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VI. RESUMEN

Introduccion: El ejercicio induce adaptaciones metabdlicas y cambios en la composicion de
fibras musculares que a su vez estan reguladas por las hormonas tiroideas (HT) a través de la
via gendmica. Las HT también participan en la regulacion de transportadores iénicos

importantes durante la contraccion del musculo esquelético a través de la via no genémica.

Objetivo: Analizar los efectos del ejercicio aerdbico cronico en la expresion de los elementos
de la via de sefializacién de HT (transportadores, desyodasas y receptores nucleares) en el
musculo esquelético y el efecto agudo de las HT sobre la contraccion muscular.

Meétodos: Se utilizaron ratas macho adultas que fueron sometidas a un protocolo de ejercicio
aerdbico en una banda para correr durante 14 dias a las cuales posteriormente se les extrajo
los musculos soleus y plantaris. Los cambios en la expresion del ARNm del transportador
MCTS8, desyodasas (tipo 2y 3) y receptores (Thra1 y Thrp1) se midieron a traves de la técnica
RT-gPCR. Ademas, se evalud el efecto agudo de las hormonas tiroideas en la contraccion
del musculo esquelético utilizando una preparacion neuromuscular y de musculo

gastrocnemio aislado de ratones macho adultos.

Resultados: El ejercicio aerdbico crénico disminuyd la expresion del transportador de HT
MCTS8, de Dio3 'y Thral en el masculo plantaris, mientras que en el caso del musculo soleus
no se encontraron cambios significativos en la expresion del ARNm de ninguno de los
elementos de la sefializacion de HT. La aplicacidn aguda (5 minutos) de altas concentraciones
de HT en una preparacién neuromuscular y musculo aislado tuvieron efectos inotropicos

negativos, es decir provocaron una disminucion en la respuesta contractil del musculo.

Conclusiones: Los cambios encontrados en la expresion de los elementos de sefializacion de
HT en el masculo plantaris indican que, los elementos de la sefializacion de HT en el musculo
esquelético son especificos de acuerdo con el fenotipo de fibras musculares en repuesta al
ejercicio aerobico crénico. Por otro lado, la aplicacion aguda de concentraciones elevadas de
las HT a nivel tisular y con estimulos constantes tienen efectos inotrépicos negativos en el

musculo esquelético de ratones adultos.

Palabras clave: Ejercicio aerébico, hormonas tiroideas, musculo esquelético, contraccion
muscular.
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1. INTRODUCCION

Las hormonas tiroideas (tiroxina; T4 y 3,5,3’-triyodotironina; T3) son necesarias para
procesos relacionados con el crecimiento, el desarrollo, la diferenciacion celular, la
regulacion del metabolismo en el adulto y la regulacion de la homeostasis energética en
varios tejidos'2. Ejercen sus efectos a través de la regulacion de la transcripcion de varios
genes catabolicos y/o anabolicos®. Uno de los tejidos que es regulado por las hormonas
tiroideas (HT) es el muasculo esquelético, en el cual contribuyen en gran medida a la
determinacion del fenotipo de fibras musculares, es decir que participan en la regulacion de
las propiedades contractiles y metabdlicas del musculo*®. Ademas, participan en la
reparacion, la miogénesis, la plasticidad del musculo esquelético, el aumento de la biogénesis
mitocondrial, el gasto de energia y la captacion de glucosa dependiente de insulina. Todo lo
anterior, a través de la regulacion transcripcional de un conjunto de genes en el musculo

esquelético®’.

El ejercicio es otro regulador importante del fenotipo muscular, que ademas puede inducir
adaptaciones cronicas, mejora la capacidad al ejercicio y regula el metabolismo energético®.
En condiciones patoldgicas en donde existe una alteracion de la concentracion de las HT,
como el hipotiroidismo e hipertiroidismo, se ha observado una reduccion significativa en la
tolerancia al ejercicio, es decir que los pacientes son incapaces de realizar ejercicio fisico a
una intensidad o duracion que regularmente no seria un problema. La intolerancia al ejercicio
conduce a una reduccion del rendimiento maximo a la actividad fisicay cambios en el umbral
de lactato a menores cargas de trabajo. EI umbral de lactato se refiere al aumento de la
concentracion de lactato en sangre producido por la acidosis metabdlica y que se relaciona

con la intensidad de ejercicio o consumo de oxigeno (VO,) 2.

El hipotiroidismo provoca en el masculo miopatia hipotiroidea, probablemente mediante la
alteracion del metabolismo glucogenolitico y oxidativo y/o por la expresién alterada de
proteinas contréctiles (miosina y actina)*. Otro signo en pacientes con hipotiroidismo es el
retardo en el ciclo de contraccion y relajacion del muasculo'?. En contraste, el ejercicio
aerobico en pacientes con hipotiroidismo restablece a niveles normales la TSH (por sus siglas
en inglés thyroid stimulating hormone) y las HT, ademas promueve la pérdida de peso

corporal®®,
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En el masculo esquelético, el hipertiroidismo provoca miopatia tirotdxica. Esta ultima se ha
propuesto que se desarrolla por atrofia muscular e interrupcion del acoplamiento excitacion-
contraccion®®. En pacientes con tirotoxicosis subclinica el ejercicio aerdbico tiene efectos
benéficos, aumenta la masa muscular y disminuye la percepcion de fatiga durante el periodo

de entrenamiento fisicol®.

Lo anterior se sustenta en la evidencia obtenida en modelos de hipotiroidismo en ratas, en
donde se observo que el entrenamiento de resistencia o la administracion de T3 mejoran
notablemente su rendimiento al ejercicio y elevan el umbral de lactato®. Con base en lo
anterior, se ha sugerido que las respuestas de adaptacion del musculo esquelético al ejercicio
estan ampliamente reguladas por las HT. Los efectos tanto de las HT como del ejercicio en
el musculo se han ido dilucidando. Sin embargo, se sabe poco sobre el papel que desempefian
las HT en la adaptacion metabdlica y estructurales del musculo esquelético durante el

gjercicio®®.
1.1 Caracteristicas generales del musculo esquelético

El mdsculo esquelético constituye aproximadamente el 40% del peso corporal total en
humanos, sus principales funciones son de sostén y movimiento que se generan a través del
mecanismo de contraccion-relajacion del musculo en donde convierte la energia quimica en

energia mecanical’.

Las funciones del musculo esquelético representan el 30% de la tasa metabélica basal®"18,
Desempefia un papel muy importante en el metabolismo proteico al ser un reservorio de
aminoéacidos, que son indispensables para la sintesis de proteinas especificas necesarias para
otros 6rganos como la piel, el corazon y el cerebro!®. Contribuye al mantenimiento de los
niveles de glucosa en sangre. Se encarga de la produccién de calor (proceso de termogénesis)
a través de contracciones involuntarias de las fibras musculares, y con esto contribuye al

mantenimiento de la temperatura corporal central normal*’8,

El musculo esquelético estd compuesto por miles de células denominadas fibras musculares
o miofibrillas, cubiertas por tres capas de tejido conectivo extendidas desde la fascia. La capa

mas externa es el epimisio que rodea todo el madsculo. El perimisio es la capa intermedia y
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rodea grupos de 10 a 100 o mas fibras musculares y los separa en haces llamados fasciculos.

La capa interna o endomisio se encuentra rodeando cada miofibrilla (Figura 1),

Dentro de las miofibrillas, hay estructuras proteicas mas pequefias, denominadas filamentos
o miofilamentos de los cuales los filamentos delgados estdn compuestos, en su mayor parte,
por la proteina actina, y los filamentos gruesos compuestos por miosina. Los filamentos, tanto
finos como gruesos, intervienen directamente en el proceso contréctil. Los contenidos en una
miofibrilla no se extienden a lo largo de toda la fibra muscular, sino que estan dispuestos en
compartimentos denominados sarcomeros, que son las unidades funcionales basicas de una

miofibrilla?®. Los sarcomeros se encuentran delimitados por discos Z2.

Tendoén

Fibra muscular
1

Sarcolema
(membrana celular)
| Musculo '@
esquelético o

Miofibrilla

Endomisio
/
Fasciculo \

Perimisio

Fibras musculares
cubiertas con endomisio
«~—Sarcomero—

Figura 1. Organizacion del masculo esquelético y capas de tejido conectivo que lo recubren.
Tomado de Moore et al., 2010%.

Los filamentos dentro del sarcomero se organizan en la banda A, la banda I, la zonaH y la
linea M (Figura 2). La parte media mas oscura del sarcomero es la banda A, que se extiende
a lo largo de todos los filamentos gruesos. La banda | es un area clara, menos densa, que
contiene solo los filamentos finos, mientras que la zona H angosta en el centro de cada banda
A contiene Gnicamente filamentos gruesos. Las proteinas de sostén que mantienen unidos los
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filamentos gruesos en el centro de la zona H forman la linea M, denominada asi porque se

encuentra en medio del sarcomero®23,

Lo — 2

<«—Banda |—]f J——Banda | —»

(b) Detalles de filamentos y discos Z

Figura 2. Disposicion de los filamentos dentro de un sarcomero. Un sarcomero flanqueado por
dos discos Z. Tomada de Tortora et al., 20138,

1.1.1 Tipos de fibras musculares

De acuerdo con su velocidad de contraccion y perfil metabdlico las fibras del muasculo
esquelético se clasifican en fibras tipo | y tipo Il. Las fibras tipo | son de contraccion lenta 'y
capacidad oxidativa, mientras que las fibras tipo Il son de contraccion rapida y predomina la

capacidad glucolitica®%+2,

Las fibras tipo I son lentas en la generacion de fuerza y son responsables de la contraccion
sostenida®*. La tasa de contraccion-relajacion esta determinada por la actividad de la bomba
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Ca?*-ATPasa del reticulo sarcoplasmico (SERCA, por sus siglas en inglés sarco-
endoplasmic reticulum Ca?* - ATPase) y la proteina motora de la cadena pesada de miosina
(MHC, por sus siglas en inglés myosin heavy chain)®?®. Las fibras de contraccion lenta
expresan MHC7 vy la isoforma 2a de SERCA, ademas presentan una gran cantidad de
capilares y mioglobina encargada del transporte de oxigeno, que confiere a las fibras
musculares una coloracion rojiza?*. Estas caracteristicas se encuentran estrechamente
relacionadas con la alta densidad mitocondrial y el metabolismo oxidativo que desempefian
este tipo de fibras. Uno de los principales sustratos de esta via metabdlica es la glucosa por
lo que estas fibras también expresan el transportador de glucosa 4 (GLUT4) dependiente de

insulina, que permite la entrada de glucosa a la célula?®.

Las fibras tipo 11 se subclasifican en tres fenotipos: Ila, 11x y 11b?°. Las fibras tipo lla son de
contraccion rapida, no obstante, tienen principalmente capacidad oxidativa. Por su contenido
de mioglobina y vasos capilares presenten un color intermedio rojo y una gran cantidad de
mitocondrias comparadas con otros subtipos de fibras tipo I, pero a diferencia de las fibras
tipo | tienen un alto contenido de glucogeno y fosfocreatina y expresan GLUT4 y MHC2.
Las fibras tipo IIx a diferencia del tipo | y tipo lla tienen capacidad glucolitica y una baja
densidad de mitocondrias, contienen poca fosfocreatina y expresan MHC1. Tienen bajo
contenido de capilares y mioglobina por lo que son de coloracion rojiza-blanca. Las fibras
tipo Ilb son de contraccion méas rapida que todas las anteriores, tiene alta capacidad
glucolitica y expresan MHC4. Los tres fenotipos de fibras tipo Il expresan SERCA1la,
presentan un alto contenido de glucdgeno y en general poco contenido de mitocondrias en

comparacion con las fibras tipo 1 5227,

Las propiedades contractiles y metabolicas de las fibras musculares pueden cambiar durante
el desarrollo del musculo, el envejecimiento, el ejercicio y por la accion de HT>?, EI musculo
soleus esta compuesto principalmente por fibras de fenotipo lento, que generan movimientos
lentos y contribuyen al mantenimiento de la postura, responden con baja frecuencia de
manera prolongada y es de alta resistencia, su metabolismo es principalmente oxidativo y
expresan la isoforma MHC7 y SERCA2a>®. Es altamente sensible a la accion de HT, que
como se describird mas adelante, participan en la tasa de contraccion-relajacion muscular®.

