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1. INTRODUCCION

Durante la adolescencia el cerebro muestra una gran plasticidad a los cambios en
el ambiente al que el organismo esta expuesto, por lo que este 6rgano puede verse
afectado de manera positiva 0 negativa dependiendo del ambiente donde se
encuentre. Se ha demostrado que, durante la adolescencia, las ratas tienden a ser
mas vulnerables al estrés crénico y como resultado muestran alteraciones en la
regulacion homeostatica a cargo del hipotalamo (Jankord et al., 2011). Estos
cambios pueden tener repercusiones en la regulacion del balance energético
durante la etapa adulta. El hipotalamo es la base de la regulacion del eje hipotalamo-
pituitaria-tiroides (HPT) encargado de controlar la sintesis y liberacion de las
hormonas tiroideas, que regulan la obtencién y distribucién de sustratos metabdlicos
a tejidos de demanda energética (Joseph-Bravo et al., 2015). Sin embargo, ya sea
estrés cronico o agudo se ha observado que este atenua o inhibe la actividad basal
del eje HPT (Joseph-Bravo et al., 2015), asi como su respuesta al frio y al ejercicio

en ratas adultas (Castillo-Campos et al., 2021; Parra-Montes de Oca et al., 2019)

El ejercicio voluntario es una de las situaciones de demanda energética en la cual
se ha demostrado que el eje HPT tiene un papel muy importante durante la
regulacion del uso de energia en donde participan diferentes tejidos con alta
capacidad metabdlica, siendo el musculo esquelético uno de los més relevantes ya
gue las hormonas tiroideas regulan algunas funciones fisiolégicas en este tejido
como la contraccion, la miogénesis y el metabolismo bioenergético (Bloise et al.,
2018). Sin embargo, la exposicién al estrés en un periodo de gran plasticidad
neuronal como la adolescencia puede causar alteraciones en la regulacion
neuroendocrina lo que puede conllevar a un desequilibrio en la actividad de las
hormonas tiroideas en el musculo, ya sea de forma indirecta por una desregulacion

en el eje HPT o de forma directa alterando la homeostasis del tejido.

El conocer como es que el estrés o el ejercicio voluntario pueden alterar la expresion
de genes involucrados en la actividad de las hormonas tiroideas en musculo
esquelético nos dara un indicio de las posibles alteraciones que intervienen en la

reduccion de la homeostasis, la conexion con el eje HPT y su respuesta al ejercicio



voluntario. En este trabajo de tesis se analizé por PCR semicuantitativa la expresion
de los genes Dio2, Pgclay Pnpla2 en el musculo Soleus de ratas adultas que fueron
sometidas a estrés cronico variable durante la adolescencia y que realizaron
ejercicio voluntario de acuerdo con el protocolo descrito en Uribe et al., (2014). Esto
realizado en ratas macho y hembras debido al dimorfismo sexual en el periodo de
adolescencia (Schneider, 2013) y en la actividad del eje HPT (Parra-Montes de Oca
et al., 2021).



2. MARCO TEORICO

2.1. Eje Hipotadlamo-Pituitaria-Tiroides

El eje hipotalamo-pituitaria-tiroides (HPT) regula la tasa metabdlica por medio de la
sintesis y liberacién de hormonas tiroideas que regulan la obtencion y distribucion
de sustratos a tejidos de demanda energética (Joseph-Bravo et al., 2015). A nivel
central, este eje neuroendocrino estid regulado por neuronas hipofisiotréficas
TRHérgicas, ubicadas en la zona media y caudal del nucleo paraventricular del
hipotalamo (PVN) en ratas (Kadar etal.,, 2010). Estas neuronas TRHérgicas
traducen sefales hormonales a sefiales neuronales que modulan la sintesis y
liberacién de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) que después es secretada
en el espacio pericapilar de la zona externa de la eminencia media para el transporte
a los tirétropos en la pituitaria anterior (Fekete & Lechan, 2014), donde la TRH
interactta con su receptor regulando la sintesis y liberacién de tirotropina (TSH) que
es liberada en la circulacion sanguinea llegando a la tiroides donde por ultimo esta

actua regulando la sintesis y liberacion de tiroxina (T4) y triiodotironina (T3).

La entrada de T4 y T3 a la célula no es de forma pasiva, su entrada esta mediada
por las proteinas de transmembrana denominadas trasportadores de
monocarboxilato 8 y 10 (MCT8 y MCT10) que se ha demostrado son unas de las

principales vias de entrada de las hormonas tiroideas (Visser et al., 2011).

