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RESUMEN

El aumento a nivel mundial de la obesidad se atribuye a una mayor ingesta de alimentos
hipercaléricos y una disminucion en el consumo de nutrientes saludables, junto con un estilo de vida
sedentario y actividad fisica insuficiente. El ejercicio es parte fundamental del balance energéticoy
puede reducir el riesgo de desarrollar enfermedades metabdlicas. EIl musculo esquelético es uno de
los principales érganos encargados del balance energético. Estudios previos vinculan las
alteraciones metabdlicas de la obesidad con desbalances en los niveles de neuregulina, mioquina
que se une a los receptores ErbBs (2, 3y 4). En el musculo esquelético, esta via se ha relacionado
con el metabolismo de la glucosa y se ha propuesto que posee una funcidn analoga a la insulina,
favoreciendo la translocacién de los transportadores GLUT4 a la membrana. Por otra parte, se ha
descrito que la obesidad inducida por una dieta alta en grasa (DAG) en ratones disminuye
significativamente la expresién de los ErbBs en higado, tejido adiposo y en algunos tipos de musculo
esquelético. Sin embargo, hasta la fecha no hay estudios que describan el efecto del ejercicio en la
expresion de los receptores ErbBs en musculo esquelético de ratones alimentados con DAG.
Hipdtesis: Los ratones alimentados con DAG sometidos a ejercicio cronico (DAGe) presentan
mayores niveles de mRNA de los receptores ErbB 2, 3 y 4 en los musculos esqueléticos gastrocnemio
(G) y tibial anterior (TA), respecto a aquellos no sometidos a ejercicio (DAGne). Objetivo general:
Estudiar los cambios en los niveles de mRNA de los receptores ErbB 2, 3 y 4 en musculos esqueléticos
G y TA de ratones alimentados con DAG, sometidos y no sometidos a ejercicio crénico. Materiales
y metodologia: A partir de muestras congeladas de los musculos G y TA de ratones alimentados con
DAG por 10 semanas y ejercitados en una trotadora motorizada durante 6 semanas (grupo DAGe;
n= 8), y de muestras de ratones alimentados con DAG que no se ejercitaron (grupo DAGne; n=7),

se determinaron los niveles de mRNA de los receptores ErbBs mediante qPCR. Resultados: En el



musculo G (mixto glicolitico) se observé una disminucion significativa en los niveles de mRNA del
receptor ErbB2 en los animales DAGe respecto al grupo DAGne. En tanto, en el musculo TA (rapido
glicolitico) se observé un aumento significativo en los niveles de mRNA del receptor ErbB3 de
ratones DAGe comparado con los DAGne. Con respecto a ErbB4, no se observaron cambios en los
niveles de mRNA en ninguno de los 2 musculos y condiciones analizadas. Conclusiones: Una rutina
de ejercicio crdnico en ratones alimentados con DAG disminuyd la expresion génica de ErbB2 en un
musculo mixto glicolitico (G), mientras que aumento la expresion génica de ErbB3 en un musculo
rapido glicolitico (TA), lo que sugiere que dependiendo del tipo de fibra muscular, el ejercicio tiene
un efecto diferencial en la expresion génica de los receptores ErbBs, lo que podria estar relacionado

con la funcidn de cada musculo y el rol protector del ejercicio frente a la obesidad.



INTRODUCCION
1. Obesidad.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la obesidad se define como una acumulacién
anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud (1), causada principalmente por

un desequilibrio entre la ingesta caldrica y el gasto energético (2).

Segun datos de la Organizacién Panamericana de Salud (OPS), en el afio 2016 mas de 650 millones
de personas presentaron obesidad (1). En tanto en Chile, se informd que mas del 60% de la

poblaciéon mayor de 18 afios tenia algun grado de exceso de peso (sobrepeso u obesidad) (3).

El aumento mundial de la obesidad se atribuye a varios factores, tales como una mayor ingesta de
alimentos hipercaldricos con abundante contenido de grasas totales y azucares, y la disminucion del
contenido en vitaminas, minerales y nutrientes saludables. Otro factor importante que contribuye
a la obesidad es la tendencia a la disminucidn de la actividad fisica debido a la naturaleza sedentaria

de muchas actividades recreativas, el cambio en los medios de transporte y la creciente urbanizacion

(2).

La obesidad tiene consecuencias para la salud a corto y largo plazo, que incluyen el desarrollo de
enfermedades no transmisibles (ENT) como enfermedades cardiovasculares (cardiopatias vy
accidentes vasculares cerebrales), diabetes mellitus tipo 2, trastornos del aparato locomotor (como
artrosis y atrofia muscular) y ciertos tipos de cdncer (carcinoma endometrial, mamario, hepatico,
renal, de colon y préstata, entre otros). Los nifios con obesidad tienen mayor probabilidad de seguir

siendo obesos en la edad adulta, y de padecer ENT a edades tempranas (4).



2. Actividad fisica y beneficios para la salud.

Segun datos de la OPS, uno de cada cuatro adultos (aproximadamente 1400 millones de personas
en el mundo) no realizan los 150 minutos de actividad fisica de moderada intensidad por semana,
recomendados por la OMS, y mas del 80% de la poblacidn adolescente no realiza la suficiente

actividad fisica recomendada (5).

La actividad fisica regular y adecuada (incluido cualquier movimiento corporal que requiera
energia), puede reducir el riesgo de muchas ENT como enfermedades cardiovasculares, la diabetes,
cancer de mama y de colon, y la depresién (4, 5). También se le asocian beneficios que incluyen la
prevencidn de la atrofia muscular y patologias que afectan las articulaciones (5). La energia que se
gasta mientras se estd fisicamente activo es una parte fundamental del balance energético y del
control de peso (6). Por lo tanto, la actividad fisica actiia como factor protector frente a las ENT a

corto y largo plazo, las cuales son provocadas por la obesidad y el sobrepeso (5).