El masculo plantaris estd compuesto principalmente por fibras de contraccion rapida, se han
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observado pocos efectos de las HT en la distribucion de las isoformas de MHC que expresa
este musculo, sin embargo, el alto grado de polimorfismo (co-expresan las isoformas
MHCIIx y MHCIIb) que se encuentra en el musculo plantaris puede representar una
caracteristica que minimiza las consecuencias funcionales de grandes cambios en la

composicion de las isoformas de MHC?,
1.1.2 Contraccion del musculo esquelético

La contraccion muscular es un proceso fisioldgico en el que participan el sistema nervioso
somatico y el musculo, este proceso es conocido como acoplamiento excitacion-contraccion
(Figura 3)2%30,

El acoplamiento excitacion-contraccion inicia a partir de la liberacion del neurotransmisor
acetilcolina (ACh) de la terminal del axon en la placa motora. La ACh se une a sus receptores
colinérgico-nicotinicos que son canales catidnicos activados por ligandos, estos se localizan
en la zona local de la membrana (sarcolema) de la fibra muscular, cuando son activados se
produce la apertura del dominio de poro del canal que permite la entrada de grandes
cantidades de iones sodio hacia el interior de la membrana®. Esto conduce a la
despolarizacion local que produce la activacion de los canales de sodio activados por voltaje.
Esto, inicia un potencial de accion en la membrana que viaja a lo largo del sarcolema hacia
invaginaciones presentes en la membrana Ilamadas ttbulos T. La activacion de los receptores
de dihidropiridina (DHPD) conectados estructuralmente a los receptores de rianodina (RyR)
del reticulo sarcoplasmico, inducen la liberacién de grandes cantidades de iones de calcio del

reticulo sarcoplasmico®l32,
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Figura 3. Mecanismo de acoplamiento excitacion-contraccion. 1) EI neurotransmisor ACh se
libera y difunde a través la hendidura sindptica y se une a sus receptores nicotinicos
favoreciendo la produccion del potencial de accion. 2) El potencial de accion se propaga a lo
largo del sarcolema y por los tubulos T los que posteriormente favorecerd el incremento de
Ca?* en el sarcoplasma. Tomada de Silverthorn et al., 2019%.

Una vez en el sarcoplasma, el Ca* se une a la troponina, esta desplaza a la tropomiosina de
los sitios de union actina-miosina®. Una vez que los sitios de union estan “libres”, comienza
el ciclo de contraccién (Figura 4). De manera simultanea, el adenosin trifosfato (ATP) y la
enzima ATPasa se unen a la cabeza de miosina en donde se produce la hidrolisis del ATP a
ADP y fosfato. Esta reaccidn de hidrolisis reorienta y carga de energia la cabeza de miosina
que se une a la actina formando puentes cruzados y favorece la liberacion del grupo fosfato®.
Esto conduce a la fase de deslizamiento y abertura del sitio del puente cruzado al que todavia
estd unido el ADP. La rotacion del puente cruzado de miosina permite la liberacion del
ADP82 | a fuerza que se genera cuando el puente rota hacia el centro del sarcomero, desliza
el filamento fino de actina sobre el filamento grueso de miosina hacia la linea M. Al final de
esta fase, el puente cruzado permanece firmemente adherido a la actina hasta que se une a
otra molécula de ATP. La union del ATP a su sitio de union en la cabeza de miosina hace

que ésta se separe de la actina®*°,
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y carga de energlia
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Figura 4. Ciclo de contraccion y relajacion. Los sarcomeros ejercen fuerzay se acortan a través
de ciclos repetidos, durante los cuales las cabezas de miosina se unen a la actina (por puentes
cruzados), rotan y se desacoplan. Tomada de Tortora et al., 201328,

Después de una fraccion de segundo, el Ca?* es almacenado nuevamente en el reticulo
sarcoplasmico por labomba SERCA en donde permanece hasta que llega un nuevo potencial

de accién muscular®.

Los efectos de las HT sobre la contraccion-relajacién muscular se relacionan con cambios en
la expresion de proteinas contractiles y proteinas involucradas en la regulacion de la
concentracion de Ca?* intracelular, el principal regulador de la contraccion. Ademas, las HT
potencian los efectos estimulantes de las hormonas adrenérgicas en el musculo esquelético y
participan en el cambio de la capacidad de generacion de ATP del musculo para que coincida

con la mayor demanda de energia®3*,
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1.2 Metabolismo del musculo esquelético

Durante el proceso de contraccion del musculo esquelético se requiere una gran cantidad de
ATP. Este se obtiene en primer lugar de las reservas disponibles de las fibras musculares e
impulsa la contraccion durante 1 o 2 segundos'®3. Después de este periodo, el masculo
utiliza la fosfocreatina, la glucdlisis anaerobica y la fosforilacion oxidativa para cumplir con

la demanda energética durante la actividad contréctil prolongada®®=°.
1.2.1 Sistema ATP-Fosfocreatina

La contraccion del musculo esquelético requiere de la hidrdlisis del ATP a ADP y un grupo
fosfato para generar energia. Para restaurar la concentracion de ATP una de las reservas
inmediatas en el musculo es la fosfocreatina (20 mM en una célula en reposo)®°2°, que es
utilizada como sustrato durante las contracciones cortas de gran intensidad y es capaz de
mantener la contraccion muscular entre 5y 8 segundos®.*>3¢, En estas condiciones, la sintesis
de ATP se lleva a cabo por accion de la enzima creatina cinasa quien transfiere un grupo

fosfato de la fosfocreatina al ADP lo que resulta en la formacion de ATP®.
1.2.2 Metabolismo glucolitico

La via glucolitica anaerdbica se emplea durante la contraccion de fibras contractiles de alta
intensidad, su contribucion es de 30 a 40 segundos aproximadamente8. En esta via se utiliza
el glucdgeno almacenado en el masculo y posiblemente también glucosa de la circulacion
para formar glucosa-6-fosfato, sustrato que es utilizado para la generacién de energia durante

la glucdlisis®.

Durante la actividad intensa, especialmente en condiciones anaerdbicas, la tasa de glucolisis
y produccion de piruvato exceden la tasa de consumo de piruvato por el ciclo de Krebs. El
exceso de piruvato se reduce a lactato por accién de la enzima lactato deshidrogenasa. Esta
reaccion produce la nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD), necesaria para la glucdlisis,
es decir para la formacion de piruvato a partir de glucosa-6-fosfato donde también se genera
ATP por fosforilacion a nivel de sustrato®. El lactato producido en el musculo es permeable
a través del sarcolema, sin embargo, es inatil dentro del masculo por lo que es transportado

a través de la sangre hasta el higado donde se convierte nuevamente en piruvato y después
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en glucosa, que se libera en la sangre para su uso por otros tejidos, como el cerebro®3°, Al
retornar la glucosa al muasculo proveniente del higado y de la gluconeogénesis a partir de
lactato, forma un ciclo denominado ciclo de Cori. Este proceso transfiere parte de la carga
metabolica del mdsculo al higado, a su vez que permite que el metabolismo oxidativo esté

disponible nuevamente®.
1.2.3 Metabolismo oxidativo

En condiciones aerdbicas, como en el ejercicio de intensidad leve o moderada, por ejemplo,
un maratén que se corre a un paso lento o durante periodos de reposo las fibras musculares
utilizan el ATP generado durante la fosforilacion oxidativa®®®. Este proceso es
energéticamente mucho mas favorable que la produccion de lactato. Aporta ATP para
actividades prolongadas que duran desde minutos a horas®3!. Solo puede ocurrir cuando hay
oxigeno molecular disponible por lo cual se requiere de la mioglobina, proteina que posee un
grupo hemo que contiene un atomo de hierro que facilita el transporte de oxigeno dentro de

las células musculares®.

En el metabolismo oxidativo se utiliza principalmente como sustrato los acidos grasos, a
partir de los cuales se genera acetil-CoA mediante la B-oxidacion®. Cuando la acetil-CoA
ingresa al ciclo de Krebs, se oxida a diéxido de carbono y agua, generando NADH, guanosin
trifosfato (GTP) y FADH23038, | os equivalentes reductores NADH y FADH2 generados se
oxidan posteriormente por la cadena de transporte de electrones, y se establece un gradiente
de protones a través de la membrana mitocondrial, este gradiente se utiliza para catalizar la

fosforilacion de ADP a ATP por la ATP sintasa mitocondrial®.
1.3 Regulacion del eje hipotalamo-pituitaria-tiroideo

El eje Hipotalamo-Hipofisiario-Tiroideo (HHT, Figura 5) se encarga principalmente de
mantener los niveles normales de HT (T4 y T3). El eje HHT es regulado por la hormona
liberadora de tirotropina (TRH), sintetizado a partir del precursor preproTRH, en las células
parvocelulares del nicleo paraventricular del hipotalamo®. Estan involucradas en la
regulaciéon de diferentes funciones como, por ejemplo, la termorregulacién, la conducta

alimentaria y el balance energético*!42,
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Las neuronas hipofisiotropicas del nucleo paraventricular proyectan sus axones hacia la
eminencia media donde la TRH es liberada en la hipofisis anterior a través del sistema
portahipofisiario®?. La TRH regula la liberacion y actividad biologica de la hormona
estimuladora de la tiroides (TSH) al unirse con su receptor TRH-R14%41, A su vez la TSH
estimula la sintesis de HT en la glandula tiroides, aumentando los niveles séricos T4 y en

menor proporcion T34,

Las HT actiian en varios tejidos blancos, entre ellos el misculo esquelético*®. La actividad
del eje HHT esta regulada por estimulos neuronales que actian sobre las células
parvocelulares y por los efectos de retroalimentacion negativa de las HT en la sintesis de las

TRH y TSH en el hipotalamo y en la hipdfisis anterior, respectivamente?.

Hipotalamo

NUcleo paraventriCular qu—
Nucleo supradplico M

—p Nicleo dorsomedial
Nucleo ventromedial

- TRH
Adenohipofisis

S——p Tiroides — N‘o

Figura 5. Regulacion del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Tiroideo (HHT) y musculo esquelético.
Adaptado de Joseph-Bravo et al., 2015%,

1.4 Sefalizacion de las hormonas tiroideas en el musculo esquelético

Las HT participan en la regulacion de la expresion de genes relacionados con el

mantenimiento de las propiedades contréctiles y metabdlicas del musculo esquelético®*?,
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Estos efectos se producen a partir de la union de las HT a sus respectivos receptores nucleares
(TR, por sus siglas en inglés thyroid receptor)®. No obstante, la disponibilidad intracelular
de las HT depende de la presencia y funcionamiento adecuado de transportadores y enzimas
desyodasas, por lo tanto, estos elementos son importantes en la sefializacion celular de las
HT3’44’45.

El flujo celular de las HT en el musculo esquelético es facilitado por transportadores
transmembranales como por ejemplo el transportador de monocarboxilatos 8 (MCTB8)
codificado por el gen Slc16a2, reconocido como un transportador especifico de HT*¢. Otros
transportadores que también son expresados en el musculo son el transportador de
monocarboxilatos 10 (MCT10) codificada por el gen Slc16al10 y la proteina transportadora
de aniones organicos 1C1 (OATP1C1) codificada por el gen Slcolc14"-#°. La importancia de
estos transportadores en la sefializacion de las HT se ha descrito en procesos como la
miogénesis en musculo esquelético, durante la activacion y diferenciacion de células

satelitales que requieren de la expresion de MCT8 y OATP1C1%,

La regulacién de la concentracion intracelular de las HT depende en parte de la actividad de
las enzimas desyodasas***’. En el mlsculo se expresan dos tipos de desyodasas, la desyodasa
tipo 3 (Dio3) y tipo 2 (Dio2), esta ultima se localiza en el reticulo endoplasmico y se encarga
de la desyodacién del anillo externo de T4 dando como resultado la formacién de T3 (HT
con mayor afinidad por los receptores nucleares de HT). Asi mismo cataliza la conversion de
T3 reversa (rT3) en diyodotironina (T2), mientras que la Dio3 estéa presente en la membrana
plasmaética y cataliza la desyodacion del anillo interno de T4 y T3, de tal manera que Dio3

conviertea T3en T2y ala T4 en rT3%47,

La interaccion de las HT con los TR regula su accion genomica en celulas blanco. Los
complejos HT-TR actian como factores de transcripcion al unirse al ADN a través de la
induccion o inhibicion de la transcripcion génica®. Los TR estan codificados por lo genes
Thro y Thrp. El gen Thro genera las isoformas TRal, TRa2, mientras que Thrp genera las
isoformas TRP1 y TRB2.Todas las isoformas, a excepcion de TRa2, actian como factores de
transcripciones inducibles por T3, mientras que TRo2 actiia como silenciador®. En el
musculo esquelético se expresan las isoformas, TRal y TRB1, siendo esta Gltima la de mayor
abundancia en el musculo soleus. Sin embargo, la actividad de las HT se encuentra mediada

Pagina | 19



principalmente por la isoforma TRa13°%2, En condiciones basales la expresién de TRal,
TRPB1 y TRa2 es mas abundante en el musculo soleus que en el musculo plantaris, sugiriendo
que el metabolismo del muasculo plantaris responde débilmente a la estimulacion por las HT

a diferencia del musculo soleus®.