La tiroides sintetiza y secreta en una mayor proporcién T4 con respecto a T3, pero
debido a que la T3 es la forma biolégicamente activa, la T4 es convertida a T3 por
accion de enzimas denominadas deiodinasas (DIO), las cuales permiten la
modulacién pre-receptora de la sefial hormonal especifica del tiempo y del
tejido.(Vaitkus et al., 2015).

Las hormonas tiroideas regulan el metabolismo energético y otras funciones
fisiologicas en diferentes tejidos como el cerebro, los tejidos adiposos blanco y
marron, el higado, el pancreas y musculo esquelético por mencionar algunos.
Algunas de las acciones que ejercen en estos tejidos son la regulacion de la
gluconeogénesis, lipolisis, niveles de colesterol, termogénesis y el gasto energético

en reposo (Mullur et al., 2014).



2.2. Musculo esquelético

El masculo esquelético se adhiere al hueso por tendones, y juntos producen todos
los movimientos del cuerpo (Dave et al., 2022). Comprende aproximadamente el
40% del peso corporal total en humanos y contiene aproximadamente entre el 50%

a 75% de las proteinas totales del cuerpo (Frontera & Ochala, 2015).

Desde un punto de vista mecanico, la funcion principal del musculo es la de convertir
la energia quimica en energia mecanica para realizar acciones como las del
mantenimiento de la postura y la generacion de movimiento que influye en la
actividad fisica y la independencia funcional. Desde una perspectiva metabdlica el
musculo esquelético contribuye en el metabolismo basal del organismo, como un
reservorio de sustratos tales como aminoacidos y carbohidratos; tiene la capacidad
de producir calor para la conservacion de la temperatura corporal, ademas de que
consume gran parte de las reservas energéticas y de oxigeno durante la actividad
fisica (Frontera & Ochala, 2015).

El musculo esta formado por varios haces de fibras musculares, que representan
una célula muscular, las cuales contienen miofibrillas a su vez conformadas por
miofilamentos de actina y miosina (Dave et al., 2022; Mukund & Subramaniam,
2020). Los haces de fibras musculares forman los fasciculos, que a su vez forman
haces que conforman el tejido muscular, con cada capa encapsulada
sucesivamente por la matriz extracelular y apoyado por las redes citoesqueléticas.
El musculo esta rodeado por una capa de tejido conectivo llamado epimisio y el
grupo de fibras dentro de ese musculo que estan dispuestos en haces estan
redondeados por otra capa de tejido conectivo conocido como el perimisio (Figura
1) (Frontera & Ochala, 2015).
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Figura 1. Organizacion del masculo esquelético. Modificado de Frontera & Ochala, (2015)
2.2.1 Clasificacion del musculo esquelético

El muasculo esquelético puede clasificarse con respecto a la velocidad de
contraccion y su principal via de produccién de ATP. Este puede estar compuesto
de un solo tipo de fibra muscular o presentar varios tipos dependiendo de las
caracteristicas y el desempefio que este tenga. Las fibras de tipo | generan una
contraccion sostenida, denominada contraccion lenta, mientras que las fibras de tipo
Il realizan una contraccion por cortos periodos, por lo que se denominan fibras de
contraccion rapida, estas ultimas a su vez pueden ser subclasificadas en fibras de
tipo lla, lIx y llb (Talbot & Maves, 2016). Las fibras tipo | tienen un metabolismo
oxidativo, mas mitocondrias y mioglobina, mientras que las fibras de tipo Il son mas
glucoliticas y contienen mayores niveles de glucogeno y fosfocreatina, ademas que
se ha observado que la actividad de la ATPasa es més elevada en fibras de tipo b
con respecto a las de tipo lla y lIx que a su vez tiene mas actividad que las fibras de
tipo | (Bloise et al., 2018).
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La tasa de contraccidén y relajacién de las fibras musculares esta dada por la
captacion y liberacion de Ca?* del reticulo sarcoplasmico, el cual estd menos
desarrollado en las fibras de tipo | en comparacion con el reticulo sarcoplasmico de
las fibras de tipo I, ademas que la expresién ATPasa de Ca?* tipo 1 (SERCA1) se
asocia con un almacenamiento de Ca?" mas rapido en comparacién con la
expresion ATPasa de Ca?* tipo 2 (SERCAZ2) presentes en las fibras de tipo Il y |

respectivamente (Bloise et al., 2018).