3.- Neuregulinas y sus receptores (ErbBs)

Las Neuregulinas (NRGs) son proteinas pertenecientes a la familia del factor de crecimiento
epidermal (EGF), que estdn involucradas en la regulacién del metabolismo energético y que son
consideradas mioquinas, ya que se sintetizan y secretan principalmente en el musculo esquelético

(6), pero también en higado (7) y tejido adiposo (8, 14).

Se han descrito cuatro genes que codifican para NRG (1 al 4); estas variantes presentan mas de 30
isoformas que resultan del splicing alternativo de los genes NRG. (9) Algunas de estas isoformas se

muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Esquema de la estructura de las distintas isoformas de NRGs (6).

La mayoria de las isoformas contienen un dominio de transmembrana. Ademads, en la regidn
extracelular se encuentra un dominio de tipo EGF que es sensible a clivaje (6). La unién de NRG a
receptores especificos denominados ErbBs, desencadena una serie de eventos de sefializacion rio

abajo, que genera efectos autocrinos, paracrinos o yuxtacrinos dependiendo del tipo de érgano (6).

Los receptores ErbBs son una familia de receptores compuesta por cuatro miembros: ErbB1
(conocido como HER1 o EGFR), ErbB2 (HER2 o NEU), ErbB3 (HER3) y ErbB4 (HER4). Estos se expresan
en distintos tejidos y regulan distintos procesos como diferenciacion y desarrollo celular, progresion
del ciclo celular y apoptosis (6). Como se muestra en la Figura 2, las distintas isoformas de los

receptores ErbBs presentan diferentes caracteristicas estructurales:

e Elreceptor ErbB1 reconoce varios ligandos, pero no reconoce a NRG.
e El receptor ErbB2 no posee un sitio de uniéon a ligando, pero presenta un dominio tirosina
quinasa que es cataliticamente activo, y es activado como resultado de la

heterodimerizacion con otros receptores ErbBs.
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e Elreceptor ErbB3 presenta un sitio de unién especifico para NRG, pero no posee actividad
tirosina quinasa, por lo que debe heterodimerizar con otros receptores ErbBs para poder
activar la via de sefializacion.

e El receptor ErbB4 presenta tanto un sitio de unién especifico funcional para NRG, como la
actividad tirosina quinasa, por lo que puede homo o heterodimerizar al ser activado por

NRG (6).

ErbB RECEPTORS NRG-1

EGF (Active as dimers) NRG-2
TGFa NRG-3
Amphiregulin NRG-4
HB-EGF HB-EGF
f-Cellulin NRG-1 p-Cellulin
Epiregulin (Orphan NRG-2 Epiregulin

Epigen receptor) Caleb Epigen

ErbB1 | | ErbB2 | ErbB3 ErbB4

3

'EGF-R | 'NRG-R |

Figura 2. Representacion esquematica de la familia de receptores ErbBs, los ligandos

especificos para cada receptor y su actividad tirosina quinasa (6).

Se ha descrito que la activacién del dominio tirosina quinasa conduce a la activacidon de un amplio
rango de vias de sefializacién como fosfolipasa C-y (PLC-y), ERK 1/2, proteinas quinasas p38 (MAPK),

fosfoinositol 3 quinasa (PI13-K) /proteina quinasa B (AKT), entre otras (6).
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Dentro de la familia de las NRGs, la neuregulina-1 (NRG1) es la mas estudiada en musculo
esquelético. La mayoria de las isoformas de NRG1 contienen un dominio EGF que puede sufrir un
corte proteolitico mediado por la enzima convertidora de factor de necrosis tumoral a
(metaloproteasa ADAM17), lo cual permite que este dominio cataliticamente activo se una a los

receptores ErbBs (6,10).

4.- Via de Neuregulina y receptores ErbBs. Rol en obesidad.

Tejido adiposo

La neuregulina-4 (NRG4) es considerada una adipoquina, ya que esta isoforma se secreta
principalmente en el tejido adiposo y participa en distintos procesos que regulan el metabolismo
energético en tejido adiposo pardo y blanco (8). Ademas, se ha descrito que la activacion de esta via
en adipocitos produce un aumento de los vasos sanguineos en tejido adiposo blanco y genera una
mejor tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina (21). Por otra parte, se ha demostrado que
la sobreexpresion de NRG4 en tejido adiposo, disminuye significativamente la ganancia de peso en
ratones alimentados con DAG en comparacion a los ratones alimentados con dieta control (DC).
Estos ratones también presentan una mejoria en la tolerancia a la glucosa y un aumento en la
sensibilidad a la insulina, junto con una disminucién significativa de esteatosis hepatica y de la
expresion de genes lipogénicos (8, 14). Estos resultados sugieren que la activacion de la via NRG4
en tejido adiposo tendria un rol protector frente a trastornos metabdlicos en animales alimentados

con DAG (8).

Por otro lado, se ha descrito que la activacidn de la via NRG1/ homodimero ErbB4 presenta un rol
perjudicial en células epiteliales de tejido mamario, ya que conduce a la activacion de la proteina de
unién a elementos reguladores de esteroles (SREBP), la cual actia como factor transcripcional de

las enzimas involucradas en la sintesis de colesterol tales como B-hidroxi-B-metil-glutaril-coenzima
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A reductasa (HMGCOA), HMGCOA sintetasa 1 y de los receptores para lipoproteinas de baja
densidad (LDL) (20). La sintesis de estas enzimas provoca un aumento en la generacién de colesterol
intracelular, lo cual incluye la biosintesis de novo de colesterol y una mayor tasa de unién de LDL a

su receptor (20).

Higado

El higado es el érgano encargado de almacenar glucdgeno y sintetizar glucosa, por lo que es uno de
los principales 6rganos involucrados en la homeostasis de la glucosa, la cual depende
principalmente del equilibrio entre su produccién y consumo (7). Antecedentes indican que al
estimular farmacoldgicamente la via de sefializacion NRG1/ErbBs en higado de ratones obesos y
normopesos (31), se observa una supresion en la expresidén de genes que codifican para enzimas
gluconeogénicas y lipogénicas, y también una disminucién de la produccién de glucosa hepatica, lo

gue resulta en un aumento en la sensibilidad a la insulina y tolerancia a la glucosa (11, 31).