Los TR se unen a elementos de respuesta a hormonas tiroideas T3, generalmente formando
heterodimeros con otros receptores nucleares como el receptor retinoide X expresado de
forma ubicua y con el receptor activado por proliferadores peroxisomales (PPAR; por sus
siglas en inglés peroxisome proliferator-activated). La formacion posterior de un complejo
proteico que incluye el co-represor NCoR2 y las enzimas modificadoras de histonas conduce

a la represion activa de la transcripcion®>3,

En estudios realizados en roedores se encontrd que en las enfermedades que se producen por
alteracion en los niveles de HT como el hipotiroidismo e hipertiroidismo, provocan un
desbalance en la expresion de genes involucrados en las funciones de contraccion y
metabdlicas del musculo esquelético®. Por ejemplo, en el musculo soleus de ratas con
hipertiroidismo se observd un aumento en la expresién de la proteina desacopladora
mitocondrial 3 (UCP3), de la proteina citocromo C, del receptor coactivador y activado por
el proliferador de peroxisomas-1a (PGC-1a, por sus siglas en inglés Peroxisome proliferator-
activated receptor y co-activator-1a) y de fibras de contraccion rapida MHClla y MHCIIX,

mientras que la expresion de MHCI disminuy6*°4.

A su vez la Dio2 parece desempefiar un papel importante en el fenotipo de fibras musculares,
ya que en ratones KO de Dio2 global se observé un aumento en la tasa de contraccion-
relajacion y en la expresion de MHCIIb, mientras que la expresion de MHCIla disminuyo,
es decir el musculo soleus considerado de metabolismo oxidativo, mostro caracteristicas del
metabolismo glucolitico de contraccion rapida®. También se observé que la inhibicion de
Dio2 conduce a cambios en la funcion contractil del musculo soleus y se sugiere que los
niveles reducidos de PGC-la pueden contribuir a cambios fenotipicos de las fibras
musculares®. Por otro lado, la expresion de Thral, Thrp1l y Thro2 disminuy6 en el mdsculo

soleus de ratas con hipotiroidismo®.

Pagina | 20



1.5 Funciones de las hormonas tiroideas en el musculo esquelético

Las HT ejercen sus efectos en el musculo esquelético por medio de la via gendmica (mediada
por receptores nucleares), es decir las HT regulan un conjunto de genes responsables del
fenotipo de las fibras musculares®®°. Entre los genes que regulan las HT y que son de especial
importancia en el masculo se encuentra MHC, SERCA, GLUT4, PGC-1a, UCP3, la glicerol-
3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial (mGPDH, por sus siglas en inglés Glycerol 3-
phosphate dehydrogenase) y la enzima maélica citosolica 1 (MEL, por sus siglas en inglés

malic enzyme)>%12,
1.5.1 Miogénesis y reparacion del musculo esquelético dependiente de T3

Las HT regulan maltiples eventos dentro del proceso miogénico y reparacion del musculo a
través de la estimulacion de T3 y de genes especificos del musculo, como el factor de
transcripcion de la proteina 1 de diferenciacion miogénica (MyoDL1, por sus siglas en inglés
myoblast determination protein 1)°’. La proteina MyoD1 regula el proceso de activacion de
células madre musculares inactivas o también conocidas como células satélites, que se
encargan de la diferenciacion y reparacion muscular, cuando se activan®®. Las células
satélites pueden proliferar y suministrar nuevas fibras musculares, asi como reconstituir el

conjunto de células satélite para rondas posteriores de regeneracion®.

En este contexto se ha observado que en la regeneracion in vivo del muasculo esquelético
después de una lesion TRa juega un papel esencial en la proliferacion y diferenciacion de
mioblastos’. Mientras que en ratones naive se encontrd que el aumento de T3 mediado por
Dio2 fue esencial para la transcripcion mejorada de MYoD, es decir que Dio2 podria ser
clave en la miogénesis normal del raton y la regeneracion muscular y que a su vez Forkhead
box O (FoxO3) podria ser una molécula clave que coordina la sefializacion de T3%. Dio3 se
expresa en las células satélites durante la fase temprana de la miogénesis y es esencial en la

diferenciacion de las células musculares*’.
1.5.2 Plasticidad del musculo

El fenotipo de las fibras musculares es una propiedad dindmica y la base de la plasticidad

muscular®. Las propiedades estructurales y funcionales de las fibras se refieren al fenotipo de
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la fibra que pueden cambiar en respuesta a la actividad hormonal y neuronal, propiedad que
se conoce como plasticidad muscular?. La posibilidad de cambios de un tipo de fibra a otro
parece estar limitado por las propiedades intrinsecas de cada fibra. Con respecto a esto las
HT contribuyen en la plasticidad del fenotipo muscular®*®, La sefalizacion de las HT
promueve la expresion de genes como MHC2, MHCI, MHC4 que estimulan las propiedades
contréctiles rapidas del musculo®. Como consecuencia, las fibras musculares que estan
inervadas por terminales nerviosas motoras lentas pueden desarrollar un fenotipo de

contraccion rapida por accion de las HT como se ha observado en el hipertiroidismo®.
1.5.3 Biogeénesis mitocondrial

Las adaptaciones de las mitocondrias en respuesta al estimulo contréctil se conocen como
biogénesis mitocondrial, término que se refiere al crecimiento y division de mitocondrias
preexistentes, este proceso se acompafia de variaciones en el tamafio, nUmero y masa
mitocondrial®?. La biogénesis mitocondrial se activa bajo estrés ambiental como el ejercicio,
la exposicion al frio, la restriccion caldrica, el estrés oxidativo, la division y diferenciacion
celular®®. Uno de los principales reguladores de la biogénesis mitocondrial es PGC-1a, quien
a su vez es estimulado por T3%. PGC-1a participa en la regulacion transcripcional de genes
que inducen la expresién del factor de transcripcién mitocondrial A, el cual es una proteina
de unién a ADN que activa la transcripcion de promotores del ADN mitocondrial®.
Regulando de esta forma proteinas mitocondriales involucradas en la regulacion de vias
relacionadas con el metabolismo oxidativo mitocondrial, asi como el mantenimiento de la

homeostasis de lipidos, glucosa y energia®.
1.5.4 Regulacion del gasto energeético por T3 en los musculos

Las HT afectan el metabolismo del musculo esquelético a través de cambios en la expresion
de proteinas contractiles, tales como las proteinas involucradas en el aumento de la tasa de
contraccion y relajacion muscular. Entre los factores regulados transcripcionalmente por HT
estdn las proteinas determinantes de la contractilidad como MHCI, MHC2, MHC4 y
MHC7%5L, Asi como, las proteinas involucradas en el mantenimiento de los gradientes de
Na' - K*y Ca 2" por ejemplo la Na*, K*-ATPasa y SERCA, respectivamente. La regulacion

de estas proteinas promueve un cambio de fenotipo, de las fibras tipo 1 de contraccion lenta,
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a fibras tipo lla de contraccion rapida, cambio asociado con el aumento de la expresion de
MHC y SERCA que conduce a una mayor renovacion de energia y generacion concomitante

de calor durante la actividad muscular®®.

La sefializacion de las HT puede modular la tasa metabdlica. EI aumento en la concentracion
de T3 en ratas y humanos tratados con Levotiroxina aumenta la expresion de UCP3. Este
aumento se ha correlacionado con un aumento de la tasa metabdlica en reposo y el
desacoplamiento mitocondrial en los musculos®’. La UCP3 es miembro de la familia de los
transportadores mitocondriales, expresada en el musculo y localizada en la membrana interna
de la mitocondria®. La UCP3 aumenta la fuga de protones y estimula la oxidacion para
mantener la sintesis de ATP, con base en lo anterior se ha propuesto que la UCP3 genera
energia que se disipa como calor en los muasculos mediante este mecanismo, contribuyendo
alaregulacion de la termogénesis®. No obstante, la contribucion precisa de UCP3 en el gasto

energético atin no se ha establecido®’.

Otra forma de regulacion del metabolismo muscular por accion de las HT es a través de la
regulacion de la expresion de mGPDH. Esta enzima actla como una lanzadera que
contribuye a la generacién de ATP mediante la transferencia de equivalentes reductores
generados en el citoplasma a la membrana mitocondrial . Por otro lado, el tratamiento con
T3 aumentd el consumo maximo de oxigeno de manera distinta de acuerdo con el tipo de
musculo, en el soleus por ejemplo es dos veces mayor el consumo de oxigeno en comparacion

al masculo plantaris de contraccion rapida®.
1.5.5 Homeostasis de la glucosa dependiente de T3

El masculo esquelético es un importante consumidor de glucosa en respuesta a la insulina.
La insulina regula los niveles de glucosa al estimular su transporte, la fosforilacién /
glucdlisis, la sintesis de glucdgeno y la oxidacion de glucosa’™. El principal transportador de
glucosa en el musculo esquelético es GLUT4 que a su vez es regulado transcripcionalmente
por T372. La translocacion de GLUT4 a la membrana celular es un evento dependiente de
insulina y de la contraccion muscular. Ademas, se ha observado que la capacidad de respuesta

muscular normal a la insulina requiere la conversion local de T4 a T3 mediada por Dio2".
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2. ANTECEDENTES

2.1 Sefializacién de HT en el musculo esquelético durante el ejercicio

Tanto el ejercicio de resistencia como el ejercicio aerdbico aumentan la demanda de
contraccion y el metabolismo en el musculo esquelético, lo que resulta en un cambio de tipo
de fibra de contraccion lenta a rapida. El entrenamiento de resistencia también afecta el
metabolismo muscular al aumentar la masa muscular y mejorar la capacidad oxidativa y

glucolitica de las fibras de contraccion rapida’.

En nuestro laboratorio se han estudiado los efectos del ejercicio voluntario sobre la actividad
del eje HHT en ratas macho adultas. Se observd que el ejercicio voluntario por un periodo de
14 dias induce cambios en varios aspectos que regulan el balance energético. Por ejemplo,
se observo una disminucion en el peso del tejido adiposo blanco y de la concentracion sérica
de leptina de las ratas ejercitadas en comparacion con ratas sedentarias alimentadas con la
misma cantidad de kilocalorias que las ratas ejercitadas. Adicionalmente, la distancia que

corren las ratas correlaciona positivamente con la expresion de Trha en el PVN',

A diferentes intensidades de ejercicio se han observado cambios en la funcién del masculo
esquelético, especialmente en la constitucion y metabolismo de fibras musculares, reguladas
por la sefializacion de HT por medio de su unidn a receptores nucleares que a su vez requiere
del correcto transporte y disponibilidad intracelular de T3, de lo cual se encarga los
transportadores de membrana especificos para HT y las enzimas desyodasas,

respectivamente*”’°,

En modelos de ejercicio agudo de alta intensidad en banda para correr se ha descrito un
aumento en la actividad y expresion del ARNm de Dio2 en el musculo esquelético, tanto en
el musculo soleus como gastrocnemios a través de un mecanismo dependiente del receptor
B-adrenérgico®"®77, La enzima desyodasa 2 regula la concentracion intracelular de T3, quien
a su vez regula directamente a PGC-1a, aumentando su expresion durante el ejercicio de alta

intensidad’®.

