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RESUMEN 

 

 El aumento a nivel mundial de la obesidad se atribuye a una mayor ingesta de alimentos 

hipercalóricos y una disminución en el consumo de nutrientes saludables, junto con un estilo de vida 

sedentario y actividad física insuficiente. El ejercicio es parte fundamental del balance energético y 

puede reducir el riesgo de desarrollar enfermedades metabólicas. El músculo esquelético es uno de 

los principales órganos encargados del balance energético. Estudios previos vinculan las 

alteraciones metabólicas de la obesidad con desbalances en los niveles de neuregulina, mioquina 

que se une a los receptores ErbBs (2, 3 y 4). En el músculo esquelético, esta vía se ha relacionado 

con el metabolismo de la glucosa y se ha propuesto que posee una función análoga a la insulina, 

favoreciendo la translocación 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 expresión de los ErbBs en hígado, tejido adiposo y en algunos tipos de músculo 

esquelético. Sin embargo, hasta la fecha no hay estudios que describan el efecto del ejercicio en la 

expresión de los receptores ErbBs en músculo esquelético de ratones alimentados con DAG. 

Hipótesis: Los ratones alimentados con DAG sometidos a ejercicio crónico (DAGe) presentan 

mayores niveles de mRNA de los receptores ErbB 2, 3 y 4 en los músculos 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 músculos esqueléticos 

G y TA de ratones alimentados con DAG, sometidos y no sometidos a ejercicio crónico. Materiales 

y metodología: A partir de muestras congeladas de los músculos 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 
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músculo G (mixto glicolítico) se observó una disminución significativa en los niveles de mRNA del 

receptor ErbB2 en los animales DAGe respecto al grupo DAGne. En tanto, en el músculo TA (rápido 

glicolítico) se observó 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 músculos y condiciones analizadas. Conclusiones: Una rutina 

de ejercicio crónico en ratones alimentados con DAG disminuyó la expresión génica de ErbB2 en un 

músculo mixto glicolítico (G), mientras que aumentó la expresión génica de ErbB3 en un músculo 

rápido glicolítico (TA), lo que sugiere que dependiendo del tipo de fibra muscular, el ejercicio tiene 

un efecto diferencial en la expresión génica de los receptores ErbBs, lo que podría estar relacionado 

con la función de cada músculo y el rol protector del ejercicio frente a la obesidad.  
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INTRODUCCIÓN 

1. Obesidad. 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), la obesidad se define como una acumulación 

anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud (1), causada principalmente por 

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

Según datos de la Organización Panamericana de Salud (OPS), en el año 2016 más de 650 millones 

de personas presentaron obesidad (1). En tanto en Chile, se informó que más del 60% de la 

población mayor de 18 años tenía algún 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 hipercalóricos con abundante contenido de grasas totales y azúcares, y la disminución del 

contenido en vitaminas, minerales y nutrientes saludables. Otro factor importante que contribuye 

a la obesidad es la tendencia a la disminución de la actividad física debido a la naturaleza sedentaria 

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

(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 (cardiopatías y 

accidentes vasculares cerebrales), diabetes mellitus tipo 2, trastornos del aparato locomotor (como 

artrosis y atrofia muscular) y ciertos tipos de cáncer (carcinoma endometrial, mamario, hepático, 

renal, de colon y próstata, entre otros).  Los niños con obesidad tienen mayor probabilidad de seguir 

siendo obesos en la edad adulta, y de padecer ENT a edades tempranas (4). 
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2. Actividad física y beneficios para la salud. 

Según datos de la OPS, uno de cada cuatro adultos (aproximadamente 1400 millones de personas 

en el mundo) no realizan los 150 minutos de actividad física de moderada intensidad por semana, 

recomendados por la OMS, y más del 80% de la población adolescente no realiza la suficiente 

actividad física recomendada (5). 