Musculo

Con respecto a los receptores ErbBs, estudios realizados recientemente en nuestro laboratorio
sefialan que existe una expresion diferencial de estos receptores en los distintos tipos de musculos,
tanto en condiciones fisioldgicas como de obesidad, lo que permitiria estudiar su implicancia en
trastornos metabdlicos relacionados con esta patologia (16). En el musculo répido flexor digital de
los dedos (FDB), se ha observado una disminucién de los niveles de mRNA para ErbB2 y ErbB3 en
ratones obesos comparados con los normopeso, mientras que para el musculo rapido tibial anterior
(TA), se ha descrito una disminucién de los niveles de mRNA sdélo para ErbB4 de ratones obesos
comparado con los normopeso (16). En tanto, en el muisculo mixto gastrocnemio (G), aunque no se
observa una diferencia significativa, se ha descrito una tendencia de disminucion de los niveles de

mMRNA de ErbB4 de ratones obesos comparados con los normopeso (16).
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5.- Ejercicio crénico: Efecto en la via de NRG y receptores ErbBs en mtisculo.

El musculo esquelético es uno de los érganos mas importantes para la homeostasis de la glucosa
postprandial, ya que es el responsable mayoritario de la captacidn, catabolismo y almacenamiento

de glucosa, procesos estimulados por insulina después del consumo de alimentos (19).

La fibra muscular es la unidad funcional del musculo esquelético. Existen distintos tipos de fibras,
las cuales se clasifican segun sus propiedades mecanicas, bioquimicas y metabdlicas. Las fibras tipo
| son fibras de contraccién lenta, alta resistencia a la fatiga, alta capacidad oxidativa, son ricas en
mitocondrias y estdn en una mayor proporcién en musculos de sostén y equilibrio postural como el
musculo séleo, el cual es considerado un musculo lento oxidativo. Por otro lado, existen las fibras
tipo Il, las cuales son de contraccién rapida debido a su velocidad e intensidad al contraerse y se
fatigan rapidamente. Las fibras tipo Il se subclasifican en fibras IIA, las cuales presentan capacidad
oxidativa y las 1IB, en las que predomina el metabolismo glucolitico. Esta ultima se encuentra en
mayor proporcidn en musculos encargados de ejercicios de potencia o deportes que implican
movimientos rapidos, como el musculo TA, el cual es considerado un musculo rapido glucolitico (23),
y el musculo G, que es considerado un musculo mixto glucolitico ya que presenta fibras de tipo | y
[IB (24,25). Ambos musculos, TA y G, presentan mayores niveles proteicos y mayor actividad de
enzimas glicoliticas (23,24), por lo que, al utilizar la glucosa como principal fuente energética, serian
los primeros en responder a cambios en el metabolismo de la glucosa provocados por el ejercicio

(26).

Se ha descrito que las NRGs estan involucradas en la regulacién del consumo y transporte de glucosa
por parte del musculo esquelético cuando éste se contrae de manera aguda o al realizar ejercicio
agudo (11, 17). La contraccién muscular induce a un aumento en el consumo de glucosa por parte

del musculo esquelético a través de la activacién de la proteina AMP quinasa (AMPK), de la proteina
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quinasa dependiente de calmodulina Il (CAMKII) y de la via de NRG/ErbBs, que inducen la
translocacion de los transportadores GLUT4 a la membrana plasmatica del musculo de manera
independiente a la accidn de la insulina (6,11). La insulina por su parte activa la via de sefializacion

PI3-K y PKB/AKT (6).

Por otra parte, se ha descrito que la estimulaciéon neuronal y la contraccion muscular son los
principales procesos que inducen la escision proteolitica de NRG1 (6, 10). De hecho, se ha
demostrado que al someter a ejercicio crénico a ratas obesas por DAG y sacarosa, se induce la
activacion de la via NRG1/ErbB4, debido a la activacion de ADAM17. Estos efectos se acentuan al
combinar el ejercicio y el retorno a una dieta normal (12).

Estudios recientes de nuestro laboratorio sefialan que la obesidad inducida por DAG por 12
semanas, disminuye la expresion de los receptores ErbBs en los musculos esqueléticos rapidos (16).
Sin embargo, hasta la fecha no hay estudios que describan el efecto del ejercicio crénico en la

expresion de estos receptores en musculo esquelético de ratones alimentados con DAG.

A partir de todo lo expuesto anteriormente, en esta tesis se estudiod el efecto que tiene el ejercicio

cronico sobre los niveles de mRNA de los receptores ErbBs en ratones alimentados con DAG, en un

musculo rapido glucolitico (TA) y un musculo mixto glucolitico (G).
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HIPOTESIS

Los ratones alimentados con DAG sometidos a ejercicio crénico presentan mayores niveles de mRNA
de los receptores ErbB 2, 3 y 4 en los musculos esqueléticos G y TA, respecto aquellos no sometidos

a ejercicio.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del ejercicio crénico sobre los niveles de mRNA de los receptores ErbB 2,3 y 4 en

los musculos esqueléticos G y TA de ratones alimentados con DAG.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto del ejercicio crénico en el nivel de expresidn relativa del mRNA de los receptores
ErbB 2, 3 y 4 en musculo esquelético G de ratones alimentados con DAG sometidos y no sometidos

a ejercicio crénico, mediante qPCR.

2. Evaluar el efecto del ejercicio crénico en el nivel de expresion relativa del mRNA de los receptores
ErbB 2, 3y 4 en musculo esquelético TA de ratones alimentados con DAG sometidos y no sometidos

a ejercicio crénico, mediante qPCR.