Uno de los factores mas importantes para la diferenciacion y clasificacion de las
fibras musculares es la expresion de la cadena pesada de miosina (MYH) la proteina
motora mas abundante en humanos y roedores, donde las fibras de tipo | expresan
la MYH?7, las fibras tipo lla expresan la MYH2, las fibras tipo IIx expresan la MYH1
y las fibras tipo Ilb expresan la MYH4 (Talbot & Maves, 2016) (Figura 2).
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Figura 2. Caracteristicas de los diferentes tipos de fibras musculares. Obtenido de Bloise
et al., (2018)

2.2.2 Regulacion de la sefalizacion de hormonas tiroideas en musculo esquelético
La sefalizacion de las hormonas tiroideas para el desarrollo, homeostasis y
regeneracion del masculo esquelético ocurre por la interaccion de T3 con receptores
nucleares de hormona tiroidea para la regulacion de la expresion genética. MCT8 y
MCT10, asi como las enzimas DIO2 y DIO3 se expresan en musculo esquelético y
juegan un papel importante en la regulacion y control de las acciones que tienen las
hormonas tiroideas, al encargarse de la captacion y activacion / desactivacion local
de T4y T3 (Salvatore et al., 2014).
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Intracelularmente las enzimas DIO median en gran medida el metabolismo de las
hormonas tiroideas, ya que se ha demostrado que la T3 generada por DIO2
contribuye enormemente en las concentraciones intracelulares en musculo
esquelético, donde su participacion es mayor que la T3 proveniente de la circulacion
sistémica (Marsili et al., 2011), mientras que DIO3 inactiva T3 ajustando asi la

regulacion intracelular de T3 (Ogawa-Wong et al., 2022).

2.2.3 Expresion genética muscular dependiente de T3

En el musculo esquelético, el principal modo de accién de las hormonas tiroideas
es a través de la estimulacion o inhibicién de la transcripcion genémica dependiente
de la interaccion de T3 con sus receptores nucleares mediada por el receptor de
hormona tiroidea 1 alfa (THR1a) (Nicolaisen et al., 2020). Los receptores de la
hormona tiroidea se unen en el estado no acoplado a los elementos que responden
a las hormonas tiroideas en los genes regulados por las hormonas tiroideas, por lo
general formando heterodimeros con el receptor retinoide X (Castillo et al., 2004).
Cuando la T3 se une a su receptor se inhibe la represion y estimula la transcripcion
con el reclutamiento de coactivadores (Salvatore et al., 2014).

Algunas de las proteinas cuya expresion esta regulada transcripcionalmente por T3
en musculo esquelético son SERCAla, SERCA2a (Hartong et al., 1994), la proteina
de desacoplamiento 3 (UCP3) (Solanes et al., 2005), importante en el proceso de
termogénesis; el transportador de glucosa 4 (GLUT4) (Zorzano et al., 2005),
principal transportador de glucosa en muasculo; la glicerol 3 fosfato deshidrogenasa
muscular (nGPDH) (Dummler et al., 1996), que se expresa abundantemente en
mitocondrias musculares y la MYH7, la cual es transcripcionalmente inhibida por la
presencia de T3 (Salvatore etal., 2014). Ademas, se ha reportado que las
hormonas tiroideas pueden reclutar/promover la expresion de ATGL, una enzima

que participa en la primera reaccion de la lipolisis, (Grasselli et al., 2016).

El efecto global de las hormonas tiroideas sobre la capacidad mitocondrial esta
relacionado con la transcripcidon mediada por T3 del gen que codifica al coactivador
del receptor-y activador del proliferador de peroxisomas-1a (PGC-1a), importante
en la regulacion de la biogénesis mitocondrial (Wulf et al., 2008).



La sefalizacién de las hormonas tiroideas regula la expresién de una amplia gama
de genes con funciones centrales en la homeostasis, funcion y metabolismo del
musculo esquelético; sin embargo, existen situaciones las cuales pueden influir de
forma positiva o negativa en la regulacion a cargo del eje HPT, por ejemplo, se ha
demostrado que la exposicion al frio o al ejercicio incrementan la actividad del eje
HPT, pero situaciones como el estrés o el déficit energético disminuyen
considerablemente la actividad del eje (Kilburn-Watt et al., 2010; Parra-Montes de
Oca et al., 2021).