La actividad física regular y adecuada (incluido cualquier movimiento corporal que requiera 

energía), puede reducir el riesgo de muchas ENT como enfermedades cardiovasculares, la diabetes, 

cáncer de mama y de colon, y la depresión (4, 5). También se le asocian beneficios que incluyen la 

prevención de la atrofia muscular y patologías que afectan las articulaciones (5). La energía que se 

gasta mientras se está físicamente activo es una parte fundamental del balance energético y del 

control de peso (6). Por lo tanto, la actividad física actúa 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 proteínas pertenecientes a la familia del factor de crecimiento 

epidermal (EGF), que están involucradas en la regulación del metabolismo energético y que son 

consideradas mioquinas, ya que se sintetizan y secretan principalmente en el músculo esquelético 

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

Se han descrito cuatro genes que codifican para NRG (1 al 4); estas variantes presentan más 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 mayoría de las isoformas contienen un dominio de transmembrana. Además, en la región 

extracelular se encuentra un dominio de tipo EGF que es sensible a clivaje (6). La unión de NRG a 

receptores específicos denominados ErbBs, desencadena una serie de eventos de señalización río 

abajo, que genera efectos autocrinos, paracrinos o yuxtacrinos dependiendo del tipo de órgano (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 diferenciación y desarrollo celular, progresión 

del ciclo celular y apoptosis (6). Como se muestra en la Figura 2, las distintas isoformas de los 

receptores ErbBs presentan diferentes características estructurales: 

 El receptor ErbB1 reconoce varios ligandos, pero no reconoce a NRG.  

 El receptor ErbB2 no posee un sitio de unión a ligando, pero presenta un dominio tirosina 

quinasa que es catalíticamente activo, y es activado como resultado de la 

heterodimerización con otros receptores ErbBs.  
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 El receptor ErbB3 presenta un sitio de unión específico para NRG, pero no posee actividad 

tirosina quinasa, por lo que debe heterodimerizar con otros receptores ErbBs para poder 

activar la vía de señalización.  

 El receptor ErbB4 presenta tanto un sitio de unión específico funcional para NRG, como la 

actividad tirosina quinasa, por lo que puede homo o heterodimerizar al ser activado por 

NRG (6). 

 

Figura 2. Representación esquemática de la familia de receptores ErbBs, los ligandos 

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

 

Se ha descrito que la activación del dominio tirosina quinasa conduce a la activación de un amplio 

rango de vías de señalización como fosfolipasa C- (PLC-γ), ERK 1/2, proteínas quinasas p38 (MAPK), 

fosfoinositol 3 quinasa (PI3-K) /proteína quinasa B (AKT), entre otras (6). 
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Dentro de la familia de las NRGs, la neuregulina-1 (NRG1) es la más estudiada en músculo 

esquelético. La mayoría de las isoformas de NRG1 contienen un dominio EGF que puede sufrir un 

corte proteolítico mediado por la enzima convertidora de factor de necrosis tumoral α 

(metaloproteasa ADAM17), lo cual permite que este dominio catalíticamente activo se una a los 

receptores ErbBs (6,10).  

4.- Vía 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). Además, se ha descrito que la activación de esta vía 

en adipocitos produce un aumento de los vasos sanguíneos 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 sobreexpresión de NRG4 en tejido adiposo, disminuye significativamente la ganancia de peso en 

ratones alimentados con DAG en comparación a los ratones alimentados con dieta control (DC). 

Estos ratones también presentan una mejoría en la tolerancia a la glucosa y un aumento en la 

sensibilidad a la insulina, junto con una disminución significativa de esteatosis hepática y de la 

expresión de genes lipogénicos (8, 14). Estos resultados sugieren que la activación de la vía NRG4 

en tejido adiposo tendría un rol protector frente a trastornos metabólicos en animales alimentados 

con DAG (8).  

Por otro lado, se ha descrito que la activación de la vía NRG1/ homodímero ErbB4 presenta un rol 

perjudicial en células epiteliales de tejido mamario, ya que conduce a la activación de la proteína de 

unión a elementos reguladores de esteroles (SREBP), la cual actúa como factor transcripcional de 

las enzimas involucradas en la síntesis de colesterol tales como β-hidroxi-β-metil-glutaril-coenzima 
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A reductasa (HMGCOA), HMGCOA sintetasa 1 y de los receptores para lipoproteínas de baja 

densidad (LDL) (20). La síntesis de estas enzimas provoca un aumento en la generación de colesterol 

intracelular, lo cual incluye la biosíntesis de novo de colesterol y una mayor tasa de unión de LDL a 

su receptor (20). 