Dada la contingencia en nuestro pais, no se pudieron realizar todos los experimentos planteados
originalmente en esta tesis, asi que se decidio realizar un estudio adicional (Anexo N°2) acerca del
efecto que tiene la duracién de la DAG sobre los niveles de mRNA de los receptores ErbBs en los

musculos TAy G.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Modelo experimental

Se utilizaron muestras guardadas a -80°C de musculos esqueléticos G y TA, de ratones macho de la
cepa C57BL/6J, obtenidos desde el Bioterio Central de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile. Los animales se mantuvieron en condiciones de temperatura constante entre 21-23°Cy ciclos
de luz/oscuridad de 12:12 horas con acceso libre a alimentacién y agua. Los protocolos de manejo
y cuidado de animales experimentales fueron aprobados por el comité de Bioética sobre
investigacion en animales de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Autorizacion
Bioética: CBA #0929, FMUCH). El certificado de aprobacién del Comité de ética se encuentra adjunto

en el Anexo N°1.

Dieta

A los 21 dias de nacidos (inmediatamente luego del destete), los animales (15 ratones) fueron
alimentados con una DAG, la cual consiste en que, de las Kcal aportadas por el alimento, el 60% de
éstas se obtuvieron de la grasa, el 20% se obtuvieron de las proteinas y el 20% se obtuvieron a partir
de los carbohidratos (Research Diets INC D12492, USA). Esta alimentacion se mantuvo por 10

semanas (Figura 3).

Entrenamiento

Se ha descrito que a la cuarta semana de DAG, el modelo murino presenta un alza de peso, y que a
las 10 semanas con DAG, los animales presentan obesidad y resistencia a la insulina (27). Es por esta
razon que los animales se sometieron a ejercicio desde la cuarta semana de DAG, para estudiar si el
ejercicio muestra un efecto protector (ya sea preventivo o atenuante) frente a estas condiciones

patoldgicas.
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Durante la cuarta semana de DAG los animales se separaron aleatoriamente en dos grupos:

a) 7-8ratones con dieta alta en grasa sometidos a ejercicio (DAGe)
b) 5-7 ratones con dieta alta en grasa sin sometimiento a ejercicio (DAGne), de acuerdo a lo

gue se indica en la Figura 3.

6 semanas de —
 Gruo 1 DAG 1. Obtenuo.ny
Destete P . almacenamiento
DAGne ; ; de muestras
A\ e Sin entrenamiento ’
\\ . AV ) {musculos G y TA)
Y Y 6 semanas de 2. Extraccién
Nacimiento 3 semanas 4 semanas de — Grupo 2= DAG de RNA
de IZ de leche dietaaltaen 4 DAGe * 3. RT-gPCR
camada materna grasa (DAG) J =8 Entrenamiento 4. Analisis de datos
Separacién
de grupos

Figura 3. Esquema del disefio experimental. Los animales se alimentaron de leche materna hasta
la tercera semana. Luego del destete, fueron alimentados con una DAG por 4 semanas. Al terminar
la cuarta semana, la camada fue separada en dos grupos, DAGne y DAGe. Ambos grupos se
mantuvieron por 6 semanas mas con DAG, pero ademas el grupo DAGe se mantuvo con
entrenamiento, no asi el grupo DAGne. Finalmente, se extrajeron los musculos y se realizaron los

experimentos de acuerdo a lo que se indica en el esquema.

De esta manera, tanto los ratones del grupo DAGne y DAGe se mantuvieron con DAG hasta la

semana 10.

Los ratones ejercitados se sometieron a un proceso de aclimatacién, el cual consiste en un trote en
treadmill (trotadora motorizada) por 20 min durante 5 dias consecutivos a 0,5 Km/h (velocidad

equivalente al 50% del consumo maximo de oxigeno [VO, MAX] de esta cepa murina) (22). Esto se
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realizd con el objetivo de que los animales conozcan y se habituen al equipo y su entorno, y no se
estresen. Ademads, para que aprendieran con anterioridad la tarea que deben realizar en las

semanas de entrenamiento.

Después de la semana de aclimatacién, se les realizd un test incremental para determinar la
velocidad maxima que puede alcanzar cada ratdn. El test incremental consiste en una prueba que
se realiza en la trotadora y en la que se someten los ratones a un trote continuo a 0,3 Km/h
(velocidad minima posible) durante 1 min, para luego aumentar la velocidad en 0,1 Km/h cada 1
min. Al dia siguiente de registrar la velocidad maxima de todos los animales, se comenzé con las 6
semanas de entrenamiento, lo que consiste en un trote continuo al 75% de la velocidad maxima,

por 1 hora, 5 dias a la semana.

El test incremental se realizé cada 1 o 2 semanas para reajustar la velocidad mdaxima a la que los

animales trotan.

Al completar la semana 6 de entrenamiento los ratones fueron eutanasiados mediante dislocacién
cervical y posteriormente se obtuvieron las muestras de los musculos TA y G, las cuales fueron

congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C (27).

2.- Extraccion de RNA

La extraccidon de RNA a partir de muestras congeladas de los musculos G y TA se realizé utilizando
el reactivo Trizol (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. Junto con el reactivo Trizol, las
muestras musculares se homogenizaron utilizando el homogeneizador Fluko Superfine
Homogenizer (Sumilab) durante 10 seg y luego fueron colocadas en hielo por 30 seg. El vastago del
homogeneizador se lavd antes de cada homogeneizacidn con agua libre de nucleasas, etanol al 70%
y RNAsa away (Invitrogen) en ese mismo orden. El paso anterior se repitioé hasta observar un fluido
homogéneo.
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Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm por 10 min entre 4-8°C, se recuperé el sobrenadante y
se midid su volumen, para luego ser completado con Trizol hasta 1mL y continuar con la extraccién

de RNA.

Las muestras se trataron con 0,2 mL de cloroformo, se agitaron vigorosamente por 15 seg y se
dejaron reposar durante 5 min a temperatura ambiente. Luego fueron centrifugadas a 12000 rpm
por 15 min a 4°C. Se hizo precipitar el RNA presente en el sobrenadante agregando 0,5 mL de
isopropanol y se dejo a temperatura ambiente por otros 10 min, nuevamente se centrifugaron a
12000 rpm por otros 15 min a 4°C. Finalmente el precipitado fue lavado con etanol 80% y se

resuspendid en 20 pL de H,0 libre de nucleasas.