2.3. Ejercicio voluntario y sus efectos en el organismo
El ejercicio voluntario se define como la actividad locomotora que no se requiere
directamente para la supervivencia o la homeostasis y no estd motivada

directamente por ningun factor externo (Garland et al., 2011).

Estudios realizados en ratones adultos que corrian en rueda de manera voluntaria
mostraron una mejora en la neurogénesis en el giro dentado del hipocampo, esto
en comparacion con la actividad en el laberinto de agua o ejercicio forzado (van
Praag etal.,, 1999). Se ha visto que en ratas que también corren en rueda
voluntariamente incrementan los niveles de mRNA de BDNF, en zonas como el
hipotalamo, el hipocampo, la medula espinal, el cerebelo y el cortex (Leite et al.,
2016; Perreau et al., 2018; Van Kummer & Cohen, 2015) el cual promueve la
diferenciacion y la extension de neuritas, la supervivencia de una variedad de
poblaciones neuronales en cultivo, y la sinaptogénesis (Cotman & Berchtold, 2002;
Park & Poo, 2013), sugiriendo que el ejercicio voluntario tiene un efecto directo en
el SNC ayudando en el mantenimiento del tejido y la promocion de la plasticidad
cerebral (Anish, 2005). También se ha discutido la implicacion del ejercicio como
meétodo antidepresivo debido a que se demostrado sus efectos en la reduccion del
dolor y la mejora de estado de animo en hombres corredores de largas distancias
(Janal et al., 1984).

Se ha demostrado que el ejercicio tiene acciones en la regulacion del eje HPT, ya
que ratas macho adultas expuestas a ejercicio cronico voluntario muestran un

incremento en los niveles de expresion de Trh el nldcleo paraventricular del



hipotalamo proporcionales al ejercicio realizado, ademas que ratas hembra
expuestas al mismo paradigma tuvieron un incremento en los niveles séricos de
TSH y T4 (Uribe et al., 2014; Parra-Montes de Oca et al., 2019). Asi mismo, se ha
observado que el ejercicio agudo en banda para correr puede incrementar los
niveles de las hormonas tiroideas significativamente después de 30 minutos de

ejercicio (Fortunato et al., 2008).

A nivel sistémico se ha observado que el ejercicio tiene grandes beneficios en
musculo como el aumento de la masa muscular, la lipolisis, la fuerza, la sensibilidad
a la insulina y la capacidad de regeneracion, ademas que promueve la densidad
mitocondrial y su funcionamiento (Distefano & Goodpaster, 2018). También se ha
demostrado que en este mismo tejido el ejercicio incrementa la expresion de Dio2
(Bocco etal., 2016), PGCla (Lira etal.,, 2010), MCT8 (Giacco et al., 2020),
SERCAla (Morissette et al., 2014), GLUT4 (Richter & Hargreaves, 2013), UCP3
(Jones et al., 2003) y la fibronectina tipo Ill con 5 dominios la cual promueve la
liberacién de irisina que induce el pardeamiento del tejido adiposo blanco resultando
en un incremento de la capacidad termogénica (Archundia-Herrera et al., 2017).

2.4. Estrés

El estrés se define como la interrupcién de la homeostasis corporal provocado por
situaciones que alteran dicho equilibrio, conocidas como estresores (Selye, 1976),
estos factores pueden ser clasificados como estresores fisiologicos o fisicos y
estresores psicoldgicos. Los primeros se asocian con el dafio potencial del
organismo, lo que lleva a la activaciébn de mecanismos reguladores que sirven para
restaurar la homeostasis, ejemplos de estos son el frio, el calor, las lesiones, las
enfermedades cronicas e incluso el dolor (Kogler et al., 2015; Yuan et al., 2005).
Los estresores psicologicos son circunstancias ambientales, sociales y fisicas que
desafian las capacidades y recursos adaptativos de un organismo que no atentan
contra la vida de este, son cualquier emocion incbmoda acompafiada de cambios
bioquimicos, fisiolégicos y de comportamiento predecibles, por ejemplo la
anticipacion/reconocimiento de depredadores o el peligro asociado con nuevos

entornos como una capacidad innata o aprendida de los animales (Engelmann et al.,



