HMGCOA sintetasa 1y los receptores para LDL (18).

A pesar de las importantes funciones descritas para esta via en condiciones fisioldgicas y de
obesidad, hasta la fecha no hay estudios que describan la expresién de los receptores ErbBs en
distintos tipos de musculos de ratones obesos y normopesos. Esta caracterizacién sera el punto de

partida hacia nuevos estudios que nos permitan dilucidar vinculos moleculares de gran interés.

Tomados en conjunto, estos antecedentes sugieren que los receptores ErbBs aumentan su
expresiéon en musculos rapidos en condiciones de obesidad, donde existe un aumento de

colesterol y lipidos junto con una resistencia a la insulina.
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Hipoétesis

En musculos rapidos de ratones obesos aumenta la expresién de los receptores ErbBs en

comparacién a ratones normopesos, efecto que no ocurre en musculos lentos de ratones obesos.

Objetivo general

Evaluar la expresion relativa de los receptores ErbBs en musculos rapidos y lentos de ratones

obesos y normopesos.

Objetivos especificos

1. Estudiar el nivel de expresion relativa del RNAm de los receptores ErbB2, ErbB3 y ErbB4 en
diferentes tipos de musculos de ratones obesos y normopesos por PCR en tiempo real (g-
PCR).

2. Determinar el nivel de expresién proteica relativa de los receptores ErbBs en diferentes

tipos de musculos de ratones obesos y normopesos por Western blot.
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Materiales y método

1. Aprobacidn ética

Los animales se utilizaron de acuerdo con el protocolo de uso y cuidado de animales #1065
aprobado por la Comision de Bioética sobre Investigacion en Animales de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile asociado al proyecto FONDECYT Regular N°1190406. Esta tesis cumple
con los requerimientos bdsicos de bioseguridad para ser desarrollado, y se adecua a las exigencias
establecidas por los manuales: CONICYT Bioseguridad 1a edicidn, 1994, Manual de Normas de
Bioseguridad, 2da edicién 2008, Centro de Control y Prevencion de Enfermedades, CDC, 4ta
edicion y el Manual de Bioseguridad en Laboratorios (Organizacion Mundial de la Salud, OMS,

Ginebra 2005) (Anexo 1).

2. Preparacion de los animales y extraccion de los musculos.

Para esta investigacion se utilizaron los musculos tibiales anterior (TA), flexor digital de los dedos
(FDB), extensor largo de los dedos (EDL), séleos (S) y gastrocnemios (G) obtenidos desde ratones
machos de la cepa C57BL/6J procedentes del Bioterio Central de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile. Estos ratones fueron mantenidos en un ambiente controlado de
temperatura constante de 21°C con libre acceso a agua y alimentacion en ciclos de luz/oscuridad

de 12 horas.

Cuando los animales alcanzaron un peso corporal de 12-14 gramos (20 dias después del destete)
se dividieron en dos grupos aleatoriamente: el grupo A (DC) fue sometido a una dieta control
compuesta por 10% de grasa, 20% de proteinas y 70% de carbohidratos y el grupo B (DAG),
sometido a una dieta alta en grasa compuesta por 60% de grasa, 20% de proteinas y 20% de

carbohidratos.
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Adicionalmente se evalud peso corporal, glicemia, insulinemia, indice de resistencia a la insulina
(HOMA) y colesterol sérico como medidas de control metabdlico (datos no mostrados).
Posteriormente, los animales fueron sometidos a ayuno (6-8 horas) y anestesiados con Isofluorano

2,5% inhalado para la extraccion muscular.

3. Extraccion del RNA total de musculos enteros.

Para la extraccion del RNA a partir de musculos enteros, se utilizé el reactivo de Trizol (Invitrogen)
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las muestras musculares junto al reactivo trizol
fueron homogeneizadas mediante el homogeneizador Fluko Superfine Homogenizers (Sumilab)
durante 10 seg. para luego colocarlas en hielo por 30 seg. Para cada homogeneizacién, el vastago
del homogeneizador fue lavado con agua sin nucleasas, etanol al 70% y RNAsa away (Invitrogen).
Este protocolo se repitié hasta que se observé un fluido homogéneo realizdndose minimo 3 veces.
Finalmente, las muestras se centrifugaron a 12.000 rpm por 10 min a 4-82C y se recupero el
sobrenadante. Se midié el volumen del sobrenadante obtenido y se completd con trizol hasta

alcanzar un volumen de 1 ml, para luego proceder a la extraccidon del RNA.