El ejercicio aerdbico a una velocidad de 15 m/min, velocidad por abajo del umbral de lactato,

en el muasculo soleus aumenta los niveles del ARNm y de la proteina del receptor de
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hormonas tiroideas TRB1, mientras que el ejercicio anaerobico (por arriba del umbral de
lactato) disminuyd la proteina TRB1, lo que sugiere que TRB1 responde de manera distinta
ante diferentes intensidades de ejercicio’. También se ha visto que el ejercicio aerébico
durante 14 dias aumenta la expresion de ARNm de las enzimas citrato sintasa, glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa y MyoD1 en el musculo soleus’.

De acuerdo con lo anteriormente descrito, los efectos de las HT dependen de su unién a
receptores nucleares para regular transcripcionalmente la expresion de proteinas que
participan en la contraccion y metabolismo del mudsculo®®°. Por lo tanto, los cambios en la
sefializacion de las HT durante el ejercicio fisico podrian estar relacionados con las
adaptaciones de contraccion y metabdlicas del muasculo esquelético durante el ejercicio, estos
cambios o adaptaciones durante diferentes entrenamientos se han descrito en proteinas
blanco de HT como, por ejemplo, estudios en los que el ejercicio de alta intensidad induce la
expresion de UCP3 en el masculo esquelético en las fibras glucoliticas mas que en las

oxidativas’.

De forma similar en el misculo gastrocnemio de ratas que realizaron ejercicio voluntario por
14 dias, se observo un aumento de la expresion de UCP3 en un 61% con respecto al grupo
control sedentario, mientras que en el musculo soleus se observo una disminucion de la
expresion de la proteina UCP3 del 32% con respecto al grupo control®. En contraste, el
ejercicio de resistencia provoco un aumento de la expresion de UCP3 mostrando un efecto
en el gasto energético corporal y un aumento de las fibras oxidativas®l. Lo anterior sugiere
que las variaciones en la expresion de UCP3 dependen del tipo de ejercicio al que se expone

un organismo y muy posiblemente al tipo de masculo que se estudie’.

De forma similar existen reportes que han demostrado que la expresion de GLUT4 esta
regulada por el ejercicio fisico y el tratamiento con HT®. El ejercicio voluntario en ratones
obesos también disminuye la concentracion de glucosa al aumentar su absorcién mediada por
GLUT4. No obstante, el ejercicio no aumento la expresion del ARNm de GLUT4, pero si de
la expresion de la proteina, indicando que el ejercicio induce un posible mecanismo de

regulacion positivo postranscripcional de GLUT482,
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2.2 Efectos no genomicos de las hormonas tiroideas en la contraccion del muasculo
esquelético

Ademaés de su accion directa sobre la transcripcion (efectos gendmicos), las HT tienen efectos
no gendmicos, mediados por un receptor expresado en la membrana celular, sitios de union
mitocondriales o en el citoplasma que no involucran principalmente proteinas TR, incluso se
sabe que algunos mecanismos son desencadenados por catabolitos enddgenos de las HT#384,
Se ha considerado que los efectos no genomicos de las HT se relacionan principalmente con
la homeostasis, efectos sobre los transportadores de iones de la membrana plasmatica o el

mantenimiento del citoesqueleto®.

En varios trabajos de investigacion se han reportado mecanismos bioquimicos en los que
participan moléculas importantes en el transporte de iones que a su vez mantienen la
actividad contractil de musculo y que ademas son reguladas por HT a través de mecanismos

no gendmicos, como se mencionan a continuacion®-2°,

La administracion de concentraciones fisioldgicas (0.1 nM) de 3, 5, 3'-triyodotironina y L-
levotiroxina en preparaciones de musculo esquelético in vitro aumentaron significativamente
la actividad de SERCA, a través de un mecanismo no gendmico®. En el hipertiroidismo se
han observado aumentos de la tasa de relajacién del musculo que se relacionan con la
presencia de sitios de unién para T4 y T3 en proteinas del reticulo sarcoplasmico®. Esto
quiere decir que T3y T4 participan en la reabsorcion de Ca?* a través de la regulacion de
SERCA vy de esta forma promueven la relajacion del masculo. Asi mismo tanto T3 como
cafeina/rianodina, aunque fueron bastante diferentes en términos de la forma del curso
temporal, fueron capaces de movilizar el calcio intracelular®’. Aunado a esto en estudios in
vitro, se ha demostrado que en miocitos el Ca?* ejerce una accion como primer mensajero
del efecto rapido de la hormona tiroidea a nivel de la membrana plasmatica®. Algunos
resultados indican que la exposicion aguda a concentraciones elevadas de HT conduce a una
regulacion a la baja de canales de Ca?* regulados por voltaje y un aumento en la captacion
del Ca®* al reticulo sarcoplasmatico®. Sin embargo, en células de miocito auriculares la
exposicion aguda de T3 no afect la corriente de Ca?* en los canales de Ca?* dependientes de

voltaje tipo L%,
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En células de masculo esquelético tratadas con T4 en cultivo, se encontré que los potenciales
de reposo transmembrana se encontraban significativamente mas altos que en las células no
tratadas, como resultado de un nivel elevado de actividad de la bomba Na* / K* electrogénica
en la membrana de las células de musculo®. El contenido reducido de la bomba de Na* / K*
conduce a la pérdida de contractilidad y resistencia, posiblemente contribuyendo a la fatiga
asociada con alteraciones de HT. El aumento de la entrada de Na* inducida reduce la
resistencia contractil. La excitabilidad y la contractilidad del mdsculo dependen de la relacion

entre las fugas pasivas de Na* / K"y la actividad de la bomba®*.

Otro transportador regulado por HT fue descrito en un estudio en células de cultivo de
musculo esquelético de rata en el que se observo que los niveles fisiologicos de HT tienen
un efecto estimulante en el intercambiador Na* / H*, un transportador de membrana que
desempefia un papel importante en la modulacion del volumen intracelular y el pH. En

mioblastos L-6 los efectos no gendémicos de T3 en Na*/ H* fueron dependientes de Ca?* 8",

En miocitos auriculares se encontrd que la exposicion aguda durante 5 min de T3 (10 nM)
aumento el transporte de iones Na*, la liberacion de Ca®* del reticulo sarcoplasmico inducida
y no inducida por cafeina (10 mM). En cambio, T4 no tuvo efectos en el flujo de Na*, lo que
indica que T3 tiene efectos inotropicos positivos y aumenta la fuerza de contraccién en el
musculo cardiaco®. Anteriormente se habia demostrado que en miocitos de ratas recién
nacidas durante la exposicion aguda por 5 min de T3 (5 nM) altera en cuestion de minutos

las corrientes de Na*, aparentemente por interaccion directa con los canales de Na*®°.

Los mecanismos por los cuales las HT participan en la regulacion de transportadores idnicos
en células musculares no esta claro, no obstante, se ha propuesto que el receptor de superficie
celular para HT, la integrina avp3 actta de forma no gendmica y modula a nivel local un
conjunto de acciones de las HT sobre la corriente de Na* y transportadores membranales

como por ejemplo el intercambiador de Na* / H* 87,
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3. JUSTIFICACION

El estado de salud, nutricional y el envejecimiento pueden cambiar los puntos de ajuste del
eje HHT, lo que conduce a cambios en la sintesis de HT por la glandula tiroides y por
consiguiente cambios en los niveles periféricos de HT®". Asi mismo, enfermedades derivadas
de alteraciones en los niveles de HT comunes, como el hipotiroidismo y el hipertiroidismo
provocan alteraciones en la fisiologia del musculo esquelético®. Tanto el hipotiroidismo
como el hipertiroidismo reducen significativamente la tolerancia al ejercicio, cambiando el
umbral de lactato a menores cargas de trabajo®!°. En cambio, el entrenamiento de resistencia
o la administracién de T3 mejora notablemente el rendimiento de ejercicio y aumento el
umbral de lactato en animales hipotiroideos®. Estos hallazgos en conjunto sugieren que las
respuestas de adaptacion del musculo esquelético al ejercicio estan ampliamente reguladas

por las HT.

En este contexto es claro que el estado de las HT y el ejercicio causan cambios celulares y
metabolicos importantes en la fisiologia del musculo esquelético. Sin embargo, hasta donde
hemos podido comprobar existen pocos estudios que vinculen la sefializacion de HT en las
adaptaciones metabolicas y estructurales del misculo esquelético durante el ejercicio fisico®.
Por lo tanto, identificar y describir los efectos del ejercicio aerébico cronico en la expresion
de los elementos de la via de sefializacion de las HT como transportadores, desyodasas y
receptores nucleares en el musculo esquelético contribuira a la comprensién de su mecanismo
de accién, que como indican investigaciones previas, tienen un notable papel en

complicaciones clinicas asociadas a una baja tolerancia al ejercicio.
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4. HIPOTESIS

Las hormonas tiroideas participan en la regulacion de las adaptaciones metabolicas y
contractiles en el musculo esquelético que son inducidas por el ejercicio aerébico crénico,
por lo tanto, aumentara la expresién de transportadores transmembranales, enzimas
desyodasas y receptores nucleares que participan en la sefializacion celular de hormonas

tiroideas.

Las hormonas tiroideas aplicadas de forma aguda provocaran cambios en la contraccion-

relajacion del musculo esquelético.
5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:

Analizar los efectos del ejercicio aerdbico cronico en la expresion de elementos de la
sefializacion de hormonas tiroideas (transportadores, desyodasas y receptores) en el musculo

esquelético y el efecto agudo de estas hormonas sobre la contraccion muscular.
5.2 Objetivos particulares:

e Evaluar los cambios en la sefializacion de las hormonas tiroideas inducidos por el
ejercicio aerdbico cronico, a través de mediciones de la expresion del ARNm del
transportador Slc16a2 (MCT8), de desyodasas tipo 2 y tipo 3 y de receptores Thral

y Thrf31 en los musculos soleus y plantaris de ratas macho adultas.

e Determinar si existen diferencias en la expresion de los elementos de la sefializacion
de las hormonas tiroideas dependiendo del perfil metabolico y capacidad de

contraccion del musculo esquelético inducidos por el ejercicio.

e Evaluar los efectos agudos de las hormonas tiroideas en la contraccion muscular en

una preparacién neuromuscular y en el musculo aislado de ratones adultos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Animales

Para cumplir con los primeros objetivos del proyecto se utilizaron ratas (Rattus norvegicus)
machos de la cepa Wistar Han (n=20) de 70 dias de edad, provenientes del bioterio del
Instituto de Biotecnologia, UNAM. Los animales se mantuvieron alojados en pares (2/jaula)
en condiciones controladas de temperatura (22 + 1 °C) y ciclos invertidos de luz-oscuridad
de 12 h (luz encendida: 19:00 -7:00 h) a partir del destete (21 dias de edad) para permitir que
los animales se aclimaten®. El consumo de agua y alimento se mantuvo ad libitum. De
manera previa al protocolo de ejercicio, las ratas se dividieron aleatoriamente en dos grupos,
un grupo control sedentario (n=10) y un grupo de ejercicio (n=10) considerando que ambos

grupos debian iniciar el experimento con un peso corporal promedio similar.

Para evaluar los efectos de las hormonas tiroideas en la contracciéon del masculo esquelético
se utilizd preparacion neuromuscular y una de masculo gastrocnemio aislado. Para esto, se
utilizaron ratones CD1 macho (n=33) de 180 dias de edad, provenientes del bioterio de la
Facultad de Medicina, UAEM. Los animales se mantuvieron en cajas pequefias (5/jaula) en
condiciones controladas de temperatura (22 + 1°C) y ciclos de luz-oscuridad de 12 h (luz

encendida: 7:00 -19:00 h). EI consumo de agua y alimento fue ad libitum.

El uso de animales para este proyecto de investigacion fue aprobado por el Comité de
Bioética del Instituto de Biotecnologia (id-390).

6.2 Protocolo de habituacién al ejercicio en la banda para correr.

A los 70 dias de edad las ratas tanto del grupo sedentario como ejercitado fueron habituados
a un entrenamiento aerdbico en una maquina de correr de superficie plana (Exer 3/6
treadmill; Columbus instruments, USA) antes de iniciar el protocolo de ejercicio, con la
finalidad de permitir la aclimatacion paulatina de los animales a su entorno en la banda para
correr y asi reducir su estrés®®. La habituacion consistio en colocar a las ratas en una maquina
de correr durante cinco dias una sola seccion al dia, el primer dia se colocaron en la banda
sin movimiento durante 10 min y para los dias posteriores durante 20 min. La velocidad

utilizada en el segundo dia fue de 2 m/min y en los dias siguientes se aumentd de manera
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gradual (3 m/min por dia). El orden en el que las ratas fueron expuestas al entrenamiento fue

aleatorio para cada dia de la habituacion.