Para la eliminacidn del DNA gendmico se utilizo el kit TURBO DNA- free ™ (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. La concentracion de RNA total se determind mediante la medicién de

su absorbancia a 260 nm por espectrofotometria.

3.- Sintesis de cDNA a partir de RNA

Se utilizo el protocolo incluido en el kit para RT-PCR de la enzima SuperScript Il (Invitrogen). Para
ello, una mezcla compuesta por 1 pug de RNA total, 1 uL dNTP 10mM y 1 pL oligodT 0,5 pg/uL en un
volumen final de 10 pL, fue incubada durante 5 min a 65°C y luego puesta en hielo por al menos un
minuto. Posteriormente, se agregd una segunda mezcla que contenia 4 pL de Buffer 5x First, 2 pL
de DTT 0,1 M, 0,25 uL de RNAsin, 0,25 plL de transcriptasa reversa SuperScript 1l y 3,5 pL H,0 sin
nucleasas. La sintesis del cDNA se realizé incubando el sistema a 42°C por 50 min y luego a 70°C por
15 min. Ademas, se utilizé como control un tubo RT que contenia todos los reactivos excepto la

enzima. El cDNA permanecio a -20°C hasta ser utilizado.
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4.- Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR)

Se analizdé mediante qPCR los niveles de expresién de los receptores ErbB 2, 3 y 4 a partir del cDNA
de las muestras obtenidas de los musculos TAy G (DAGne y DAGe). El andlisis se realizé en duplicado
para cada muestra. Como control se utilizé el gen constitutivo gliceraldehido-3 fosfato

deshidrogenasa (GAPDH).

Tabla 1.- Secuencia de los partidores ErbB 2, 3 y 4 (28).

Partidor Secuencia

ErbB2 Sentido
5'-GCTGCCCGAAACGTGCTA-3’
Antisentido

5-CCGTGCCAGCCCGAA-3’

ErbB3 Sentido
5'-AGGCTTGTCTGGATTCTGTGGTT-3'
Antisentido
5'-GGGATCGGGTGCAGAGAGA-3'

ErbB4 Sentido
5'-GGAGGCTGCTCAGGACCAA -3'
Antisentido
5'-ACGCAGGCTCCACTGTCAT-3'

GAPDH Sentido
5'-TCCGCCCCTTCCGCTGATG-3'
Antisentido
5'-CACGGAAGGCCATGCCAGTGA-3'

El gPCR se realizd en un Termociclador Stratagene Mx3000p QPCR System (Agilent Technologies),
utilizando el reactivo EvaGreen® (5X HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus, Solis Biodyne) y
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se prepard una mezcla compuesta por 2 uL de partidores 5 uM (mezcla de partidor sentido y

antisentido), 13 pyL H,O sin nucleasas y 4 uL del reactivo EvaGreen ® 5X.
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A cada tubo se le agregd 19 plL de esta mezclay 1 uL del cDNA de la muestra correspondiente. Se
incluyé como control un blanco, el cual contenia todos los reactivos, excepto el cDNA de alguna de
las muestras.

Para la cuantificacion del cDNA, ya sea 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 realizo a través del algoritmo Delta-Delta Ct (2724<).

5.- Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como promedios * error estandar (SEM). La significancia
estadistica entre los grupos experimentales se calculd utilizando el programa Graphpad Prism 6.01
mediante el test t-Student para datos no pareados. Se considerd un nivel de significancia de p <0,05,

y un “n” de 5 a 9 por cada experimento.
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RESULTADOS

1. Estudio de los niveles de mRNA de los receptores ErbBs en los musculos esqueléticos G y TA de

ratones obesos sometidos a ejercicio crénico.

Mediante gPCR se determinaron los niveles relativos de mRNA de los receptores ErbBs en musculos

Gy TA, aislados desde ratones DAGne y DAGe.

Los resultados obtenidos indican que los niveles de mRNA para el receptor ErbB2 disminuyeron
significativamente en el musculo G de ratones DAGe (0,54 * 0,09 veces) en comparacion al grupo
DAGne (1 £ 0.19). Por otro lado, en el musculo TA, no se observaron diferencias significativas en los

niveles de mRNA para ErbB2 entre los grupos DAGne y DAGe (Figura 4A).

Para el caso del receptor ErbB3, se observé un aumento significativo de los niveles de mRNA en el
musculo TA de ratones DAGe (2,37 + 0,62 veces) en comparacion al grupo alimentado con DAGne
(1 £0,11). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en los niveles de mRNA en el

musculo G para el mismo receptor (Figura 4B).

Finalmente, no se observaron diferencias significativas en los niveles de mRNA para el receptor

ErbB4 en ninguno de los musculos estudiados (Figura 4C).

23



A)

ErbB2
« 20-
% mEm DAGne
DAGe
E 1.5 =
=]
3
> 1.0
k! . I
2
w 0.5 -
Q
°
=
Z 0.0
G G TA TA
B)
ErbB3
é v EE DAGne
£ 3 T = DAGe
QD
=]
3 24
=
s
2
w 1 o
Q
°
=
Z ol
G G TA TA
C)
ErbB4
2.0+
g Em DAGne
[S [ DAGe
s 1.5
; T
2z 101
g T
w 054
Q
°
=
Z o0
G G TA TA

Figura 4: Niveles relativos de mRNA de los receptores ErbB 2, 3 y 4 en musculos de ratones DAGne y DAGe.
Los resultados se presentan como el promedio grupal  error estandar (SEM). Normalizacidn realizada con
respecto a los niveles de mRNA de GAPDH. *p<0,05, *** p<0,0001, se determinaron aplicando Unpaired t-test
utilizando el programa GraphPad Prism v.6.01. A) Nivel de expresiéon de mRNA del receptor ErbB2. DAGne: G
(n=5), TA (n=7); DAGe: G (n=7); TA (n=7). B) Nivel de expresion de mRNA del receptor ErbB3. DAGne: G (n=5),
TA (n=7); DAGe: G (n=7); TA (n=8). C) Nivel de expresién de mRNA del receptor ErbB4. DAGne: G (n=5), TA
(n=7); DAGe: G (n=7); TA (n=8).
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DISCUSION
El consumo crénico y excesivo de alimentos altos en grasas y la baja actividad fisica incrementa el

riesgo de padecer obesidad, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y enfermedades cardiovasculares, entre

otras (29, 30).