Las muestras fueron tratadas con 0,2 ml de cloroformo, se agitaron vigorosamente por 15 seg. y se
dejaron reposar durante 5 min a temperatura ambiente. Luego, se centrifugaron a 12.000 rpm por
15 min a 42C. El RNA contenido en el sobrenadante se precipité con 0,5 ml de isopropanol, se dejo
a temperatura ambiente por otros 10 min y luego se centrifugd a 12.000 rpm por otros 15 min a
42C. Una vez lavado con etanol al 80%, el precipitado fue resuspendido en 20 pl de H,0 sin

nucleasas.

Para eliminar el DNA gendmico se utilizd el kit TURBO DNA-free ™ (Invitrogen), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. La concentracion de RNA total se determind

espectrofotométricamente mediante la medicién de su absorbancia a 260 nm.

15



4. Sintesis de DNA complementario (cDNA) por transcripcion reversa.

Se siguid el protocolo incluido en el kit para RT-PCR de la enzima Super Script Il (Invitrogen). Para
ello, una mezcla compuesta por 1 pg de RNA total, 1 uL dNTP 10 mM y 1 L oligodT 0,5 pg/uL en
un volumen final de 10 pl, fue incubada durante 5 min. a 652C y luego puesta en hielo por al
menos un minuto. Posteriormente, se agregd una segunda mezcla que contenia 4 pL Buffer 5x
First, 2 uL DTT 0,1 M, 0,25 puL RNAsin, 0,25 plL de transcriptasa reversa Super Script Il y 3,5 puL H,0
sin nucleasas. La sintesis del cDNA se realizé incubando el sistema a 422C por 50 min. y luego a
70°C por 15 min. Ademas, se incluyd como control un tubo -RT que contenia todos los reactivos

excepto la enzima. El cDNA fue guardado a -202C hasta su utilizacion.

5. Reaccidon en cadena de la polimerasa cuantitativo (qPCR).

Mediante g-PCR se analizaron los niveles de expresidon de los receptores ErbBs de los distintos
tipos de musculo de ratones normopesos y obesos. Se utilizd Gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa (GAPDH) como gen constitutivo.

Los partidores utilizados fueron descritos por Oh y cols (12) y se describen en la siguiente tabla:

Partidor Secuencia

ErbB2 (66 pb) | (S) 5-GCTGCCCGAAACGTGCTA-3

(AS) 5-CCGTGCCAGCCCGAA-3

ErbB3 (72 pb) | (S) 5-AGGCTTGTCTGGATTCTGTGGTT-3

(AS) 5 -GGGATCGGGTGCAGAGAGA-3

ErbB4 (70 pb) | (S) 5-GGAGGCTGCTCAGGACCAA-3

(AS) 5-ACGCAGGCTCCACTGTCAT-3

GAPDH (350 pb) | (S) 5°-TCCGCCCCTTCCGCTGATG-3"

16



(AS) 5°-CACGGAAGGCCATGCCAGTGA-3°

Tabla 1: Secuencia de partidores utilizados.

El gPCR se realizé en un Termociclador Stratagene Mx3000p QPCR System (Agilent Technologies),
utilizando el reactivo 5X HOT FIREPol EvaGreen QPCR Mix Plus (Solis BioDyne), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Para ello, se prepard una mezcla compuesta por 2 uL partidores 5uM
(mezcla de partidor sentido y antisentido), 13 pL H,O sin nucleasas y 4 uL EvaGreen. A cada tubo
se agregd 19 ulL de esta mezcla y 1 pL del cDNA correspondiente. Se incluyé como control un
blanco, que contiene todos los reactivos excepto el cDNA de las muestras. Todos los experimentos

se realizaron por duplicado.

Para realizar la cuantificacion del cDNA tanto de los genes de interés como del gen constitutivo, se
utilizé el programa Mxpro Software (Comparative cuantification) de Stratagene. El andlisis de los

resultados se efectud a través del algoritmo Delta-Delta Ct (222<%)(19).

6. Western blot para receptores ErbBs.

Para la extraccién de proteinas a partir de muestras musculares se utilizé el homogeneizador Fluko
Superfine Homogenizers (Sumilab) junto a un buffer de lisis que contiene tampdn T-PER (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) complementado con inhibidores de proteasas (EGTA 100 mM, EDTA
100 mM, BAPTA 100 mM, PMSF 200 mM, Benzamidina), inhibidores de fosfatasas (NasVO4 1 M,
NaF 1 M) y un coctel completo de inhibidores 2x (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Este proceso
se lleva a cabo en todo momento en hielo y se realizé inmediatamente después de la extraccion

muscular.