Para las ratas que fueron sometidas a ejercicio se empled la puntuacién de rendimiento de
tres criterios en una banda para correr desarrollado por Rios y colaboradores®. Este sistema
permite evaluar la eficiencia de carrera de las ratas durante el entrenamiento y se basa en
asignar determinados codigos que varian en puntaje dependiendo del estilo de carrera de la
rata. EI codigo del estilo de carrera de los animales se basa en tres dominios, cada uno con
su propio valor de puntaje. Estos 3 criterios son: 1) la "actitud™ de carrera (A) que se refiere
al posicionamiento fisico y las acciones de la rata mientras corre (o trata de evitar correr); 2)
"resistencia” (E) que se refiere a la posicion de la cola de la rata como un indicador de
cansancio basado en el esfuerzo de sostenerla 'y 3) el "rendimiento” bruto (Y) proporcionado
por el recuento de togues que se daban con la goma de un lapiz a las ratas, para evitar estrés
en los animales al usar descargas eléctricas®®!®. Para la evaluacion de estos criterios se

utilizé un esquema en el que se resume los tres criterios (Figura 6).

Las evaluaciones se realizaron del dia 3-5 de la habituacion, tres veces en intervalos de 5
minutos cada uno, durante los 20 minutos de sesion de entrenamiento al dia (comenzando
después de los primeros 5 minutos, considerados como calentamiento). Los puntajes finales
se calcularon como se indica en la Figura 7. Con los puntajes finales de cada criterio se
considerd incluir en el experimento de ejercicio aerébico en banda para correr, aquellas ratas
gue mostraron las mejores puntuaciones con respecto al grupo y la capacidad de correr a una
velocidad de 15 m/min inferior al nivel de lactato.
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Figura 6. Configuracion esquematica de la puntuacion de rendimiento de tres criterios AEY.

Tomada de Rios et al., 2019%

toques con la goma del lapiz.

Pagina | 32



2 Cuantificar cada

1st [5-min]-Periodo de registro
= periodo de registro. Cantidad

Cantidad otal ~ Calc./ Puntaje

1 « Crear registro.

1< Numero-s A % C C A | [N=4|1+(sum/N)
] 5 ‘ sum
.-g Fases tLmin 3 | -0.3-0.3 0 -0.9 -1.5 = 0625
|
8 F0  NoRun )| &) | (+) |N=2] sum/N
g E sum
el - (+) | 025 1.00 [1.25| =0.625
1.8l @ @ | b |t | 1+sum)
3x [5-minl- 1% 2l M | sum
Periodos de registro (b) | -0.15 -0.15 1-0.30 =0.700
con velocidad -) C
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@) e una vez. Si se anota (c) => sum = -1.00.
2?{-@4) _&_ 2nd [5-min]-Periodo de registro
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F4 :'..,‘I:,‘ s | regm A E Y
: 1st |0.625 0.625 0.700
Time-S| 22

2nd |0.900 0.500 1.000
3 Caluar e puntje promecto 3rd |0.900 0.750 0.000
=de la sesion de entrenamiento. ) Promedio 0.808 0.625 0.567

Figura 7. Procedimiento para el célculo del valor promedio de cada puntaje de los tres criterios
AEY basado en notas de cada periodo de registro. Tomada de Rios et al., 2019%.

6.3 Protocolo de ejercicio aerobico en la banda para correr

El protocolo de ejercicio en la banda para correr consistio en colocar a las ratas del grupo
sedentario en la banda sin movimiento (0 m/min) durante 20 min, mientras que el grupo de
ejercicio fue colocado en la banda de la corredora a una velocidad inicial de 2 m/min, la
velocidad se aument6 de manera gradual durante 5 min, que fue el tiempo en el que la banda
alcanzo la velocidad de 15 m/min, velocidad con la que no se supera el umbral de lactato,
por lo que el ejercicio se considera aerdbico’®. Cada seccion se realizo durante 20 minutos y
el orden de entrenamiento de las ratas fue aleatorizado en cada sesion, en total cada rata
realiz6 14 sesiones de ejercicio divididas en tres semanas (5 dias de entrenamiento y dos dias
de descanso por semana).
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En cualquier régimen de ejercicio es importante que los animales muestren adherencia al
protocolo y para comprobarlo se continué empleando la evaluacién del estilo de carrera como
se describid anteriormente. Ademas, se realizé un monitoreo del consumo de alimento. Este
monitoreo se realizé colocando 100 g alimento para un dia, el alimento restante encontrado
en las jaulas se peso para saber la cantidad de alimento consumida por los animales durante
el periodo de habituacion y del protocolo de ejercicio aerébico. Adicionalmente se registro
el peso corporal de los animales una vez por semana desde el periodo de habituacion hasta el

término del protocolo de ejercicio aerobico.
6.4 Sacrificio

Después de la Gltima sesion de entrenamiento (dia 14), los animales fueron sacrificados de
9:00 am - 12:00 pm, por decapitacion por un técnico experimentado. Se colect6 la sangre
troncal para obtener el suero por centrifugacion (3000 rpm durante 20 min) y posteriormente
cuantificar la concentracion de hormonas tiroideas y corticosterona. Se extrajeron y pesaron
el tejido adiposo blanco (WAT del inglés, White adipose tissue) epididimal, retroperitoneal
e interescapular y el tejido adiposo pardo (BAT del inglés, Brown adipose tissue). Asimismo,
se extrajeron los musculos soleus y plantaris. Todos los tejidos se almacenaron a -80°C para

los andlisis posteriores.
6.5 Cuantificacion de hormonas tiroideas (T3 'y T4) por el método de ELISA:

La cuantificacion de hormonas tiroideas se realiz6 en suero por el método de ELISA (del
inglés, Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) utilizando el kit de diagnostico
Internacional [Zapopan, JAL, México] para T3y T4 respectivamente. Para adaptar el uso de
este kit en ratas se utilizd suero de rata hipotiroideal®. Las muestras se midieron por

duplicado siguiendo las instrucciones del fabricante como a continuacion se describe.

La curva estandar se preparo colocando en la primera fila de la placa 25 ul de los estdndares
de referencia del kit mas 25 ul de suero de rata hipotiroidea e igualmente se colocaron 50 ul
de suero problema en los pocillos correspondientes. Posteriormente se adicionaron 100 pl del
reactivo conjugado de trabajo (0.1 ml del concentrado HT-HRPO; enzima peroxidasa de
rabano picante (HRP) en 2 ml del diluyente) y se dejo incubar a temperatura ambiente por

45 min para permitir la union del antigeno especifico al anticuerpo anti-HT tapizado en el
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pocillo. Para eliminar el exceso de antigeno no unido se removio la mezcla de incubacion y

el exceso de la enzima se lavé 5 veces con el buffer de lavado 1x.

Posteriormente, se adiciond 100 ul de TMB vy se dejo incubar en la obscuridad por 15 min.
Para detener la reaccion se adicionaron 100 pl de solucion de paro. La union del substrato a
la enzima provoca una reaccion colorimétrica, en donde la intensidad del color formada
(amarillo) es proporcional a la cantidad de enzima presente, y se relaciona inversamente a la

cantidad de HT no marcada en la muestra.

La densidad dptica se midi6 con un espectrofotometro a 450 nm, para T3 la sensibilidad de
la prueba es de 0.25 ng/ml y para T4 es de 0.5 pug/dl. Finalmente, los datos de absorbancia se
utilizaron para determinar la concentracion de T3 y T4 por medio del software gratuitito my

Elisa analysis.
6.6 Cuantificacion de corticosterona sérica por Radioinmunoensayo (RIA)

La cuantificacién de corticosterona se realizd mediante la técnica de radioinmunoensayo,
prueba en la que se hizo una dilucion de los sueros 1:500 en amortiguador RIA (10 mM de
fosfatos pH 7.5, 150 mM de NaCl y 0.1 % de gelatina grado RIA-Biorad) por duplicado. Las
diluciones preparadas se colocaron a 98°C durante 10 min. De cada muestra se tomaron 500
ul y se colocaron en tubos de ensayo, a cada muestra se le adicionaron 100 pl del anticuerpo
(ADb) anti-corticosterona diluido 1:1200 méas 100 ul de corticosterona tritiada (Perki-Elmer)
La curva estandar se prepard por triplicado con 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000 y 5000
pg / 500 pul de amortiguador RIA.

Posteriormente se dejaron incubar todos los tubos a 4°C durante 24 h. Pasado el tiempo de
incubacion se adicion6 200 pl de carbon-dextran (SigmaAldrich 4 g / 250 ml de
amortiguador) y se incubaron a 4°C por 20 min. Posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm
a4°C por 15 min y se recuperd el sobrenadante en viales de centelleo a los que se les adiciono
4 ml de liquido de centelleo (Ecolite MP Biomedicals). Cada muestra se midio en el contador

de emisiones beta (Beckman).
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6.7 Extraccién de ARN total

Las extracciones de ARN total se realizaron por el método de extraccion de tiocinato de
guanidina modificado de Chomczynski & Sacchi*®t, como a continuacion se describe.

Se tomd una muestra de aproximadamente 15 mg del tejido muscular. El tejido congelado se
pulverizé en un mortero estéril sobre hielo seco. Cada muestra del tejido pulverizado se
homogenizo6 con 400 ul de solucién desnaturalizante (solucion D: constituida de tiocianato
de guanidina 4 M, de citrato de sodio 25 mM y de N-lauroil sarcosinato de sodio 0.5%) y B-
mercaptoetanol. Para ello se utilizd una proporcion de 5 mL de Solucién D + 35 ul B-
mercaptoetanol. Las muestras se homogenizaron completamente con un sonicador
(Ultrasonic serie 4710).

A partir del homogenizado, se separaron los componentes no nucleicos con 40 ul de acetato
de sodio 2 M, un volumen de fenol frio y 0.2 volimenes de una mezcla de cloroformo-
alcohol isoamilico 49:1. Los tubos se incubaron por 15 min y se centrifugaron a 10,000 g por
20 min a 4°C para recuperar la fase acuosa, a la cual se agregd de nuevo un volumen de fenol
y 0.2 volimenes de cloroformo-alcohol isoamilico 49:1 y se centrifugaron nuevamente bajo

las mismas condiciones.

Después de recuperar la fase acuosa, se realiz6 una primera precipitacion con un volumen de
isopropanol igual al volumen recuperado y se dejé precipitar a -20°C por 2 h. Se recupero el
sobrenadante después de volver a centrifugar como se describi6 anteriormente. La pastilla
precipitada se resuspendié en 1/3 del volumen inicial de solucion D y se dejé precipitar por
segunda vez con el mismo volumen de isopropanol a -20°C por 2 h. Después se centrifugé a
10,000 g por 10 min a 4°C y se recuper0 el sobrenadante. Para remover las sales del ARN
precipitado se aplicaron dos lavados con etanol al 70%, después de cada lavado se centrifugo
a 10,000 g a 4°C por 5 minutos.

El sedimento de ARN se solubiliz6 en agua tratada con DEPC (0.1% dietil pirocarbonatado)
libre de ARNsas y se procedio a cuantificar el ARN total extraido del mdsculo en cada
muestra, asi como la pureza utilizando un Nanodrop (ThermoFisher Scientific). Ademas,

para verificar la integridad del ARN extraido se realiz6 un gel de agarosa al 1%.
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6.8 Limpieza de ADN genomico

Para remover el ADN gendmico de las muestras de ARN total se utiliz6 el kit de Thermo
Scientific RapidOut ADN Removal, siguiendo las instrucciones del fabricante como a

continuacion se describe.