Varios autores han descrito el rol de la via NRG/ErbBs sobre distintos drganos que regulan el

metabolismo, entre ellos se encuentran el higado, el tejido adiposo y el musculo esquelético (6, 7,8).

Bajo condiciones normales, el musculo esquelético es el principal responsable de la captacién de
glucosa estimulada por insulina en estado de hiperglicemia. Es un érgano que se caracteriza por
adaptarse metabdlicamente en condiciones no patoldgicas, ya que puede cambiar la oxidacion de
lipidos y absorcion de acidos grasos en condiciones de ayuno, a un aumento en la captacién y
almacenamiento de glucosa en condiciones estimuladas por insulina (19), por lo tanto, una
desregulacién en el metabolismo del musculo esquelético puede influir fuertemente en la

homeostasis de la glucosa y en la aparicién de la resistencia a la insulina (33).

Antecedentes en la literatura indican que las NRGs estdn involucradas en la regulacidn del consumo
y transporte de glucosa por parte del musculo esquelético (6, 11, 34). Se ha descrito que el ejercicio
cronico (contraccion muscular) podria estimular la actividad de ADAM17 (metaloproteasa que hace
un corte proteolitico a NRG1), promoviendo el clivaje de NRG1 y su unién a ErbB4 (12). ErbB4 por
su parte, estd involucrado en la regulacion del transporte de glucosa en musculo esquelético
mediante la activacién de la traslocacion de los transportadores GLUT4 a la membrana plasmatica
(6,11,12). Por otro lado, se ha demostrado que al tratar crénicamente miocitos L6E9 y C2C12 con
una isoforma de NRG1 (Hrg), aumenta la capacidad oxidativa mitocondrial de los miocitos vy el
contenido celular de los transportadores GLUT4, sin verse afectado el consumo de glucosa basal de

estas células (34). Todo lo mencionado sugiere que la via NRG/ErbBs estimulada por la contracciéon
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muscular, actuaria como un modulador clave de la sensibilidad a la insulina en el musculo

esquelético.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio sefialan que el musculo TA presenta una
disminucion significativa de los niveles de mRNA del receptor ErbB4 en el grupo de ratones
alimentados con DAG respecto al grupo alimentado con DC (16). Dado que la via de NRG/ErbB4 se
ha relacionado con el consumo y transporte de glucosa (6,11,34), estos resultados sugieren que al
existir una resistencia a la insulina por parte del musculo, una menor cantidad de glucosa es captada
y transportada por los GLUT4. Ademas, al existir una baja actividad fisica y sumando la condicién de
obesidad de los ratones, esta via estaria menos activa en relacion a las condiciones normales, lo que
podria explicar de alguna manera esa disminucidn en la expresion de los receptores en este tipo de

musculo.

Antecedentes han demostrado que el ejercicio ayuda a mejorar la sensibilidad a la insulina tanto en
condiciones de obesidad/resistencia a la insulina, como en condiciones no patoldgicas; la
contraccion muscular aumenta la captacién y consumo de glucosa por una mayor activacion en la
traslocaciéon de los transportadores GLUT4 (12). También se ha descrito que la contraccién muscular
aumenta la biogénesis mitocondrial, lo que mejora la capacidad oxidativa del musculo y permite
gue aumente la oxidacion de dacidos grasos que se encuentran acumulados en el musculo
esquelético (35). Estudios también indican que el ejercicio presenta un efecto mds beneficioso
frente a la resistencia a la insulina cuando se cambia la dieta, desde una DAG hacia una dieta
balanceada (35,38). Por lo cual, también sera necesario realizar estudios posteriores acerca del rol
que cumple la via NRG/ErbBs mediante la contraccion muscular o ejercicio frente a situaciones no
patoldgicas y observar los cambios en la expresion de los receptores ErbBs en musculos esqueléticos

de ratones cuando son alimentados con una dieta balanceada.
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Debido a que en estudios previos de nuestro laboratorio (16) se observé una disminucion en los
niveles de mRNA de los receptores ErbBs en musculo esqueléticos rapidos (FDB, TA) de ratones
alimentados con DAG, se esperaba que, al someter a ejercicio crénico a estos ratones, los niveles de

mMRNA de los receptores ErbB se vieran aumentados.

Sin embargo, los resultados obtenidos muestran que en el musculo G (mixto glicolitico) se observé
una disminucidn significativa de los niveles de mRNA de ErbB2 en los animales DAGe respecto al
grupo DAGne (Figura 4A). En tanto, en el musculo TA (rapido glicolitico) se observé un aumento
significativo de los niveles de mRNA de ErbB3 en el grupo DAGe en comparacién al grupo DAGne.
(Figura 4B). Con respecto a ErbB4, no se observaron cambios en los niveles de mRNA en ninguno de

los 2 musculos y condiciones analizadas (Figura 4C).

El musculo TA es considerado un musculo glicolitico rapido y debido a que presenta una mayor
proporcién de fibras de tipo IIB (las cuales son ricas en enzimas glicoliticas), deberia ser el musculo
gue presente mayor sensibilidad frente a un cambio en el consumo de glucosa por parte del mdsculo
(por ejemplo, mediante contraccion muscular o en estado de hiperglicemia/resistencia a la insulina),
ya que de esta forma aumentaria la actividad de vias glicoliticas en este tipo de musculo (23,26). Por
otro lado, el musculo G es considerado un musculo glicolitico mixto, ya que presenta fibras
musculares tipo I, las cuales poseen alta capacidad oxidativa y una mayor cantidad de mitocondrias,
y también presenta fibras tipo IIB, las cuales, como ya se menciond, poseen caracteristicas
glicoliticas y también se esperaba una respuesta frente a cambios en el metabolismo de la glucosa

(23, 24, 25, 26).