Hígado 

El hígado es el órgano encargado de almacenar glucógeno y sintetizar glucosa, por lo que es uno de 

los principales órganos involucrados en la homeostasis de la glucosa, la cual depende 

principalmente del equilibrio entre su producción y consumo (7).  Antecedentes indican que al 

estimular farmacológicamente la vía de señalización NRG1/ErbBs en hígado de ratones obesos y 

normopesos (31), se observa una supresión en la expresión de genes que codifican para enzimas 

gluconeogénicas y lipogénicas, y también una disminución de la producción de glucosa hepática, lo 

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

 

Músculo 

Con respecto a los receptores ErbBs, estudios realizados recientemente en nuestro laboratorio 

señalan que existe una expresión diferencial de estos receptores en los distintos tipos de músculos, 

tanto en condiciones fisiológicas como de obesidad, lo que permitiría estudiar su implicancia en 

trastornos metabólicos relacionados con esta patología (16). En el músculo rápido flexor digital de 

los dedos (FDB), se ha observado una disminución de los niveles de mRNA para ErbB2 y ErbB3 en 

ratones obesos comparados con los normopeso, mientras que para el músculo rápido tibial anterior 

(TA), se ha descrito una disminución de los niveles de mRNA sólo para ErbB4 de ratones obesos 

comparado con los normopeso (16). En tanto, en el músculo mixto gastrocnemio (G), aunque no se 

observa una diferencia significativa, se ha descrito una tendencia de disminución de los niveles de 

mRNA de ErbB4 de ratones obesos comparados con los normopeso (16).  
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5.- Ejercicio crónico: Efecto en la vía de NRG y receptores ErbBs en músculo. 

El músculo esquelético es uno de los órganos más importantes para la homeostasis de la glucosa 

postprandial, ya que es el responsable mayoritario de la captación, catabolismo y almacenamiento 

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

La fibra muscular es la unidad funcional del músculo esquelético. Existen distintos tipos de fibras, 

las cuales se clasifican según sus propiedades mecánicas, bioquímicas y metabólicas. Las fibras tipo 

I son fibras de contracción lenta, alta resistencia a la fatiga, alta capacidad oxidativa, son ricas en 

mitocondrias y están en una mayor proporción en músculos de sostén y equilibrio postural como el 

músculo sóleo, el cual es considerado un músculo lento oxidativo. Por otro lado, existen las fibras 

tipo II, las cuales son de contracción rápida debido a su velocidad e intensidad al contraerse y se 

fatigan rápidamente. Las fibras tipo II se subclasifican en fibras IIA, las cuales presentan capacidad 

oxidativa y las IIB, en las que predomina el metabolismo glucolítico. Esta última se encuentra en 

mayor proporción en músculos encargados de ejercicios de potencia o deportes que implican 

movimientos rápidos, como el músculo TA, el cual es considerado un músculo rápido glucolítico (23), 

y el músculo G, que es considerado un músculo mixto glucolítico ya que presenta fibras de tipo I y 

IIB (24,25). Ambos músculos, TA y G, presentan mayores niveles proteicos y mayor actividad de 

enzimas glicolíticas (23,24), por lo que, al utilizar la glucosa como principal fuente energética, serían 

los primeros en responder a cambios en el metabolismo de la glucosa provocados por el ejercicio 

(26). 

Se ha descrito que las NRGs están involucradas en la regulación del consumo y transporte de glucosa 

por parte del músculo esquelético cuando éste se contrae de manera aguda o al realizar ejercicio 

agudo (11, 17). La contracción muscular induce a un aumento en el consumo de glucosa por parte 

del músculo esquelético a través de la activación de la proteína AMP quinasa (AMPK), de la proteína 
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quinasa dependiente de calmodulina II (CAMKII) y de la vía de NRG/ErbBs, que inducen la 

translocación de los transportadores GLUT4 a la membrana plasmática del músculo de manera 

independiente a la acción de la insulina (6,11).  La insulina por su parte activa la vía de señalización 

PI3-K y PKB/AKT (6).  