Las muestras de ARN fueron tratadas con 0.5 pl de ADNasa | recombinante libre de
ARNasas en conjunto con la mezcla de reaccion compuesta por 1 pl de buffer ADNasa con
MgCl2 10X, y agua libre de nucleasas. Posteriormente, las muestras se incubaron a 37 °C por
30 minutos. La DNasa | se elimind utilizando 1 pl del reactivo ADNasa (DRR) patentado e
incubando las muestras a temperatura ambiente por 2 minutos. EI DRR se une eficientemente
alaDNasa I, este complejo es retenido en el fondo del tubo por centrifugacion a 800 g durante

1 minuto.

Se recupero el sobrenadante que contenia el ARN purificado, posteriormente se cuantificé el
rendimiento final y pureza por medio de un Nanodrop (ThermoFisher Scientific). Asi mismo
se realizd un gel de agarosa al 1% para verificar la integridad del ARN después del

procedimiento RapidOut.
6.9 Retrotranscripcion (RT)

Para cuantificar la expresion del ARNm del transportador de HT; Slc16a2 (MCT8); el ARNm
de receptores de HT Thral y Thrp1 y de enzimas desyodasas tipo 2 y 3 se utilizaron las
técnicas de retrotranscipcion y reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-
gPCR).

Para la RT se obtuvo ADN complementario (ADNCc) a partir de 1 pug de ARN total resultante
de la extraccion del tejido muscular, resuspendido en 12 pl de agua tratada con DEPC. Las
alicuotas de ARN se desnaturalizaron a 65°C durante 5 min. Posteriormente a cada muestra

se le agregd la mezcla de reaccion mencionada en la tabla 1.

Las muestras se incubaron a 37 °C por 2 horas y se almacenaron a -20°C para su uso posterior.
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Tabla 1. Mezcla de reaccion para la RT

Reactivo Cantidades por muestra
Agua estéril 8.9 ul
Buffer para transcripcion reversa 6.0 ul
DTT 3.0 ul
dNTPS (0.6 mM) 0.6 ul
Oligo dT (0.5 ug/ul) 1.0 pl
Enzima RT M-MLV (Invitrogen 200U/ul). 0.5 ul

6.10 Cuantificacion relativa de expresion genética obtenida por qPCR

Para la gPCR se utilizd Gapdh citoplasmico como control interno al igual que los
oligonucleotidos iniciadores o primers sentido (S) y anti-sentido (AS) (tabla 2) por cada gen

de interés previamente mencionados.

A cada muestra se le agregaron 12 ul de una mezcla de reaccion constituida por 6 ul del mix
SYGreen qPCRBIO (PCRBIOSYSTEMS), 1.2 ul de Primers Sy AS (500 nM c/u), 2.4 ul de
ADNCc de la muestra problema o estandares y 2.4 ul de agua estéril libre de nucleasas. Para
cada ensayo de gPCR se realizaron curvas de dilucion de 5 puntos con un factor de dilucion

de 3, por triplicado, asi como para cada muestra problema.

Se utiliz6 un termociclador de PCR en tiempo real (Rotor-Gene Q, QIAGEN) para la
amplificacion de las muestras. Para su registro y analisis se empled el software Rotor Gene
Q — Pure detection version 2.3.5 (QIAGEN). Los niveles de expresion de cada gen se
midieron mediante una cuantificacion relativa o comparativa por medio del modelo
matematico desarrollado por Pfaffl'%2. Este modelo consiste en comparar los valores de ct de
las muestras con los estandares de cantidad conocida trazada en una curva estandar, tomando
en cuenta cualquier diferencia de eficiencia entre el gen de interés y el gen control interno

para aumentar la reproducibilidad.
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Tabla 2. Secuencias de los primers de referencia y de interés

Primer No. de ID Secuencia S/ AS

TGG CTT GGT AAA TGG TAC TGG/ GCG
TCCTTGCTCAGCTC

GGT AGA ACT GGT GTC TGT ATG G/ GTA
CCACTATCGCTG CAT CAC

CAG GAG GCA AAC CAG GAA TAT C/
TGG CTG CAAACACCACTATC

TGC TTC AGG ATT GGACACG/CTCCTA

Thral NM_001017960.2
Thrpi NM_001113417

Slc16a2 (MCT8) NM_147216.2

Dio2 NM_010050.3 GAC GCC TAC AAA CAG

. ATA AGT CGC CAG CAT CTC AC / GTC
Dio3 ML e CCT CTT TCACCC TGT TT
Gandh NM 0170084 GGT CGG TGT GAA CGG ATT T / TGG

AAG ATGGTG ATG GGT TTC

6.11 Preparacion neuromuscular

Para determinar los efectos agudos de HT en musculo en ratones, se realiz6 una preparacion
neuromuscular. Para esto se realizd la diseccion del nervio ciatico, bajo condiciones de
anestesia con pentobarbital sodico (1 Ul / kg peso, i.p) y facilitar su exposicion a estimulacion
constante. El nervio ciatico corre caudal y paralelo al fémur, este Gltimo se identifica al palpar
la rodilla y coyuntura coxofemoral (cadera), por lo tanto, el procedimiento consiste en hacer
una incisién paralela al fémur empezando al nivel de la coyuntura coxofemoral a través de la
banda blanca fibrosa intermuscular y con tijeras de punta afilada, se penetra la banda blanca
en forma longitudinal, separando las fibras sin cortar hasta que se observe el nervio ciatico

(Figura 8a).

El nervio ciatico se elevo con pinzas hemostaticas finas para colocar el nervio en los
electrodos de estimulo (Figura 8b) y se mantuvo humedecido con solucién fisiologica
compuesta de 150 mM de NaCl, 5 mM de KCl y 2 mM de CaCls.
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Figura 8. Imégenes de la preparacion neuromuscular. a) Representacion esquematica y
fotografia de la ubicacion del nervio ciatico en raton. b) Fotografia del nervio ciatico colocado
en electrodos de estimulo.

6.12 Musculo aislado

Se extrajo el masculo gastrocnemio de ratones sacrificados con una dosis letal de
pentobarbital de sodio. EI mdsculo aislado se colocd en una cdmara con solucion fisioldgica,
en contacto con dos electrodos (positivo y negativo) conectados a un estimulador (Grass S88
Dual Stimulator) y a un transductor de tension (Grass FT03; Instruments Quincy. Mass.
US.A).

6.13 Tratamiento

Se evaluaron concentraciones crecientes de levotiroxina sédica (2.5, 5, 7.5, 10 y 12.5 uM),
triyodotironina (1.5, 7.7, 15 y 30 nM) y cafeina (26 y 52 uM). En la preparacion del nervio
se aplico directamente un volumen de 20 ul de cada concentracion, mientras que en el caso
del musculo se colocaron 5 mL en una camara hasta cubrir el musculo. Entre cada
concentracion se realizaron lavados con la solucion fisiologica para eliminar remanentes de
la solucion previa. Cada concentracién y lavado se aplicé en ambas preparaciones durante 5

minutos.
6.14 Estimulacién y registro

La estimulacion del nervio ciatico y masculo aislado se realizd con un estimulador (Grass
S88 Dual Stimulator; Instruments Quincy. Mass. U.S.A.) que se encuentra conectado a dos

electrodos paralelos que a su vez se pusieron en contacto con el nervio 0 musculo segun el
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caso. Para el registro de la contraccion de cada tejido se conectaron a un transductor de
tension conectado a un amplificador de un poligrafo (Grass polygraph model 7D; Instruments
Quincy. Mass. U.S.A.). La adquisicién de datos se realizé a través del programa AxoScope
10.2 (Molecular Devices LLC) por medio de un digitalizador (convertidor de sefial analégica
a digital) de dos entradas (MiniDigi 1A) al que se conecto el estimulador y el poligrafo para

el registro del estimulo y contraccién muscular.

La intensidad de los estimulos aplicados para el nervio fue entre 0.16 y 0.6 volts con una
duracion de 3 ms, mientras que para el musculo la intensidad del estimulo oscil6 entre 1y 6
volts con una duracion de 30 ms, hasta superar el umbral de excitacién y observar una
respuesta de contraccion constante. La frecuencia de estimulos se mantuvo en 0.2 pulsos por

segundo (pps).
6.15 Analisis de datos de la contraccion muscular

Los registros de respuesta a la estimulacion se analizaron con el programa Clampfit 10.2
(Molecular Devices LLC), para determinar la amplitud, el tiempo al pico, el tiempo de

relajacion, la duracién de la contraccion y la latencia (Figura 9).
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Figura 9. Registro de la contraccion muscular, donde se muestran los pardmetros de la
contraccion muscular: amplitud, tiempo al pico, tiempo de relajacién, duracion de la
contraccion y latencia.
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6.16 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd con el programa GraphPad Prism version 8.0.2. Los
resultados se representan como la media + el error estdndar de la media (E.E.M.). Para
evaluar las diferencias entre el grupo ejercitado y sedentario, se utilizo la prueba t de Student
(IC=95%). Los datos de amplitud, tiempo al pico, tiempo de relajacion, duracién de la
contraccion y latencia fueron analizados utilizando anélisis de varianzas (ANOVA) de una
via, seguida de la prueba post-hoc de Dunnett. Las diferencias entre tratamientos se
consideraron significativas cuando los valores de P fueron menores a 0.05 (p<0.05) y fueron
indicados con un *. En los casos en los que los valores de P fueron menores a 0.01 (p<0.01)

0 0.001 (p<0.0001) se indicaron con ** y *** respectivamente.
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7. RESULTADOS

7.1 Estilo de carrera de los animales durante la habituacion al ejercicio

El estilo de carrera de los animales se evalu6 mediante el sistema de puntuacion de
rendimiento de tres criterios. Los resultados no mostraron diferencias significativas entre el
grupo sedentario y el grupo que posteriormente seria sometido al ejercicio en ninguno de los

tres criterios evaluados AEY durante los tres dias de la habituacion (Figura 10).
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Figura 10. Analisis del estilo de carrera de los animales durante la habituacion al ejercicio. Los
datos se expresan como la media + E.E.M (n = 10).
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7.2 Estilo de carrera de los animales durante el protocolo de ejercicio

Durante el protocolo de ejercicio aerdbico, no observamos diferencias significativas en los

criterios Ay Y, pero si una tendencia de mejorar en el criterio A (Figura 11 a'y c). En cuanto

al criterio E de resistencia, encontramos una diferencia significativa en la tercera semana con

respecto a la primera semana del protocolo de ejercicio (Figura 11b).
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Figura 11. Andlisis del estilo de carrera de los animales durante el protocolo de ejercicio
aerobico. Para determinar diferencias entre grupos se realizd6 un ANOVA de una via seguido
de una prueba de Tukey. *p<0.05 vs Sedentarios.
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7.3 Efecto del ejercicio en el consumo de alimento y ganancia de peso corporal

El consumo de alimento y peso corporal de los animales se registré desde el periodo de
habituacion hasta el sacrificio de los animales. En general, las ratas que se ejercitaron
consumieron la misma cantidad de alimento que las ratas sedentarias a excepcién de la
segunda semana en donde se observdO que las ratas ejercitadas consumieron
significativamente menos alimento en comparacién con las ratas sedentarias (Figura 12a).
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la ganancia de peso entre grupos
(Figura 12 b-c).
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Figura 12. Consumo de alimento y ganancia de peso corporal durante la habituacion y protocolo
de ejercicio aer6bico. La semana de habituacidn al ejercicio se representa con la letra H. Los
datos se expresan como media = E.E.M (n = 10). Para determinar diferencias entre grupos se
realiz6 una prueba de t de Student. *p<0.05 vs Sedentarios.
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7.4  Efecto del ejercicio aerdbico en el peso de tejido adiposo blanco y pardo

El tejido adiposo blanco epididimal, retroperitoneal e interescapular y el tejido adiposo pardo
fueron extraidos y pesados al momento del sacrificio. Se observo que el protocolo de ejercicio
aerobico no cambio significativamente la relacion del peso del tejido adiposo blanco y pardo

con respecto a el peso corporal de los animales (Figura 13).
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Figura 13. Efecto del ejercicio aerdbico en la relacion del peso del tejido adiposo y el peso
corporal de los animales. Los datos se expresan como la media + E.E.M (n = 10).
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7.5 Efectos del ejercicio aerdbico en los niveles séricos de las hormonas tiroideas

La concentracion de T3 y T4 en suero se cuantifico mediante ensayos de ELISA. Los
resultados muestran que el ejercicio no produjo cambios significativos en la concentracion

sérica de estas hormonas con respecto al grupo sedentario (Figura 14).
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Figura 14, Efectos del ejercicio aerdbico en la concentracion sérica de hormonas tiroideas T3y
T4 en ratas. Los datos se expresan como la media £ E.E.M (n = 7-10).