Posterior a la homogenizacidn manual, los lisados celulares fueron sonicados por 5 min. a 4°C y
mantenidos en hielo por 10 min., para luego ser centrifugados a 4.000 g por 20 min. a 4°C. El pellet

fue descartado y el sobrenadante almacenado a -80 2C hasta su utilizacién. La determinacién de la
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concentracién de proteinas se realizé por el método Sulfosalicilico, utilizando como estandar
albumina de suero bovino (BSA). La separacion de proteinas por electroforesis se llevé a cabo por
métodos estandares. Brevemente, 40 g totales de proteinas fueron separadas en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 8% y transferidas a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF).
Los anticuerpos primarios diluidos en solucién de bloqueo fueron incubados a 42C durante toda la
noche. Los anticuerpos primarios utilizados fueron Anti-ErbB2 (ab131490), Anti-ErbB3 (ab5470) y
Anti-ErbB4 (ab137412) adquiridos en Abcam. El anticuerpo contra B-Tubulina fue adquirido en
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA. Posterior al lavado, las membranas fueron incubadas por dos
horas con el anticuerpo secundario anti-conejo a razén de dilucién 1:5000 (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA). La deteccidn se realizé por quimioluminiscencia por métodos estandares.

Para el analisis de los resultados obtenidos mediante Western blot se utilizé el programa Imagel,

el cual permite generar un analisis densitométrico de las bandas inmunoreactivas.

7. Andlisis estadistico

El resultado de los experimentos se expresdé como valor promedio * error estandar (SEM), y la
significancia de las diferencias fue evaluada usando el test de T de Student para datos no pareados

considerando un nivel de significancia de p<0,05.
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Resultados

1. Expresion de los receptores ErbBs en distintos tipos de musculos de ratones obesos y
normopeso, mediante qPCR.

Para determinar los niveles de expresion relativa del RNAm de los receptores ErbBs en distintos

tipos de musculos aislados desde ratones alimentados con dieta control (DC) y dieta alta en grasas

(DAG), se realizaron estudios de gPCR. Los musculos rapidos analizados fueron: Gastrocnemio (G),

Tibial anterior (TA), Flexor digital de los dedos (FDB) y Extensor largo de los dedos (EDL). En tanto,

el muasculo lento analizado fue Séleo (S).

Nuestros resultados indican que existe una expresion diferencial del RNAm de cada receptor en los
diversos tipos musculares analizados. Los niveles de RNAm para el receptor ErbB2 disminuyeron
significativamente (0,12 * 0,03 veces) en el musculo FDB de ratones alimentados con DAG
comparado con el grupo DC, cuyos valores fueron normalizados a 1; mientras que para el musculo
EDL, se observé un aumento significativo en los niveles de RNAm de este mismo receptor (4,83 +
0,32 veces) en el grupo DAG comparado con el DC. Por otra parte, no se observaron diferencias
significativas en los niveles de RNAm de los musculos S, G y TA (Figura 2A).

Asimismo, los niveles de RNAm para el receptor ErbB3 disminuyeron significativamente (0,09 #
0,04 veces) en el musculo FDB de ratones alimentados con DAG comparado con el grupo DC; en
tanto, para el musculo EDL se observé un aumento significativo en los niveles del RNAm (4,04 +
0,53 veces) de ratones DAG en comparacién a ratones DC. Por el contrario, no se observaron
diferencias significativas en los niveles de RNAm de los musculos S, G y TA (Figura 2B).

Los niveles del RNAm para el receptor ErbB4 en los ratones DAG disminuyeron significativamente
en los musculos G, TA y FDB alcanzando valores de 0,39 + 0,1; 0,32 + 0,09 y 0,22 + 0,13 veces,
respectivamente, comparados a los DC. Contrariamente, los niveles del RNAm para este mismo

receptor en el musculo EDL aumentaron significativamente (1,95 * 0,59 veces) en el grupo DAG en
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Niveles relativos de RNAm de EbB2

comparacién al DC. Finalmente, no se observaron diferencias significativas en los niveles del RNAm
en el musculo S (Figura 2C).