Por otra parte, se ha descrito que la estimulación neuronal y la contracción muscular son los 

principales procesos que inducen la escisión proteolítica de NRG1 (6, 10). De hecho, se ha 

demostrado que al someter a ejercicio crónico a ratas obesas por DAG y sacarosa, se induce la 

activación de la vía NRG1/ErbB4, debido a la activación de ADAM17. Estos efectos se acentúan al 

combinar el ejercicio y el retorno a una dieta normal (12).  

Estudios recientes de nuestro laboratorio señalan que la obesidad inducida por DAG por 12 

semanas, disminuye la expresión de los receptores ErbBs en los músculos esqueléticos rápidos (16). 

Sin embargo, hasta la fecha no hay estudios que describan el efecto del ejercicio crónico en la 

expresión de estos receptores en músculo esquelético de ratones alimentados con DAG. 

 

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

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

músculo rápido glucolítico (TA) y un músculo mixto glucolítico (G). 
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HIPÓTESIS 

Los ratones alimentados con DAG sometidos a ejercicio crónico presentan mayores niveles de mRNA 

de los receptores ErbB 2, 3 y 4 en los músculos esqueléticos G y TA, respecto aquellos no sometidos 

a ejercicio.  

OBJETIVO GENERAL 

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

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

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar el efecto del ejercicio crónico en el nivel de expresión relativa del mRNA de los receptores 

ErbB 2, 3 y 4 en músculo esquelético G de ratones alimentados con DAG sometidos y no sometidos 

a ejercicio crónico, mediante qPCR.   

2. Evaluar el efecto del ejercicio crónico en el nivel de expresión relativa del mRNA de los receptores 

ErbB 2, 3 y 4 en músculo esquelético TA de ratones alimentados con DAG sometidos y no sometidos 

a ejercicio crónico, mediante qPCR. 

 

Dada la contingencia en nuestro país, no se pudieron realizar todos los experimentos planteados 

originalmente en esta tesis, así que se decidió realizar un estudio adicional (Anexo N°2) acerca del 

efecto que tiene la duración de la DAG sobre los niveles de mRNA de los receptores ErbBs en los 

músculos TA y G.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1.- Modelo experimental 

Se utilizaron muestras guardadas a -80°C de músculos 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°C y ciclos 

de luz/oscuridad de 12:12 horas con acceso libre a alimentación y agua. Los protocolos de manejo 

y cuidado de animales experimentales fueron aprobados por el comité de Bioética sobre 

investigación en animales de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Autorización 

Bioética: CBA #0929, FMUCH). El certificado de aprobación del Comité de ética se encuentra adjunto 

en el Anexo N°1. 

Dieta 

A los 21 días 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 proteínas y el 20% se obtuvieron a partir 

de los carbohidratos (Research Diets INC D12492, USA). Esta alimentación 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 

razón 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 

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

a) 7-8 ratones 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 

que se indica en la Figura 3. 

 

 

Figura 3. Esquema del diseño 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 más con DAG, pero además el grupo DAGe se mantuvo con 

entrenamiento, no así el grupo DAGne. Finalmente, se extrajeron los músculos 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 aclimatación, el cual consiste en un trote en 

treadmill (trotadora motorizada) por 20 min durante 5 días consecutivos a 0,5 Km/h (velocidad 

equivalente al 50% del consumo máximo de oxígeno [VO2 MAX] de esta cepa murina) (22). Esto se 
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realizó con el objetivo de que los animales conozcan y se habitúen al equipo y su entorno, y no se 

estresen. Además, para que aprendieran con anterioridad la tarea que deben realizar en las 

semanas de entrenamiento. 

Después de la semana de aclimatación, se les realizó un test incremental para determinar la 

velocidad máxima que puede alcanzar cada ratón. 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 mínima posible) durante 1 min, para luego aumentar la velocidad en 0,1 Km/h cada 1 

min. Al día siguiente de registrar la velocidad máxima de todos los animales, se comenzó con las 6 

semanas de entrenamiento, lo que consiste en un trote continuo al 75% de la velocidad máxima, 

por 1 hora, 5 días a la semana.  

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

animales trotan. 

Al completar la semana 6 de entrenamiento los ratones fueron eutanasiados mediante dislocación 

cervical y posteriormente se obtuvieron las muestras de los músculos TA y G, las cuales fueron 

congeladas en nitrógeno líquido y almacenadas a -80°C (27). 