7.6  Efectos del ejercicio aerdbico en la concentracion de corticosterona

La corticosterona es una hormona esteroidea liberada por la glandula adrenal, utilizada como
un biomarcador de estrés durante el ejercicio en la banda para correr'®, Por ello se midio la
concentracion sérica de corticosterona mediante RIA. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en la concentracion de la hormona entre los animales sedentarios y
ejercitados (Figura 15).
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Figura 15. Efecto del ejercicio aerdbico en la concentracion sérica de corticosterona. Los
resultados son mostrados como la media + E.E.M (n=10).

7.7 Efecto del ejercicio aerobico en la expresion del ARNm del transportador MCT8
en tejido muscular

El ejercicio aerdbico durante 14 dias no indujo cambios significativos en la expresion del
ARNmM del transportador de hormonas tiroideas MCT8 en el musculo soleus (Figura 16a).
En contraste en el musculo plantaris, la expresion del ARNm MCT8 disminuyd
significativamente en comparacion al grupo sedentario (Figura 16b).
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Figura 16. Efecto del ejercicio aerobico en el ARNm del transportador MCT8 en musculo
esquelético. Los resultados son mostrados como la media = E.E.M (n=7-10). Para determinar
diferencias entre grupos se realizé una prueba de t de Student. **p<0.01 vs grupo sedentario.
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7.8 Efecto del ejercicio aerdbico en la expresion del ARNm de las enzimas desyodasas

El ejercicio aerdbico por 14 dias no afectd significativamente la expresion de la enzima
desyodasa tipo 2 con respecto al grupo sedentario tanto en muasculo soleus como en el
plantaris (Figura 17 a'y c). En cuanto a la enzima desyodasa tipo 3 se observo una tendencia
a disminuir la expresion del ARNm en el musculo soleus, sin embargo, no fue significativa.
En el musculo plantaris se observé que el ejercicio aerdbico indujo una disminucion

significativa del ARNm de Dio3 en comparacion con el grupo sedentario (Figura 17 b y d).
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Figura 17. Efectos del ejercicio aerdbico en la expresion del ARNm de enzimas desyodasa en
el masculo esquelético. Los resultados son mostrados como la media + E.E.M (n=5-10). Para

determinar diferencias entre grupos se realiz6 una prueba de t de Student. **p<0.01 vs grupo
sedentario.
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7.9 Efecto del ejercicio aerdbico en la expresion del ARNm de los receptores de HT

Thraly Thrpl

El ejercicio aerébico no provocd cambios significativos en la expresion ARNm de los

receptores de Thral y Thrf31 con respecto al grupo sedentario en el masculo soleus (Figura

18 a y b). En contraste, en el musculo plantaris disminuy0 significativamente ARNm del

receptor Thral con respecto al grupo sedentario (Figura 18c).
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Figura 18. Efectos del ejercicio aerdbico en la expresion del ARNm de receptores de HT Thral
y ThrBl en el musculo esquelético. Los resultados son mostrados como la media + E.E.M
(n=7-10). Para determinar diferencias entre grupos se realizé una prueba de t de Student.

**p<0.01 vs grupo sedentario.
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7.10 Efecto de la Levotiroxina en la preparacion neuromuscular

Para determinar el efecto de la levotiroxina en la contraccién muscular de ratones macho se
aplicaron concentraciones crecientes de esta hormona (2.5, 5, 7.5, 10 y 12.5 pM) en una

preparacion neuromuscular.

Los resultados muestran que la levotiroxina no produjo cambios en la amplitud del pico de
contraccion con concentraciones de 2.5, 5y 7.5 uM. Sin embargo, con las concentraciones
de 10 y 12.5 uM de levotiroxina se produjo una disminucién estadisticamente significativa
de la amplitud de los picos de contraccion en comparacion con el control, es decir cuando el

nervio solo se mantuvo con solucién fisiologica (Figura 19a).

Asi mismo, la levotiroxina a una concentracion de 12.5 uM disminuy®é significativamente el
tiempo al pico, el tiempo de relajacion, la duracion de la contraccion y la latencia de la

contraccion del musculo estimulado por el nervio ciatico que lo inerva (Figura 19 b-e).
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Figura 19. Efectos de la Levotiroxina en la contraccion muscular en una preparacion
neuromuscular. Los datos estan normalizados con respecto al control (n=3). Para determinar
diferencias entre grupos se realizé un ANOVA de una via seguido de una prueba de Dunnett.
*p<0.05, **p<0.01), ***p<0.0001) vs control.

7.11 Efecto de la Levotiroxina en el musculo aislado

Se evaluaron los efectos de la Levotiroxina en una preparacion de musculo gastrocnemio
aislado, para esto se aplicaron 5 ml de concentraciones crecientes (2.5, 5, 7.5, 10 y 12.5 uM)
de esta hormona. Los resultados muestran que a partir de la concentracion de 2.5 uM hasta
la concentracién de 10 uM de Levotiroxina se observo una disminucion significativa de la
amplitud de los picos de contraccién en comparacion con el control (Figura 20a). No

obstante, las concentraciones aplicadas de levotiroxina no provocaron cambios en el tiempo
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al pico, el tiempo de relajacion y la duracion de la contraccion (Figura 20 b-d). En cuanto a

la latencia se observé que la levotiroxina aumentd este parametro a las concentraciones de 5

y 10 uM con respecto al control (Figura 20e).
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Figura 20. Efectos de la Levotiroxina en la contraccion en una preparacion de muasculo aislado.

Los datos estan normalizados con respecto al control (n=3). Para determinar diferencias entre
grupos se realizé un ANOVA de una via seguido de una prueba de Dunnett. *p<0.05,
**p<0.01), ***p<0.0001) vs control.

7.12 Efecto de la Triyodotironina en la preparacion neuromuscular

Los resultados muestran que las concentraciones de entre 1.5 y 15 nM disminuyeron

significativamente la amplitud del pico de contraccion y que con una concentracion mayor

de 30 nM no se observan cambios (Figura 21a). Estas concentraciones tuvieron efectos
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similares en cuanto el tiempo de relajacion, no obstante, el tiempo de relajacion muscular
con una concentracion 15 nM de Triyodotironina no tuvo cambios significativos con respecto
al control a diferencia de la concentracion de 30 nM que aumento el tiempo de relajacion
muscular (Figura 21d). De igual manera cabe destacar que la concentracion de 7.7 nM de
Triyodotironina provocd una disminucién drastica de la contraccion muscular en respuesta

al estimulo que se observo en todos los pardmetros de la contraccién muscular (Figura 21).

Por otro lado, se observo que la concentracion de 1.5 aumento la latencia significativamente,
es decir que aumento el tiempo que se tarda en aparecer la contraccion muscular después del
estimulo (Figura 21f).
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Figura 21. Efectos de la triyodotironina en la contraccion muscular en una preparacion
neuromuscular. Los datos estan normalizados con respecto al control (n=3). Para determinar
diferencias entre grupos se realizé un ANOVA de una via seguido de una prueba de Dunnett.
*p<0.05, **p<0.01), ***p<0.0001) vs control.
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7.13 Efecto de la Triyodotironina en el masculo aislado

Los musculos aislados de ratones macho fueron tratados con concentraciones crecientes de
Triyodotironina (1.5, 7.7, 15 y 30 nM). A partir de la concentracion de 1.5 nM de
Triyodotironina se observd una disminucion en la amplitud del pico de contraccion del
musculo con respecto al control (Figura 22a). Mientras que la latencia solo aumento

significativamente con la concentraciéon de 1.5 nM y 30 nM de Triyodotironina (Figura 22¢).

De igual manera la concentracion de 30 nM de Triyodotironina provocé un aumento del
tiempo al pico y duracion de la contraccion muscular, ademas de una disminucion del tiempo

de relajacion muscular. (Figura 22 b-d).
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Figura 22. Efectos de la triyodotironina en la contraccion de musculo aislado. Los datos estan
normalizados con respecto al control (n=3). Para determinar diferencias entre grupos se
realizo un ANOVA de una via seguido de una prueba de Dunnett. *p<0.05, **p<0.01),
***p<0.0001) vs control
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7.14 Efecto de la cafeina en la preparacion neuromuscular

Como control positivo se utilizaron las concentraciones de 26 y 52 uM de cafeina, sin
embargo, no observamos cambios significativos en los parametros analizados de la
contraccion muscular, a excepcion del aumento observado en la duracion de la contraccion

con 52 UM de cafeina (Figura 23 ay d).
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Figura 23. Efectos de la cafeina en la contraccion muscular en una preparacion neuromuscular.
Los datos estan normalizados con respecto al control (n=3). Para determinar diferencias entre
grupos se realizd6 un ANOVA de una via seguido de una prueba de Dunnett. *p<0.05 vs
control

7.15 Efecto de la cafeina en el musculo aislado

En el musculo aislado la concentracion de 26 uM de cafeina disminuy6 la amplitud del pico
de contraccion (Figura 24b). Mientras que con la concentracion de 52 uM provocé un

aumento del tiempo al pico y la latencia con respecto al control (Figura 24e).
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Figura 24, Efectos de la cafeina en la contraccion de musculo aislado. Los datos estan
normalizados con respecto al control (n=3). Para determinar diferencias entre grupos se
realiz6 un ANOVA de una via seguido de una prueba de Dunnett. *p<0.05 vs control
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8. DISCUSION

El ejercicio induce una serie de repuestas fisiologicas, entre estas se encuentran las
adaptaciones metabolicas y cambios en la composicion de fibras musculares?’. A su vez las
moléculas que participan en las propiedades fenotipicas y metabdlicas del musculo
esquelético se encuentran reguladas por las hormonas tiroideas a través de la via
gendmica>®'2, Por lo tanto, en este proyecto se propuso estudiar las adaptaciones en los
elementos de la via de sefializacion de HT en el muasculo esquelético en respuesta al ejercicio
aerdbico cronico. Para esto se utilizd un modelo de ejercicio aerébico en una banda para
correr, durante 14 dias. Anteriormente en el laboratorio en un modelo de ejercicio voluntario
durante 14 dias se observd la activacion del eje tiroideo’. Ademas, en modelos de ejercicio
aerobico (15 m/min) se encontré que la mioglobina, la enzima citrato sintasa y MyoD

aumentaban en repuesta al ejercicio, algunas de estas proteinas son reguladas por HT7,

Debido a la importancia de tener un grupo de animales que mostrara adherencia al protocolo
de ejercicio, se empled un sistema de puntuacién de rendimiento de tres criterios para ratas
que hacen ejercicio en una banda para correr®. Durante la habituacion al ejercicio utilizando
el sistema de puntuacion de rendimiento de tres criterios no observamos una variabilidad
considerable entre los grupos (Figura 10), sin embargo, el analisis por individuo permitio
identificar lo que se denomindé como “malos corredores”, los cuales fueron cambiados al
grupo que seria sedentario. Este sistema se continud utilizando durante el protocolo de
ejercicio aérobico, durante este periodo las ratas que hacian ejercicio mejoraron su resistencia
en la tercera semana de ejercicio. (Figura 11b). Indicativo de que los animales demostraban
menor fatiga durante las secciones de ejercicio y por lo tanto una adaptacion al protocolo de

gjercicio®.
8.1 Efectos del ejercicio aerdbico en el peso corporal y en el tejido adiposo

El ejercicio en la maquina de correr no afecté el peso de los animales (Figura 12 by ¢), lo
cual coincide con lo reportado en ratas Wistar que realizaron ejercicio en una banda para
correr, en las que a los 14 dias de ejercicio no se encontraron cambios en el peso y consumo
de alimento'%. No obstante, en nuestro caso, en la segunda semana del protocolo de ejercicio

las ratas disminuyeron su consumo de alimento (Figura 12a). La disminucion del consumo
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de alimento puede ser debido a condiciones de estrés'®. Sin embargo, en nuestro caso no
encontramos cambios en los niveles séricos de corticosterona, biomarcador de estrés en
animales que hacen ejercicio en una banda para correr (Figura 15), aunque cabe mencionar
que esta medicion fue realizada en el suero obtenido al término del protocolo de ejercicio'®,
Por lo que no se descarta la posibilidad de que la disminucion del consumo de alimento se

deba a una situacion de estrés durante el experimento.