2004; Monroe & Slavich, 2016; Wynne et al., 2019). El estrés también puede
clasificarse en relacion al tiempo de exposicion, siendo el estrés cronico aquel en el
gue el tiempo de exposicion es de dias, semanas o incluso afos; y el estrés agudo
el cual el tiempo de exposicion es de segundos, minutos u horas (Eggers, 2007;
Hammen et al., 2009). La respuesta al estrés, tanto psicolégico como fisico, esta
dada principalmente por dos sistemas hormonales que ayudan al organismo a
enfrentar estas situaciones. El sistema nervioso simpatico con acciones rapidas por
la liberacion de epinefrina y norepinefrina al torrente sanguineo que median la
respuesta de “huida o lucha”. Y el eje hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA) que
produce una respuesta hormonal mas lenta que inicia en el PVN con la secrecién
de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) que a nivel de la hipofisis regula
la liberacion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) al torrente sanguineo que
llega a las glandulas suprarrenales donde estimula la sintesis y secrecion de
glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona en muchas especies de
roedores) que median respuestas como la movilizacion de las reservas de energia,
la mejora de las reacciones inmunes y el aumento de las capacidades de
aprendizaje y memoria (Romeo, 2013).

2.4.1. La adolescencia como etapa critica del desarrollo ante el estrés

La adolescencia se define como un periodo de transicion donde los individuos pasan
de la niflez a la adultez, durante este periodo ocurren cambios fisiolégicos,
neuroldgicos y conductuales que preparan al individuo para su supervivencia en la
etapa adulta (Spear, 2000). Se ha sugerido que entre el periodo prepuberal y la
adultez se encuentra la etapa donde la repuesta al estrés por el eje HPA es
altamente plastica. AUn no esté claro qué regula estos cambios en la reactividad al
estrés ni qué impactos pueden tener en un individuo adolescente, sin embargo, esta
serie de eventos plasticos que ocurren durante esta etapa hacen que sea altamente
vulnerable al estrés (Romeo, 2013); se ha demostrado que ratas prepuberales
tienen una respuesta del eje HPA al estrés agudo muy exagerada y el retorno a los
valores basales de hormonas del estrés después de la exposicidbn es mas lento en
comparacion con las ratas adultas tanto en estrés agudo (Goldman et al., 1973;

Romeo et al., 2004) como estrés cronico (Romeo et al., 2006).



3. ANTECEDENTES

3.1. Efectos del ejercicio sobre la regulacién mediada por hormonas
tiroideas en musculo esquelético

En un paradigma de ejercicio aerdbico en cinta de correr se ha observado que los
niveles de mRNA de Dio2 en musculo Soleus no presentaron cambios significativos,
mientras que los niveles de Dio3 tendian a disminuir en las ratas macho ejercitadas
comparadas con el grupo control, también se observé que los niveles de mRNA de
los receptores de las hormonas tiroideas Thral y Thrbl no tuvieron cambios
significativos (Torres Solis, 2022, tesis de maestria).

En el paradigma de ejercicio voluntario se ha observado que hay un aumento en los
niveles de expresion de Dio2 y Pgcla en musculo gastrocnemius en comparacion
con su grupo control sedentario en machos y hembras (Parra-Montes de Oca et al.,

en preparacion).

3.2. Efectos del estrés sobre el musculo esquelético

Se ha demostrado que el estrés puede afectar la regulacién de la homeostasis de
varios tejidos y 6rganos. En el masculo esquelético se sabe que el estrés puede
inducir una disminucién mas temprana de la fuerza muscular (Poornima et al., 2014)
y se ha propuesto que también puede intervenir en la reduccion de la masa e
incrementar la apoptosis celular del musculo (Deldicque, 2013), esto debido a que
las hormonas en respuesta al estrés pueden promover el catabolismo de las
proteinas en musculo esquelético (Gore et al., 1993) ademas que el estrés puede
promover el dafio oxidativo en el masculo esquelético e intervenir en su calidad y
funcién (Srivastava & Kumar, 2015; Steinbacher & Eckl, 2015).

3.3. Efectos del estrés sobre laregulacion mediada por hormonas
tiroideas en musculo esquelético

Existen enfermedades criticas las cuales inducen cambios en el eje hipotdlamo-
pituitaria anterior-hormonas periféricas, incluyendo la disminucion de los niveles de
las hormonas tiroideas en plasma sin un incremento considerable de TSH. A esta

condicion se le ha denominado como “sindrome de enfermedad no tiroidea” (NTIS,



por sus siglas en ingles) (Bloise et al., 2018). Es bien sabido que el metabolismo a
cargo de las hormonas tiroideas a nivel de musculo esquelético es afectado durante
el NTIS, por ejemplo, en modelos de ratdn, la expresion del trasportador de
hormonas tiroideas es baja durante una sepsis bacteriana o la inflamacién aguda,
sin embargo, se mantiene sin cambios durante una inflamacién cronica. Cambios
similares fueron observados en pacientes durante estrés quirdrgico agudo
comparados con pacientes con una enfermedad prolongada donde la expresion de
MCTS8 era considerablemente baja (Mebis et al., 2009).