2.- Extracción de RNA 

La extracción de RNA a partir de muestras congeladas de los músculos G y TA se realizó utilizando 

el reactivo Trizol (Invitrogen) según 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 vástago del 

homogeneizador se lavó antes de cada homogeneización con agua libre de nucleasas, etanol al 70% 

y RNAsa away (Invitrogen) en ese mismo orden. El paso anterior se repitió hasta observar un fluido 

homogéneo.  
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Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm por 10 min entre 4-8°C, se recuperó el sobrenadante y 

se midió su volumen, para luego ser completado con Trizol hasta 1mL y continuar con la extracción 

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 dejó 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 

resuspendió en 20 µL de H2O libre de nucleasas. 

Para la eliminación del DNA genómico se utilizó el kit TURBO DNA- free TM (Invitrogen) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. La concentración de RNA total se determinó mediante la medición de 

su absorbancia a 260 nm por espectrofotometría. 

3.- Síntesis de cDNA a partir de RNA 

Se utilizó el protocolo incluido en el kit para RT-PCR de la enzima SuperScript II (Invitrogen). Para 

ello, una mezcla compuesta por 1 µg de RNA total, 1 µL dNTP 10mM y 1 µL oligodT 0,5 µg/µL en un 

volumen final de 10 µL, fue incubada durante 5 min a 65°C y luego puesta en hielo por al menos un 

minuto. Posteriormente, se agregó una segunda mezcla que contenía 4 µL de Buffer 5x First, 2 µL 

de DTT 0,1 M, 0,25 µL de RNAsin, 0,25 µL de transcriptasa reversa SuperScript II y 3,5 µL H2O sin 

nucleasas. La síntesis del cDNA se realizó incubando el sistema a 42°C por 50 min y luego a 70°C por 

15 min. Además, se utilizó como control un tubo RT que contenía todos los reactivos excepto la 

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

Se analizó mediante qPCR los niveles de expresión de los receptores ErbB 2, 3 y 4 a partir del cDNA 

de las muestras obtenidas de los músculos TA y G (DAGne y DAGe). El análisis se realizó en duplicado 

para cada muestra. Como control se utilizó el gen constitutivo gliceraldehído-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 qPCR se realizó 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 preparó una mezcla compuesta por 2 µL de partidores 5 µM (mezcla de partidor sentido y 

antisentido), 13 µL H2O sin nucleasas y 4 µL del reactivo EvaGreen ® 5X.  
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A cada tubo se le agregó 19 µL de esta mezcla y 1 µL del cDNA de la muestra correspondiente. Se 

incluyó como control un blanco, el cual contenía todos los reactivos, excepto el cDNA de alguna de 

las muestras.  

Para la cuantificación del cDNA, ya sea de los genes de interés como del gen constitutivo, se utilizó 

el programa Mxpro Software (Comparative cuantification) de Stratagene. El análisis de los 

resultados se realizó a través del algoritmo Delta-Delta Ct (2-∆∆Ct). 

 

5.- Análisis estadístico 

Los resultados fueron expresados como promedios ± error estándar (SEM). La significancia 

estadística entre los grupos experimentales se calculó utilizando el programa Graphpad Prism 6.01 

mediante el test t-Student para datos no pareados. Se consideró 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 músculos esqueléticos G y TA de 

ratones obesos sometidos a ejercicio crónico. 

Mediante qPCR se determinaron los niveles relativos de mRNA de los receptores ErbBs en músculos 

G y TA, aislados desde ratones DAGne y DAGe. 

Los resultados obtenidos indican que los niveles de mRNA para el receptor ErbB2 disminuyeron 

significativamente en el músculo G de ratones DAGe (0,54 ± 0,09 veces) en comparación al grupo 

DAGne (1  0.19). Por otro lado, en el músculo 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 observó un aumento significativo de los niveles de mRNA en el 

músculo TA de ratones DAGe (2,37 ± 0,62 veces) en comparación al grupo alimentado con DAGne 

(1  0,11). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en los niveles de mRNA en el 

músculo 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 músculos estudiados (Figura 4C). 
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Figura 4: Niveles relativos de mRNA de los receptores ErbB 2, 3 y 4 en músculos de ratones DAGne y DAGe. 