Ratones obesos sometidos a DAG, en condiciones de prediabetes y con una tolerancia a la glucosa
alterada, exhiben una disminucién en la cantidad de mitocondrias, y un menor potencial de

membrana y produccién de ATP en musculo esquelético. Ademas, se ha descrito que los miocitos
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en el musculo esquelético de estos ratones no se diferencian, lo que aumentaria la atrofia muscular
y ayudaria a potenciar la resistencia a la insulina (37). Por otra parte, estos ratones presentan una
degeneracion muscular caracterizada por un cambio en el tipo de fibra muscular, de una
predominancia de fibras oxidativas tipo | a fibras glicoliticas tipo Il (35,36,37), lo cual demuestra la
capacidad adaptativa del musculo, ya que también cambia el tipo de combustible metabdlico que
consume para la obtencidn de ATP (de acidos grasos a uno que predomine la glucosa) (35,36, 38).
Esto indica también que los musculos esqueléticos con fibras de tipo | y lIA (musculos G y séleo),
serian los mas afectados frente a estas condiciones, ya que cambiaria o disminuiria la funcién que

tienen de soporte y resistencia a la fatigabilidad (36).

Todo lo anterior, podria explicar los cambios en la composicién y metabolismo del musculo G

provocados por la resistencia a la insulina periférica inducida por DAG.

Por otro lado, al estimular la contraccion en el muasculo TA, el aumento significativo en los
receptores ErbB3 podria explicarse por un aumento en el metabolismo de la glucosa debido a la
contraccion muscular por el ejercicio crénico, lo cual concuerda con descripciones de estudios
previos en donde la expresién del receptor ErbB3 se ve aumentada durante la contraccidn muscular
(40). En el caso del receptor ErbB4 no se observaron diferencias significativas en los niveles de
mMRNA de ningln musculo al someter a ejercicio ratones alimentados con DAG en comparacion al
grupo no entrenado (Figura 4C). Esto sugiere que para observar cambios significativos en los niveles
de expresion génica de este receptor en ambos musculos quizas es necesario un entrenamiento mds

prolongado, un cambio de dieta o cambiar el tipo de entrenamiento al que se someten los ratones.

Si bien se ha descrito un aumento en la actividad de la via NRG/ErbB2 durante la contraccidn
muscular (39), no hay antecedentes que relacionen o expliquen la expresion diferencial de cada

receptor entre una condicién y otra con los distintos fenotipos o fibras musculares.
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Dado que se ha descrito que el ejercicio crénico mejora el manejo de la glicemia en ratones
alimentados con DAG (27), y en base a nuestros resultados que muestran que el ejercicio afecta la
expresion de los receptores ErbBs en el musculo esquelético de ratones alimentados con DAG de
forma diferencial, podriamos sugerir que dependiendo del tipo de musculo, el ejercicio podria tener
un rol protector frente a los efectos o condiciones provocadas por la DAG (como la resistencia a la
insulina), por ejemplo, mediante la activacién de la via NRG/ErbBs. Serd necesario realizar mas

experimentos orientados en este sentido para comprobar esta hipdtesis.
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CONCLUSIONES

A partir del estudio realizado, se puede concluir que:

Una rutina de ejercicio crénico en ratones alimentados con DAG por 10 semanas

e  Disminuyo la expresidn génica de ErbB2 en un musculo mixto glicolitico (G).

e Aumento la expresion génica de ErbB3 en un musculo rapido glicolitico (TA).

Esto sugiere que, dependiendo del tipo de fibra muscular, el ejercicio tiene un efecto diferencial en
la expresién génica de los receptores ErbBs, lo que podria estar relacionado con la funcién de cada

musculo y el rol protector del ejercicio frente a la obesidad.

En base a lo anterior, serd necesario realizar estudios posteriores sobre la posible expresion
diferencial de los receptores ErbBs en los tipos de fibras musculares, ya que esto podria ayudar a
dilucidar o explicar los cambios en la expresién de estos receptores en las condiciones estudiadas

(DAG y DAG + ejercicio).

También estudios de los efectos que tiene una dieta balanceada o una dieta control en conjunto
con una rutina de entrenamiento, sobre la expresién de los receptores ErbBs, para poder
comprender y comparar los efectos de las distintas condiciones (dietas control, DAG y ejercicio)
sobre el musculo esquelético y, asi sugerir la activacién de la via NRG/ErbBs como un posible

tratamiento no farmacoldgico de la resistencia a la insulina periférica mediante el ejercicio.
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Anexo N°2.

Estudio adicional

Efecto de la duracion de la DAG sobre los niveles de mRNA de los receptores ErbBs en los

musculos TAy G.

OBIJETIVO

Estudiar y comparar el efecto de la duracion de la DAG (10 semanas vs 12 semanas) sobre los niveles

de mRNA de los receptores ErbB 2, 3y 4 de los musculos esqueléticos G y TA.

Para estudiar el efecto de la duracién de la DAG en la expresidn génica de los receptores ErbBs, se
utilizaron los datos de los resultados de qPCR de los niveles de mRNA de ErbB 2, 3y 4 de los musculos
Gy TA de ratones alimentados con DAG por 12 semanas (16). Estos animales (n=5-9 ratones) fueron
alimentados con DAG a partir del dia 21 de vida (destete) por 12 semanas. Al terminar la semana 12
de DAG los ratones fueron anestesiados y eutanasiados. Para los procesos de obtencién de los
musculos, la extraccién de RNA, sintesis de cDNA y gPCR, se siguieron los mismos protocolos que

los experimentos realizados en esta tesis (16).