Por lo tanto, para los 3 receptores se observan diferencias significativas en el musculo FDB y EDL
de ratones alimentados con DAG comparados con el grupo DC. Sin embargo, a pesar de ambos ser
musculos rapidos, en FDB se observa una disminucién de la expresion génica de los 3 receptores
analizados, mientras que en EDL se observa un aumento, aunque el aumento es menor en ErbB4

en comparacion a ErbB2 y ErbB3 (Figura 2).
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Figura 2. Niveles relativos de RNAm para los receptores ErbBs en diferentes musculos de ratones
alimentados con DAG y DC. Los resultados se presentan como el promedio grupal + SEM. La normalizacidn
fue realizada respecto a los niveles de RNAm de GAPDH. DC fue normalizado a 1 para cada tipo de musculo.
**** p<0,0001, * p<0,04 determinados aplicando Unpaired t-test mediante el programa GraphPad Prism
v.6.01. a) Nivel de expresion del RNAm de ErbB2. DC (n=9); G (n=9); Sy FDB (n=8); TA (n=7) y EDL (n=5). b)
Nivel de expresion del RNAm de ErbB3. DC, S, G y FDB (n=8); TA (n=7) y EDL (n=5). c) Nivel de expresién del

RNAm de ErbB4. DCy G (n=8), S (n=7), TAy FDB (n=5) y EDL (n=4).

2. Niveles de expresion proteicos de los receptores ErbBs en distintos tipos de musculos de

ratones obesos y normopeso, mediante Western blot

Para determinar los niveles relativos de expresion proteica de los receptores ErbBs en distintos
tipos de musculos aislados desde ratones alimentados con DC y DAG, se realizaron estudios de
Western blot. Los musculos rapidos analizados fueron: Gastrocnemio (G), Tibial anterior (TA),
Flexor digital de los dedos (FDB) y Extensor largo de los dedos (EDL). En tanto, el musculo lento

analizado fue Sdleo (S).

La Figura 3A muestra la deteccién de una banda inmunoreactiva concordante con el peso
esperado para el receptor ErbB3 (148-155 kDa) en el musculo S y FDB. De acuerdo al analisis
densitométrico de la banda, se determind un aumento estadisticamente significativo de 2,2 + 0,26
veces los niveles proteicos en el musculo FDB de ratones DAG comparados a ratones DC. El

aumento observado en el musculo S no fue estadisticamente significativo (Figura 3B).

Se ha descrito que el peso esperado para el receptor ErbB4 es de 147 kDa. En la figura 4A se
observan los niveles proteicos en el musculo S en ratones DAG con respecto a ratones DC. El

aumento observado no fue estadisticamente significativo (Figura 4B).
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ErbB3

B-Tubulina

Con respecto a los experimentos efectuados para el musculo G, TA y EDL para los distintos
receptores, no se detectaron bandas inmunoreactivas en el peso esperado, por lo que estos datos

no fueron incluidos en esta tesis.
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Figura 3. Niveles proteicos relativos del receptor ErbB3 en el musculo S y FDB de ratones alimentados con
DAG y DC.

A) Se cargaron 40 pg de proteinas totales por carril en un gel de poliacrilamida al 8%. B-Tubulina fue
utilizada como control de carga. B) Los resultados se presentan como el promedio grupal + SEM. La
normalizacién fue realizada respecto a los niveles proteicos de B-Tubulina. ** p<0,01 determinados

aplicando Unpaired t-test mediante el programa GraphPad Prism v.6.01. Sy FDB (n=3).
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Figura 4. Niveles proteicos relativos del receptor ErbB4 en el misculo S de ratones alimentados con DAG y
DC.

A) Se cargaron 40 pg de proteinas totales por carril en un gel de poliacrilamida al 8%. B-Tubulina fue
utilizada como control de carga. B) Los resultados se presentan como el promedio grupal + SEM. La
normalizaciéon fue realizada respecto a los niveles proteicos de B-Tubulina. El analisis estadistico se realizo
aplicando Unpaired t-test mediante el programa GraphPad Prism v.6.01, considerando diferencias

significativas con un p<0.05. (n=3).
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Discusion

La obesidad es considerada actualmente una epidemia debido a la gran poblacién mundial que
afecta, a su crecimiento explosivo y a su asociacién con alteraciones metabdlicas, tales como la

resistencia a la insulina (20).

El musculo esquelético es el principal tejido encargado de la homeostasis de la glucosa en
hiperglicemia, puesto que es el responsable de aproximadamente el 80% de su captacién y

catabolismo inducido por insulina (4).