Los resultados se presentan como el promedio grupal ± error estándar (SEM). Normalización 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 expresión de mRNA del receptor ErbB2. DAGne: G 

(n=5), TA (n=7); DAGe: G (n=7); TA (n=7). B) Nivel de expresión de mRNA del receptor ErbB3. DAGne: G (n=5), 

TA (n=7); DAGe: G (n=7); TA (n=8). C) Nivel de expresión 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 crónico y excesivo de alimentos altos en grasas y la baja actividad física 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 vía NRG/ErbBs sobre distintos órganos que regulan el 

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

Bajo condiciones normales, el músculo esquelético es el principal responsable de la captación de 

glucosa estimulada por insulina en estado de hiperglicemia. Es un órgano que se caracteriza por 

adaptarse metabólicamente en condiciones no patológicas, ya que puede cambiar la oxidación de 

lípidos y absorción de ácidos grasos en condiciones de ayuno, a un aumento en la captación y 

almacenamiento de glucosa en condiciones estimuladas por insulina (19), por lo tanto, una 

desregulación en el metabolismo del músculo esquelético puede influir fuertemente en la 

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

Antecedentes en la literatura indican que las NRGs están involucradas en la regulación del consumo 

y transporte de glucosa por parte del músculo esquelético (6, 11, 34). Se ha descrito que el ejercicio 

crónico (contracción muscular) podría estimular la actividad de ADAM17 (metaloproteasa que hace 

un corte proteolítico a NRG1), promoviendo el clivaje de NRG1 y su unión a ErbB4 (12). ErbB4 por 

su parte, está involucrado en la regulación del transporte de glucosa en músculo esquelético 

mediante la activación de la traslocación de los transportadores GLUT4 a la membrana plasmática 

(6,11,12). Por otro lado, se ha demostrado que al tratar crónicamente miocitos L6E9 y C2C12 con 

una isoforma de NRG1 (Hrg), aumenta la capacidad oxidativa mitocondrial de los miocitos y 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 vía NRG/ErbBs estimulada por la contracción 
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muscular, actuaría como un modulador clave de la sensibilidad a la insulina en el músculo 

esquelético. 

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio señalan que el músculo TA presenta una 

disminución 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 vía 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 músculo, una menor cantidad de glucosa es captada 

y transportada por los GLUT4. Además, al existir una baja actividad física y sumando la condición de 

obesidad de los ratones, esta vía estaría menos activa en relación a las condiciones normales, lo que 

podría explicar de alguna manera esa disminución en la expresión de los receptores en este tipo de 

músculo. 

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 patológicas; la 

contracción muscular aumenta la captación y consumo de glucosa por una mayor activación en la 

traslocación de los transportadores GLUT4 (12). También se ha descrito que la contracción muscular 

aumenta la biogénesis mitocondrial, lo que mejora la capacidad oxidativa del músculo y permite 

que aumente la oxidación de ácidos grasos que se encuentran acumulados en el músculo 

esquelético (35).  Estudios también indican que el ejercicio presenta un efecto más 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 será necesario realizar estudios posteriores acerca del rol 

que cumple la vía NRG/ErbBs mediante la contracción muscular o ejercicio frente a situaciones no 

patológicas y observar los cambios en la expresión de los receptores ErbBs en músculos 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 observó una disminución en los 

niveles de mRNA de los receptores ErbBs en músculo esqueléticos rápidos (FDB, TA) de ratones 

alimentados con DAG, se esperaba que, al someter a ejercicio crónico a estos ratones, los niveles de 

mRNA de los receptores ErbB se vieran aumentados.  

Sin embargo, los resultados obtenidos muestran que en el músculo G (mixto glicolítico) se observó 

una disminución significativa de los niveles de mRNA de ErbB2 en los animales DAGe respecto al 

grupo DAGne (Figura 4A). En tanto, en el músculo TA (rápido glicolítico) se observó un aumento 

significativo de los niveles de mRNA de ErbB3 en el grupo DAGe en comparación al grupo DAGne. 