El ejercicio en la banda para correr a una velocidad 20 m/min (aerdébico) durante 60 min por
9 semanas estimul la pérdida de tejido adiposo'®. En cambio, el ejercicio durante 4 semanas
a velocidades entre 10-12 m/min durante 45 min no provocaron cambios significativos en el
peso del tejido adiposo, asi como tampoco el ejercicio a velocidades de 18 m/min durante 30
min por 12 semanas'®”1%, De igual manera nuestro modelo de ejercicio en que los animales
corrieron a 15 m/min durante 20 min por 2 semanas no cambié el peso del WAT ni BAT
(Figura 13), posiblemente porque el tiempo de exposicion al ejercicio no fue suficiente para

generar cambios importantes en la utilizacion de tejido adiposo.

8.2 Efectos del ejercicio aerdbico en la sefializacion de Hormonas Tiroideas en el

musculo esquelético

Al medir los niveles séricos de hormonas tiroideas no encontramos cambios significativos en
la concentracion de HT en respuesta al ejercicio (Figura 14), coincidiendo con lo reportado
en algunos estudios previos en los que se utilizaron modelos de ejercicio crénico en una
maquina de correr tanto aerobicos como anaerébicos’®19%11° Por el contrario, el ejercicio
agudo de alta intensidad aumenta los niveles séricos de HT, sugiriendo que el ejercicio agudo
y cronico puede tener efectos distintos sobre los niveles de HT*!,

El mecanismo de accidn principal conocido como la via gendmica, por el cual las HT pueden
regular la expresion de sus genes diana es a través de la unién a sus receptores nucleares®®.
Para lo cual las HT son transportadas a través de la membrana plasmatica por medio de
transportadores dependientes de energia, siendo identificado MCT8 como un transportador
especifico de HT*®. En nuestros resultados encontramos que en el misculo soleus el ejercicio
aerobico no provoco cambios en el ARNm de MCT8, en cambio en el musculo plantaris

MCT8 disminuy0 significativamente (Figura 16). En contraste con lo reportado, el ejercicio
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en una maquina de correr no estimuld cambios en el ARNm de MCT8 en el musculo
gastrocnemio!!?. Estos musculos estan compuestos por diferentes fenotipos de fibras
musculares, por ejemplo, el musculo soleus se compone de fibras tipo | a diferencia del
musculo plantaris que se compone de fibras de contraccion rapida tipo 11x y 11b>%. Por lo
tanto, nuestros resultados sugieren que el ejercicio aerébico en una banda para correr tiene
efectos diferentes en la expresion de MCT8 de acuerdo con el fenotipo muscular. No
obstante, en el muasculo esquelético ademés de MCT8 se expresa MCT10 que igualmente
participa en la homeostasis de los niveles de hormona tiroidea, pero que no fue medido en

este proyecto®’.

Curiosamente en un estudio en pacientes en estado critico prolongado en unidad de cuidados
intensivos, en el masculo esquelético se encontraron niveles aumentados de expresion del
gen MCTS8, pero no de MCT10, indicando una posible respuesta adaptativa para aumentar la
disponibilidad local de HT en el musculo en condiciones de desequilibrio en los niveles
séricos de HT debido a alteraciones del eje HHT 2, En el caso de nuestro modelo de ejercicio

los niveles séricos de HT no presentaron cambios.

Las enzimas desyodasas tipo 2 y 3 participan en la regulacién de la concentracion intracelular
de las HT en el masculo esquelético**’. El ejercicio agudo de alta intensidad aumenta la
expresion y actividad de la enzima desyodasa tipo 2, la cual parece tener un papel importante
en la regulacion de PGC-1a por T3 puesto que, la inhibicion de Dio2 disminuye la expresion
de PGC-1a responsable de promover la biogénesis mitocondrial, la oxidacion de acidos
grasos mitocondriales y la conversion de las fibras musculares’®. La disminucion de Dio2
provoca cambios en la funcidn contractil del musculo, asi mismo los niveles reducidos de
PGC-1a contribuye a cambios fenotipicos de las fibras musculares®®. Por el contrario, en el
ejercicio aerobico cronico que utilizamos, no provoco cambios en la expresion de Dio2 en
musculo soleus y plantaris (Figura 17 ay c). En el caso de la desyodasa tipo 3 no encontramos
estudios que evaluaran a esta enzima en respuesta al ejercicio en el musculo esquelético, pero
en el tejido cardiaco de ratas se encontrd que el ejercicio aerébico disminuye la actividad de
Dio3!3, Ademas, se sabe que la desyodasa tipo 3 es responsable de inactivar la T3
intracelular®#’. En el misculo plantaris de acuerdo con nuestros resultados la expresion de

Dio3 disminuy0 significativamente con el ejercicio en cambio en el masculo soleus no se
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encontraron cambios en la expresion de Dio3 (Figura 17 b y d). Lo cual podria sugerir que el
ejercicio aerobico cronico no tiene efectos en la regulacion de Dio2, sin embargo, los efectos
en la expresion de Dio3 podrian estar relacionados con el fenotipo muscular.

En condiciones basales la expresion de Thral y Thrp1 es mas abundante en el musculo soleus
que en el masculo plantaris*. Durante el ejercicio aerdbico en ratas macho aumenta la
expresion y los niveles de Thrp1 en el musculo soleus que se relaciona con la intensidad del
gjercicio’. Mientras tanto en los resultados obtenidos en este estudio no encontramos
cambios en Thral y Thrpl del musculo soleus, mientras que en el musculo plantaris

observamos una disminucion significativa de Thral (Figura 18c).

Estos datos sugieren que los cambios observados en los elementos de la sefializacion de HT
en respuesta al ejercicio aerébico cronico podrian estar relacionados con el fenotipo de las
fibras musculares de contraccion rapida. Es decir que la sefializacion de las HT mediada por
transportadores de HT, desyodasas y receptores de HT, fue especifico de acuerdo con el tipo

de fibras musculares en respuesta al ejercicio como sucede en otros tejidos*.
8.3 Efectos de las hormonas tiroideas en la contraccién muscular

Las hormonas tiroideas ademas de actuar por la via genémica acttan a través de mecanismos
no gendémicos al unirse a sitios de la membrana plasmatica, entre los cuales se encuentran los
transportadores de iones que a su vez estan relacionados con la contraccion del musculo®42°,
Por lo tanto, en este trabajo se propuso analizar el efecto de las HT en la contraccion del
musculo, para esto se evalud la administracion de diferentes concentraciones de T4 y T3,

ademas de utilizar la cafeina como control positivo.

En nuestros experimentos observamos que con una concentracion de 12.5 uM de levotiroxina
sodica en el nervio ciatico disminuyd la respuesta contractil del mdsculo, mientras que las
concentraciones de 2.5 y 10 uM disminuyeron solo la amplitud del pico de contraccién
(Figura 19), en el caso del musculo gastrocnemius aislado las concentraciones de 2.5, 5, 7.5
y 10 uM de levotiroxina sddica disminuyeron la amplitud del pico de contraccion (Figura
20a). Lo cual sugiere que las concentraciones empleadas en estos experimentos indujeron
efectos inotropicos negativos, es decir provocaron una disminucion en la respuesta contréctil

muscular. Durante el hipotiroidismo los niveles elevados de las HT aumentan la tasa de
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relajacion del musculo, esto se ha relacionado con la presencia de sitios de uniona T3y T4
en proteinas de reticulo sarcoplasmico®. La administracion de concentraciones fisioldgicas
de 0.1 nM de T3y T4 aumentan la actividad de SERCA en el masculo esquelético en estudios
in vitro®!. Aunado a que concentraciones elevadas de HT regulan a la baja canales de Ca?*
regulados por voltaje y provocan un aumento en la absorcion de Ca®* mediado por la
actividad de SERCA limitando el Ca?* disponible en el citoplasma fundamental para que se
lleve a cabo la respuesta contractil del musculo esquelético®.

De manera similar los resultados de administracion de concentraciones elevadas de T3
provocaron efectos inotrépicos negativos tanto en la preparacién neuromuscular como en el
musculo aislado (Figura 21 y 22). Por el contrario, otros estudios indican que la exposicion
aguda (5 min) de 10 nM de T3 estimula el aumento del flujo de Na* y la liberacion de Ca?*
del reticulo endoplasmico, lo cual sugiere que T3 tiene efectos inotropicos positivos en
miocitos auriculares del corazon®. De igual manera la concentracion 5 nM aumenta el flujo

de Na* aparentemente por interacciones directas de T3 con los canales sodio®.

Por otro lado, la administracion de cafeina provocé cambios significativos en la preparacion
neuromuscular, no obstante, en el musculo aislado una concentracién de 26 uM de cafeina
disminuyé la amplitud del pico de contraccion (Figura 23 y 24). En otros estudios se encontro
que la cafeina es uno de los activadores exdgenos de los canales de RyR encargados de la
liberacion de Ca®* del reticulo sarcoplasmico'®>. Ademas, una concentracion de 10 mM
estimula la liberacion de Ca?* del reticulo sarcoplasmico, lo cual indica que la cafeina

estimula la contraccion muscular®.
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9. CONCLUSIONES

Con base en los resultados se demostré que las ratas mejoraron su resistencia durante el
protocolo de ejercicio aerdbico crénico, sin embargo, dos semanas de ejercicio no fueron
suficientes para inducir cambios en la composicion corporal de las ratas, asi como tampoco
en los niveles séricos de HT. A pesar de que la concentracion sérica de HT no cambi6 en los
animales que realizaron ejercicio, demostramos que el ejercicio aerobico regula la expresion
de genes que participan en la via de sefializacion de las HT, y que estos cambios son

especificos de acuerdo con el fenotipo de fibras musculares.

Adicionalmente, la administracién aguda (5 minutos de exposicion) de concentraciones
elevadas de T3y T4 tienen efectos inotrépicos negativos en el masculo esquelético de ratones

adultos.
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Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 03 de marzo de 2022.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Analisis de la senalizacion de hormonas tiroideas en el
musculo esquelético en un modelo de ejercicio aerébico crénico”, que para obtener
el grado de Maestra en Medicina Molecular me proporcion6 la alumna Maria Teresa
Torres Solis. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de
acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le
otorgo el siguiente dictamen:

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Gabriela Castafeda Corral

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.
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EVSfOrEc/YaMdCHUzZW37yri9c6WZPfVDUOWLjcG77elDjQzNsQ0gO0O5L62HX0mg36Q==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:
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ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 03 de marzo de 2022.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Analisis de la senalizacion de hormonas tiroideas en el
musculo esquelético en un modelo de ejercicio aerébico crénico”, que para obtener
el grado de Maestra en Medicina Molecular me proporcion6 la alumna Maria Teresa
Torres Solis. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de
acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le
otorgo el siguiente dictamen:

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Mario Ernesto Cruz Muioz

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
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FACULTAD DE MEDICINA

Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 03 de marzo de 2022.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Analisis de la senalizacion de hormonas tiroideas en el
musculo esquelético en un modelo de ejercicio aerébico crénico”, que para obtener
el grado de Maestra en Medicina Molecular me proporcion6 la alumna Maria Teresa
Torres Solis. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de
acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le
otorgo el siguiente dictamen:

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dr. Juan José Acevedo Fernandez

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:
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FACULTAD DE MEDICINA

Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Coordinacion General de Posgrado

Cuernavaca, Mor., 03 de marzo de 2022.

Dra. Vera Lucia Petricevich
Directora

Facultad de Medicina
Presente:

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he
revisado el trabajo de Tesis "Analisis de la senalizacion de hormonas tiroideas en el
musculo esquelético en un modelo de ejercicio aerébico crénico”, que para obtener
el grado de Maestra en Medicina Molecular me proporcion6 la alumna Maria Teresa
Torres Solis. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de
acuerdo al articulo 75 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le
otorgo el siguiente dictamen:

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente.

Asi mismo, le agradezco la invitacion a participar en este programa educativo,
reiterando ademas mi disposicién para seguir colaborando en este tipo de actividades.
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente

Dra. Elizabeth Lorraine Jaimes Hoy

Calle Lefieros esquina Iztaccihuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México.
Tel. (777)3 29-3473 e jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx
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