Estudios previos han relacionado la via de Neuregulina (NRG)/receptores ErbBs con el
metabolismo de la glucosa en el musculo. NRG es una mioquina que se expresa y secreta en el
musculo esquelético cumpliendo un rol autocrino en este tejido. Los receptores ErbBs pertenecen
a la familia de receptores con actividad tirosina quinasa, los cuales han sido relacionados en
multiples aspectos del desarrollo del musculo esquelético y de la regulacién de su metabolismo
energético (11). Sin embargo, a pesar de las relevantes funciones descritas para la via de
NRG/receptores ErbBs, alin se desconoce las isoformas de los receptores ErbBs (2, 3 y/o 4) que se

expresan en los distintos tipos de musculo en condiciones fisioldgicas y de obesidad.

El objetivo de esta tesis fue evaluar la expresidon de los receptores ErbB2, ErbB3 y ErbB4 en
diversos tipos de musculos, de ratones alimentados por 12 semanas con una dieta control (DC;
normopeso) y una dieta alta en grasa (DAG; obesos). Para ello, se analizaron los musculos rapidos

G, TA, EDLy FDB y el musculo lento S.

Los resultados muestran que existen diferencias significativas en los niveles relativos de RNAm
para los 3 receptores analizados en el musculo FDB y EDL de ratones alimentados con DAG en
comparacién al grupo DC. Sin embargo, a pesar de que se observa un aumento en la expresion
génica en el musculo EDL, en el musculo FDB se observa una disminucion. Si bien ambos musculos
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estan clasificados como musculos rapidos de acuerdo a su morfologia, a su alta intensidad y a su
velocidad durante la contraccidn, siendo fatigables rapidamente, ambos poseen un predominio de
caracteristicas metabdlicas diferentes, ya que el musculo FDB posee una mayor actividad de
enzimas oxidativas y, en el musculo EDL existe un predominio del metabolismo glicolitico (5). Estas
diferencias funcionales podrian explicar los resultados obtenidos debido a la asociacién de la via
NRG/receptores ErbBs en el metabolismo de la glucosa, sin embargo, en la literatura no existen

antecedentes claros que lo relacionen, por lo que es necesario realizar mas estudios al respecto.

Como se ha descrito previamente, NRG cumple una funcién analoga a la insulina, ya que en
determinados contextos ambos participan en la translocaciéon de GLUT4 a la membrana (11). Por
lo que potenciar la activacidén de la via de NRG-1/heterodimero ErbB2-ErbB4 seria beneficioso en

obesidad.

Por otra parte, al analizar los niveles proteicos relativos del receptor ErbB3 en el musculo FDB,
observamos un aumento significativo de este receptor en ratones alimentados con DAG en
comparacioén al grupo DC, contrario a lo observado mediante qPCR. Al respecto, estudios recientes
han descrito que los receptores ErbBs puede ser internalizados en un endosoma, en donde
podrian ser: degradados, reciclados para volver a ejercer su funcién como un receptor de
membrana o transportados al nucleo en su forma madura, en donde se desconoce su funcion (21,
22, 23, 24, 25). Sin embargo, los mecanismos regulatorios de esta metabolizacién alun no se

encuentran dilucidados.

Con respecto a ErbB4, se ha descrito que la metaloproteasa ADAM17 produce un corte
proteolitico de este receptor, que libera un fragmento intracelular soluble (dominio ICD) que viaja
nucleo y actla como factor transcripcional, que regula la expresion de genes que codifican para

enzimas encargadas de la biosintesis de colesterol (18). En base a su asociacidn con la regulacion
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del colesterol, esperdbamos que la expresiéon del receptor ErbB4 se viera aumentada en
condiciones de obesidad. Sin embargo, los resultados obtenidos no dieron cuenta de esto, en los
musculos G, TA y FDB se observé una disminucidn significativa de este receptor en el grupo DAG
en comparacién al DC, y sélo en el musculo rapido EDL se observa un aumento de su expresion
génica. Con respecto a los niveles proteicos de ErbB4, se observé una tendencia a aumentar en el
musculo S de ratones obesos, sin embargo, este aumento no fue estadisticamente significativo,
posiblemente por el bajo nUmero de muestras utilizadas (n=2), por lo que se deberia aumentar el

“n” para confirmar estos resultados (n mayor a 3).