(Figura 4B). Con respecto a ErbB4, no se observaron cambios en los niveles de mRNA en ninguno de 

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

El músculo TA es considerado un músculo glicolítico rápido y debido a que presenta una mayor 

proporción de fibras de tipo IIB (las cuales son ricas en enzimas glicolíticas), debería ser el músculo 

que presente mayor sensibilidad frente a un cambio en el consumo de glucosa por parte del músculo 

(por ejemplo, mediante contracción muscular o en estado de hiperglicemia/resistencia a la insulina), 

ya que de esta forma aumentaría la actividad de vías glicolíticas en este tipo de músculo (23,26). Por 

otro lado, el músculo G es considerado un músculo glicolítico 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 mencionó, poseen características 

glicolíticas 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 disminución en la cantidad de mitocondrias, y un menor potencial de 

membrana y producción de ATP en musculo esquelético. Además, se ha descrito que los miocitos 
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en el músculo esquelético de estos ratones no se diferencian, lo que aumentaría la atrofia muscular 

y ayudaría a potenciar la resistencia a la insulina (37). Por otra parte, estos ratones presentan una 

degeneración muscular caracterizada por un cambio en el tipo de fibra muscular, de una 

predominancia de fibras oxidativas tipo I a fibras glicolíticas tipo II (35,36,37), lo cual demuestra la 

capacidad adaptativa del músculo, ya que también cambia el tipo de combustible metabólico que 

consume para la obtención de ATP (de ácidos grasos a uno que predomine la glucosa) (35,36, 38). 

Esto indica también que los músculos esqueléticos con fibras de tipo I y IIA (músculos G y sóleo), 

serían los más afectados frente a estas condiciones, ya que cambiaría o disminuiría la función que 

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

Todo lo anterior, podría explicar los cambios en la composición y metabolismo del músculo G 

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

 Por otro lado, al estimular la contracción en el músculo TA, el aumento significativo en los 

receptores ErbB3 podría explicarse por un aumento en el metabolismo de la glucosa debido a la 

contracción muscular por el ejercicio crónico, lo cual concuerda con descripciones de estudios 

previos en donde la expresión del receptor ErbB3 se ve aumentada durante la contracción muscular 

(40).  En el caso del receptor ErbB4 no se observaron diferencias significativas en los niveles de 

mRNA de ningún músculo al someter a ejercicio ratones alimentados con DAG en comparación al 

grupo no entrenado (Figura 4C). Esto sugiere que para observar cambios significativos en los niveles 

de expresión génica de este receptor en ambos músculos quizás es necesario un entrenamiento más 

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 vía NRG/ErbB2 durante la contracción 

muscular (39), no hay antecedentes que relacionen o expliquen la expresión diferencial de cada 

receptor entre una condición y otra con los distintos fenotipos o fibras musculares. 
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Dado que se ha descrito que el ejercicio crónico 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 

expresión de los receptores ErbBs en el músculo esquelético de ratones alimentados con DAG de 

forma diferencial, podríamos sugerir que dependiendo del tipo de músculo, el ejercicio podría tener 

un rol protector frente a los efectos o condiciones provocadas por la DAG (como la resistencia a la 

insulina), por ejemplo, mediante la activación de la vía NRG/ErbBs. Será necesario realizar más 

experimentos orientados en este sentido para comprobar esta hipótesis.  
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CONCLUSIONES 

 

A partir del estudio realizado, se puede concluir que: 

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

  Disminuyó la expresión génica de ErbB2 en un músculo mixto glicolítico (G). 

 Aumentó la expresión génica de ErbB3 en un músculo rápido glicolítico (TA).  

Esto sugiere que, dependiendo del tipo de fibra muscular, el ejercicio tiene un efecto diferencial en 

la expresión génica de los receptores ErbBs, lo que podría estar relacionado con la función de cada 

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

En base a lo anterior, será necesario realizar estudios posteriores sobre la posible expresión 

diferencial de los receptores ErbBs en los tipos de fibras musculares, ya que esto podría ayudar a 

dilucidar o explicar los cambios en la expresión 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 expresión de los receptores ErbBs, para poder 

comprender y comparar los efectos de las distintas condiciones (dietas control, DAG y ejercicio) 

sobre el músculo esquelético y, así sugerir la activación de la vía NRG/ErbBs como un posible 

tratamiento no farmacológico de la resistencia a la insulina periférica mediante el ejercicio.  
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Anexo N°1: Certificado de aprobación del Comité de Bioética sobre investigación en animales. 
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Anexo N°2.  