Por otra parte se ha observado que la inflamacion aguda en ratones incrementa los
niveles de mRNA de Dio2 en musculo esquelético, mientras que una sepsis
bacteriana disminuye los niveles de mRNA de Dio2 tanto en raton (Kwakkel et al.,
2009) como en humanos (Rodriguez-Perez et al., 2008).

En un paradigma de estrés durante la adolescencia y ejercicio voluntario en la etapa
adulta en ratas los niveles de Dio2 y Pgcla se ven afectados por el estrés, ya que
tanto en machos como en hembras se reprime su expresion (Parra-Montes de Oca

et al., en preparacion).

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante la adolescencia existe un periodo de gran plasticidad neuronal que prepara
al organismo para la adultez, ademas que en esta etapa la regulacion de la
respuesta al estrés es exacerbada con lo cual estos dos factores podrian conllevar
a un mal funcionamiento neuroendocrino que podria alterar las funciones
metabdlicas en la etapa adulta, afectando la regulacibn de las respuestas
hormonales a situaciones de demanda energética que estan controladas por la
accion de las hormonas tiroideas (por ejemplo, el ejercicio voluntario) a través de
una desregulacion de la transcripcion de genes involucrados en la actividad de estas

hormonas para una mayor eficiencia en la respuesta al ejercicio.

5. HIPOTESIS

El estrés durante la adolescencia atenua la expresion de genes involucrados en la

actividad de las hormonas tiroideas a nivel de masculo esquelético.



6. OBJETIVOS
Analizar el efecto del ejercicio voluntario en la expresion de genes involucrados en
la actividad de las hormonas tiroideas en muasculo esquelético (Soleus) de ratas

adultas sometidas a estrés cronico variable durante la adolescencia.

6.1. Objetivos particulares
1. Establecer las condiciones para el andlisis por PCR semicuantitativa de
genes involucrados en la actividad de las hormonas tiroideas (Dio2, Pnpla2
y Pgcla) en masculo esquelético (Soleus) de rata.
2. Determinar si el ejercicio voluntario o el estrés durante la adolescencia
producen cambios dependientes del sexo en las expresiones de genes
involucrados en la actividad de las hormonas tiroideas en musculo

esquelético (Soleus) de rata.

7. METODOLOGIA

7.1. Animales y tratamiento

Las muestras obtenidas para este proyecto provienen de un trabajo previo (Parra
Montes de Oca, 2022, tesis de doctorado). Ratas Wistar macho (N = 36) y hembra
(N = 36) de 30 dias post natales (DPN) se dividieron en dos grupos, un grupo
expuesto a estrés cronico variable (ECV) (n = 18) durante la etapa adolescente
(machos del DPN 30 a 70 y hembras del DPN 30 al 60) y un grupo control (C) (n =
18) sin manipulacion, después a los grupos se les dio 2 semanas de descanso y se
subdividieron en 3 grupos, un grupo sedentario con alimentacion ad libitum (Sed, n
= 6), un grupo ejercitado (Ex, n = 6) el cual realizo ejercicio de manera voluntaria en
una rueda de ejercicio durante su periodo de actividad durante 14 dias; y un grupo
de alimentacion pareada al ejercicio, debido a que el ejercicio disminuye el consumo
de alimento y esto puede afectar la actividad del eje HPT (Uribe et al., 2014). El
sacrificio se llevo a cabo a los 98 DPN en el caso de los machos y 88 DPN en el

caso de las hembras.



7.2. Obtencion de las muestras
El dia del sacrificio se recolectaron los diferentes 6rganos de interés, de los cuales
para este proyecto nos centramos en el muasculo Soleus. Los Organos se

conservaron en ultracongelacion a -80°C hasta el dia de los ensayos.