En relacién a los experimentos de Western blot, es importante destacar que en esta tesis se
realizaron experimentos con todos los musculos para los 3 tipos de receptores. En los primeros
ensayos realizados se utilizé un buffer de lisis que contenia un tampdn T-PER, EGTA 100 mM, EDTA
100 mM, PMSF 100 mM, Na3V0O;1 M, NaF 1 My céctel completo de inhibidores 1x (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) pero no se pudo observar bandas inmunoreactivas en el peso esperado para
los receptores analizados, es por eso que se procedid a reforzar con otros inhibidores como BAPTA
100 mM, Benzamidina, PMSF 200 mM y cdctel completo de inhibidores 2x (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) para asegurarse de evitar el procesamiento de estos receptores. La complejidad
se debid a que se desconoce a cabalidad los mecanismos de regulacién asociados a esta familia de
receptores y ademds, no se contaba con inhibidores contra las metaloproteasas especificas
(ADAM17) que se han descrito como parte de la via de metabolizacion (18, 24). Sumado a lo
anterior, no se pudo contar con un control positivo efectivo, ya que, siguiendo las especificaciones
del fabricante de los anticuerpos utilizados, se probaron células del hipocampo, sin embargo,
tampoco se pudieron detectar bandas inmunoreactivas en el peso esperado debido a que en su

proceso de extraccidn de proteinas no fue utilizado un buffer de lisis reforzado.
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Por otra parte, debido a lo descrito en la literatura sobre la localizacidon de estos receptores (de
membrana y nuclear), seria interesante evaluarlos también por métodos como
inmunofluorescencia, inmunohistoquimica, entre otros, ya que por efectos de tiempo no pudo ser

posible en esta instancia.

Como se puede observar en el andlisis de Western blot, B-Tubulina fue utilizada como control de
carga. Sin embargo, se observa que existe una diferencia en la intensidad de las bandas al
comparar su abundancia en ratones alimentados con DAG con el grupo DC. Para comprobar que la
carga de las proteinas totales fue efectuada de forma pareja en todos los carriles y musculos
analizados, se procedio a tefiir la membrana con Azul de Coomassie, ya que este colorante posee
afinidad contra las proteinas. La Figura 5 muestra a modo de ejemplo una membrana tefida, que
da cuenta que todos los carriles fueron cargados con una concentracién de proteinas similares. Sin

embargo, se recomienda utilizar otra proteina como control de carga en los proximos estudios.

Figura 5. Membrana de PVDF

tefida con Azul de Coomassie.
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Conclusion

Contrario a lo planteado en la hipdtesis, en este estudio no se pudo establecer una correlacién
directa entre el tipo de fibra muscular y los niveles de expresién de los receptores ErbBs, sin
embargo, los resultados obtenidos tanto por qPCR y Western blot sugieren que existe una
expresion diferencial de los receptores ErbBs tanto en condiciones de obesidad como en

normopeso.

Los nuevos antecedentes adquiridos en este estudio permiten caracterizar la expresién de los

receptores ErbBs en el musculo en condiciones fisioldgicos como de obesidad:

En el musculo rapido oxidativo FDB se observé una disminucidn significativa de los niveles

de RNAm para ErbB2, ErbB3 y ErbB4 de ratones obesos comparado con los nhormopeso,

junto con un aumento significativo de los niveles proteicos de ErbB3.

e En el musculo rapido glicolitico EDL se observé un aumento significativo de los niveles de
RNAm para ErbB2, ErbB3 y ErbB4 de ratones del grupo DAG con respecto al grupo DC.

e En los musculos rapidos glicoliticos G y TA de ratones obesos se observd una disminucién
significativa de los niveles de RNAm para ErbB4, comparado con el grupo DC.

e En el caso de musculo lento oxidativo S, no se observd ninguna diferencia significativa en

los niveles de RNAm para ninguno de los receptores analizados, sin embargo se observé

una tendencia al aumento en los niveles proteicos de ErbB4.

Los cambios en la expresion de estos receptores en ratones obesos podrian estar asociados a
alteraciones en la via de NRG/ErbBs, lo cual permitiria estudiar su implicancia en trastornos

metabdlicos relacionados con la obesidad.
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Anexo 1: Certificado de aprobacion del Comité de Bioética sobre Investigacion en Animales.
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CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que en el Protocolo CBA 1065 FMUCH, del Proyecto de Investigacién titulado: “Inflammasoma
NLRP3 en el misculo esquelético: Un nuevo vinculo entre lo ocumulocidn de colesterol y ef
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satisface Jo estipulado en el Programa Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad
de Chile.

La investigadora se ha comprometido a la ejecucion de este proyecto dentro de las especificaciones
sefaladas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, a mantener los procedimientos
experimentales planteadas y a no realizar ninguna modificacdn sin previa aprobacién por parte de
este Comité.
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los abservaciones exigidas por & Comitd.
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