Se realizd una comparacion entre los niveles de mRNA de los receptores ErbB 2, 3 y 4 de ratones
que fueron alimentados con DAG por 10 semanas (resultados obtenidos en esta tesis), y los niveles
de mRNA de los receptores ErbBs de ratones que fueron alimentados con DAG por 12 semanas
(resultados obtenidos en tesis de TM Ximena Ramirez) (18). Se estudiaron y compararon los

resultados en los musculos Gy TA.

RESULTADOS

En la Figura 5A se puede observar que existe un aumento significativo en los niveles de mRNA para

el receptor ErbB2 en el musculo G cuando los ratones fueron alimentados con DAG por 12 semanas
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(1,54 +0,12; n=9), respecto al grupo que fue alimentado con DAG por 10 semanas (1,06 + 0,19; n=5).
Los niveles de mRNA para el receptor ErbB2 en el musculo TA no presentaron diferencias

significativas.

Respecto al receptor ErbB3, no se observaron diferencias significativas entre los grupos de ratones

alimentados con DAG por 10 semanas y 12 semanas, en ninguno de los dos musculos (Figura 5B).

Finalmente, se observé que los niveles de mRNA del receptor ErbB4 en el musculo G de ratones
alimentados con DAG por 12 semanas disminuyeron significativamente (0,37 + 0,1; n=8) respecto al
grupo que fue alimentado con DAG por 10 semanas (1,22 + 0,38; n=7). De la misma manera, los
niveles de mRNA del mismo receptor en el muisculo TA también disminuyeron significativamente al
alimentar los ratones con DAG por 12 semanas (0,39 £ 0,11; n=5), en comparacion al grupo que fue

alimentado por 10 semanas (1,06 + 0,15; n=7) (Figura 5C).
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Figura 5: Efecto de la duracion de la DAG sobre los niveles de mRNA de los receptores ErbB 2, 3y 4 en
musculos de ratones obesos. Los resultados se presentan como el promedio grupal £ error estandar (SEM).
Normalizacidn realizada con respecto a los niveles de mRNA de GAPDH. *p<0,05, **p<0,01 se determinaron
aplicando Unpaired t-test utilizando el programa GraphPad Prism v.6.01. A) Nivel de expresion de mRNA del
receptor ErbB2. 10 semanas: G (n=5), TA (n=7); 12 semanas: G (n=9), TA (n=7). B) Nivel de expresion de mRNA
del receptor ErbB3. 10 semanas: G (n=5), TA (n=7); 12 semanas: G (n=9); TA (n=7). C) Nivel de expresion de
mMRNA del receptor ErbB4. 10 semanas: G (n=5), TA (n=7); 12 semanas: G (n=8), TA (n=5).
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DISCUSION

Una alimentaciéon con DAG prolongada tiene consecuencias como la aparicidon de resistencia a la
insulina y DM2, cambios en el metabolismo y fenotipo del musculo esquelético y su capacidad
contractil (36,37), por lo cual, es relevante estudiar la magnitud de los efectos de la duracién de la

DAG sobre la funcionalidad del mdsculo esquelético y sobre la via NRG/ErbBs.

En base a estos antecedentes, se comparé el efecto que tiene la duracion de la DAG (10 semanas vs
12 semanas) sobre los niveles de mRNA de los receptores ErbBs en los musculos G y TA (Anexo N°2).
Los resultados obtenidos en el musculo G muestran que los niveles de mRNA para el receptor ErbB2
aumentaron significativamente cuando los ratones fueron alimentados con DAG por 12 semanas
respecto al grupo alimentado con DAG por 10 semanas (Anexo N°2, Figura 5A). Por otro lado, no se
observaron diferencias significativas en los niveles de mRNA del receptor ErbB3 en los ratones que
fueron alimentados con DAG por 12 semanas respecto al grupo alimentado por 10 semanas en
ninguno de los musculos estudiados (Anexo N°2, Figura 5B). Finalmente, se observé que los niveles
de mRNA del receptor ErbB4 disminuyeron significativamente, en ambos musculos G y TA, de
ratones que fueron alimentados con DAG por 12 semanas respecto al grupo alimentado por 10
semanas (Anexo N°2, Figura 5C). Estos resultados sugieren que la duracién de la DAG tiene efectos
diferenciales sobre la expresidon génica de los receptores ErbB2 y ErbB4 de los musculos G y TA

respectivamente, lo cual puede estar relacionado con la composiciéon de cada musculo.

En base a estos resultados, se esperaria que, al utilizar el mismo modelo experimental utilizado en
esta tesis (Figura 3) sobre el grupo DAGne de 12 semanas; con entrenamiento desde la semana 5
hasta la semana 12, el efecto que tendria el ejercicio sobre los niveles de mRNA de los receptores
ErbB sea mas pronunciado que cuando se mantuvo la DAG por 10 semanas, con entrenamiento las
6 Ultimas semanas. Esto también se podria observar en la diferencia que existe entre los niveles de

mMRNA del receptor ErbB4 en el musculo G y en el musculo TA, entre DAGne x 10 semanas vs DAGne
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x12 semanas (Anexo N°2, Figura 5C), ya que dos semanas mas de DAG nos indicd una disminucion
significativa en éstos, por lo que el ejercicio podria reestablecer o tener un rol importante por lo

menos sobre el receptor ErbB4 en ambos musculos; G y TA.

CONCLUSIONES

Respecto a este andlisis se puede concluir que:

Dos semanas mas de alimentacién con DAG en ratones

e Aumentd significativamente los niveles de mRNA del receptor ErbB2 en el musculo G
e Disminuyd significativamente los niveles del receptor ErbB4 en ambos musculos, en

comparacion al grupo de ratones que fue alimentado con DAG por menos tiempo.

La duracidn de la DAG tiene efectos diferentes sobre los niveles de expresién génica de los
receptores ErbBs en los musculos G y TA, lo cual, en conjunto con los resultados obtenidos en esta
tesis, sugiere que una rutina de ejercicio en conjunto con la DAG por un tiempo mds prolongado
tendria un rol importante sobre los niveles de estos receptores (ErbB2 y ErbB4) y el restablecimiento

de las funciones musculares fisioldgicas.
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