7.3. Extraccion de RNA

Para la obtencion del RNA se utilizd el protocolo de tiocianato de guanidina-fenol-
cloroformo modificado de Chomczynski & Sacchi, (2006), en donde las muestras
conservadas se homogenizaron por sonicacién en solucion D (la cual contenia
tiocianato de guanidina) con B-mercaptoetanol para la desnaturalizacién de
proteinas y ruptura de puentes de disulfuro; posteriormente se adicion6 acetato de
sodio pH 4 para la acidificacion del medio y asi promover la extraccion del RNA,;
luego se afiadid fenol saturado en medio acido (pH = 4), esto para ayudar a
homogenizar, lisar tejidos, desnaturalizar proteinas y precipitarlas junto con lipidos
y otras macromoléculas, ademas de la remocion de contaminantes como sales y
otras impurezas. después con una mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico y
centrifugacion a 10000 g por 22 min a 4°C se procedio con la separacion de fases
(fase acuosa que contenia el ARN y fase orgénica que contenia proteinas y DNA)
por accién del cloroformo y la prevencion de la emulsificacién de la solucion por el
alcohol isoamilico para asi recuperar la fase acuosa. Posteriormente se realizé una
extraccion y precipitacion del RNA con isopropanol y centrifugacion a 13500 g por
30 min a 4°C para conseguir un pellet de RNA y la separacion de las sales en la
suspensién; después se hizo un segundo tratamiento con solucién D con B-
mercaptoetanol, para ayudar a la eliminacién de proteinas residuales, con una
segunda precipitacion de RNA con isopropanol y centrifugacion a 13500 g por 30
min a 4°C para conseguir un pellet de RNA para después hacer un lavado con etanol
al 70% y centrifugacion a 13500 g por 15 min a 4°C y posteriormente decantar para
eliminar contaminantes residuales. Finalmente se realizo una resuspension de RNA
en agua tratada con pirocarbonato de dietilo (DEPC) para la inactivacién de RNasas
y se realizé una lectura en el Nanodrop 2000c (Thermo Sientific) para obtener la
concentracion de RNA y las relaciones 260/280 y 260/230 para el analisis de las

proporciones de proteinas y sales respectivamente.



7.4. Remocion de DNA gendmico

Para la remocién del DNA gendmico que pudiera quedar después de la extraccion
de RNA se utilizé el kit Rapid ADN Removal (Thermo Sientific) siguiendo las
instrucciones que establecié el fabricante y escalando las proporciones de los

reactivos para la cantidad de RNA utilizado.

Para cada muestra de RNA de hasta 25 uL se le afiadié 3 uL de 10x DNasa buffer
con MgClz, 1.5 yL de DNasa | y agua libre de nucleasas hasta un ajuste de 29.5 L.
Posteriormente se les llevo a agitacion gentil por vortex y se incubaron a 37°C por

30 minutos.

Para la remociéon de DNasa se anadieron a las muestras 3 pL de agente de
remociéon de DNasa (DDR), después se procedidé a incubar las muestras a
temperatura ambiente por 2 minutos mezclando gentilmente de 2 a 3 veces para
resuspender el DDR donde posteriormente se centrifugo a 800 g de 0.5 a 1 minuto
para separar la fase acuosa que contenia el RNA y la fase que contenia el DDR y
la DNasa para después transferir a otro tubo. Por ultimo, se realiz6 una lectura en
el Nanodrop 2000c (Thermo Sientific) para obtener la concentracion de RNA y las
relaciones 260/280 y 260/230 para el andlisis de las proporciones de proteinas y
sales respectivamente. Para la verificacion de la integridad del RNA extraido se
realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1% donde se analiz6 la integridad del
RNA ribosémico (RNAr) 28s y 18s.

7.5. Obtencion de DNA complementario (CDNA)

A partir del RNA obtenido de las muestras de todos los grupos se realizaron ensayos
de retrotranscripcion (RT) para la obtencion de cDNA. Para este fin se realizaron
mezclas para RT para cada tubo preparadas como indica la tabla 1. Los tubos de
RNA total (1 ug/ 12 ul de agua DEPC) se calentaron a 65°C por 5 minutos, después
se dejaron reposar en hielo por 5 minutos y se les dio un pulso en el vortex.
Posteriormente, a cada tubo se le agregaron 10 ul de la mezcla para RT y se
incubaron por 50 minutos a 37°C. Por ultimo, estas muestras se almacenaron a -

20°C para la realizacion de los siguientes ensayos.