Estudio adicional 

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

músculos TA y G. 

OBJETIVO 

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

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

Para estudiar el efecto de la duración de la DAG en la expresión génica de los receptores ErbBs, se 

utilizaron los datos de los resultados de qPCR de los niveles de mRNA de ErbB 2, 3 y 4 de los músculos 

G y TA de ratones alimentados con DAG por 12 semanas (16).  Estos animales (n=5-9 ratones) fueron 

alimentados con DAG a partir del día 21 de vida (destete) por 12 semanas. Al terminar la semana 12 

de DAG los ratones fueron anestesiados y eutanasiados. Para los procesos de obtención de los 

músculos, la extracción de RNA, síntesis de cDNA y qPCR, se siguieron los mismos protocolos que 

los experimentos realizados en esta tesis (16). 

Se realizó una comparación 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 Ramírez) (18). Se estudiaron y compararon los 

resultados en los músculos G y 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 músculo 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 músculo 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 músculos (Figura 5B). 

Finalmente, se observó que los niveles de mRNA del receptor ErbB4 en el músculo 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 músculo TA también disminuyeron significativamente al 

alimentar los ratones con DAG por 12 semanas (0,39 ± 0,11; n=5), en comparación 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 duración de la DAG sobre los niveles de mRNA de los receptores ErbB 2, 3 y 4 en 

músculos de ratones obesos. Los resultados se presentan como el promedio grupal ± error estándar (SEM). 

Normalización 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 expresión de mRNA del 

receptor ErbB2. 10 semanas: G (n=5), TA (n=7); 12 semanas: G (n=9), TA (n=7). B) Nivel de expresión de mRNA 

del receptor ErbB3. 10 semanas: G (n=5), TA (n=7); 12 semanas: G (n=9); TA (n=7). C) Nivel de expresión de 

mRNA 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 alimentación con DAG prolongada tiene consecuencias como la aparición de resistencia a la 

insulina y DM2, cambios en el metabolismo y fenotipo del músculo esquelético y su capacidad 

contráctil (36,37), por lo cual, es relevante estudiar la magnitud de los efectos de la duración de la 

DAG sobre la funcionalidad del músculo esquelético y sobre la vía NRG/ErbBs. 

En base a estos antecedentes, se comparó el efecto que tiene la duración de la DAG (10 semanas vs 

12 semanas) sobre los niveles de mRNA de los receptores ErbBs en los músculos G y TA (Anexo N°2). 

Los resultados obtenidos en el músculo 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 músculos estudiados (Anexo N°2, Figura 5B). Finalmente, se observó que los niveles 

de mRNA del receptor ErbB4 disminuyeron significativamente, en ambos músculos 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 duración de la DAG tiene efectos 

diferenciales sobre la expresión génica de los receptores ErbB2 y ErbB4 de los músculos G y TA 

respectivamente, lo cual puede estar relacionado con la composición de cada músculo.  

En base a estos resultados, se esperaría 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 tendría el ejercicio sobre los niveles de mRNA de los receptores 

ErbB sea más pronunciado que cuando se mantuvo la DAG por 10 semanas, con entrenamiento las 

6 últimas semanas. Esto también se podría observar en la diferencia que existe entre los niveles de 

mRNA del receptor ErbB4 en el músculo G y en el músculo TA, entre DAGne x 10 semanas vs DAGne 
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x12 semanas (Anexo N°2, Figura 5C), ya que dos semanas más de DAG nos indicó una disminución 

significativa en éstos, por lo que el ejercicio podría reestablecer o tener un rol importante por lo 

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

CONCLUSIONES 

Respecto a este análisis se puede concluir que: 

Dos semanas más de alimentación con DAG en ratones  

 Aumentó significativamente los niveles de mRNA del receptor ErbB2 en el músculo G  

 Disminuyó significativamente los niveles del receptor ErbB4 en ambos músculos, en 

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

 

La duración de la DAG tiene efectos diferentes sobre los niveles de expresión génica de los 

receptores ErbBs en los músculos 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 más prolongado 

tendría un rol importante sobre los niveles de estos receptores (ErbB2 y ErbB4) y el restablecimiento 

de las funciones musculares fisiológicas. 

 