Tabla 1. Preparacion de las mezclas para retrotranscripcion

Reactivo Volumen (ul)

Oligo (dT)

Agua DEPC

Buffer de reaccion

dNTP’s

RlRr|IN|G R

Retrotranscriptasa

7.6. PRC cuantitativa en tiempo real (QPCR)

Para este estudio se utilizaron cebadores contra los genes de Dio2, Pgcla, Slcl6a2
(MCT8), Thral; y contra los genes de referencia Ppia (Ciclofilina A) y Hprtl
(HPRT1). Cada tubo contenia los cebadores Forward y Reverse (0.5 ul), 6 pl de
Master mix 2x, 2.6 pl de agua para biologia molecular y 3 ul de cDNA. Todas las
reacciones se realizaron en el termociclador Rotor-Gene Q real-time PCR system
(QIAGEN) con las siguientes condiciones: Tm de 60°C, 40 ciclos de tres minutos a
95°C, cinco segundos a 95°C, veinte segundos a la Tm establecida y veinte

segundos a 72°C.

Tabla 2. Cebadores utilizados para el andlisis de PCR en tiempo real

Genes Cebador sentido / anti-sentido Longityq de
amplicon
Ppia CIC 076 AGC TAC AGA MGG AAT G 245 pb
el |G e bt o e o s | 2o
Dio2 Ger Goc c1a AGr onT cor pra T 408 pb
Scls2 | i ce con b oo con e || 2950
Pgcla S aAG Gar Aec fea arr AT C 223 pb
Tl |G e o ao e oo | aes

7.7. Determinacion de la eficiencia de la qPCR

Para la determinacion de la eficiencia de la reaccidn primero se realizaron diluciones
seriadas de 1:3 a partir de un stock de cDNA, proveniente del masculo Soleus de
las ratas control, con una concentracion de 1 uM/ul hasta una dilucidon 1:243, esto
para cada gen de interés y los genes de referencia, todas las reacciones se

realizaron por duplicado. Con esto se realizaron ensayos de gPCR como se reportd



en el apartado 7.6. Después de los ensayos de qPCR se determinaron los Ct para
cada dilucion de cada gen donde por ultimo se obtuvo el grafico de Ct contra el
logaritmo de la concentracién para la determinacion de la curva estandar. La
eficiencia de la reaccién se calcul6 al graficar la tendencia lineal entre los puntos de
la curva estandar para sacar asi su ecuacion (Operaciones realizadas por el mismo

programa del equipo).

Conociendo la pendiente de la ecuacion de la curva estandar se calcul6 la eficiencia
de la reaccidén a partir de la siguiente ecuacion (operaciones realizadas por el
equipo).
-1

E=—-1x10M
7.8. Analisis in silico de cebadores
El andlisis del disefio de cebadores utilizados se hizo con ayuda del software Primer-
Blast (NCBI) y como organismo blanco Rattus norvegicus (taxid:10116). También
nos apoyamos del uso de la herramienta Multiple Primer Analyzer (Thermo Fisher)
con una sensibilidad de 1 para la deteccibn de complementariedad y posible

dimerizacion de los cebadores.

7.9. cuantificacién de genes por PCR semicuantitativa

Para este estudio se utilizaron cebadores contra el gen Pnpla2 (ATGL), Dio2 y
Pgcla y contra el gen de referencia de Ppia (Ciclofilina A). Cada tubo contenia un
mix con los volumenes indicados en la tabla 3. Todas las reacciones se realizaron
en el termociclador TC9639 (Benchmark) con las siguientes condiciones: 24 ciclos
con una Tm de 58°C para ATGL, 29 ciclos con una Tm de 64°C para Dio2, 27 ciclos
con una Tm de 64°C para Pgclay 21 ciclos con una Tm de 64°C para Ciclofilina A,
cada ciclo de un minuto a 95°C, veinte segundos a la Tm establecida y un minuto a
72°C.



Tabla 3. Preparacion de las mezclas para PCR semicuantitativa

Reactivo ATGL, Dio2y Pgcla Ciclofilina A
Volumen (ul) Volumen (ul)
Agua 20.2 35
Buffer 3 5
Primer sentido 0.6 1
Primer anti-sentido 0.6 1
dNTP’s 0.6 1
MgCl2 1.5 2.5
Taqg polimerasa 0.3 0.5
Tabla 4. Cebadores utilizados para el andlisis de PCR semicuantitativa
Genes Cebador sentido / anti-sentido Longlt_uq de
amplicén
. GAT GCT CCC AAT TCC AGT GT/
Dio2 AGG CTG GCA GTT GCC TAG TA 181 pb
TGT GGC CTC ATT CCT CCT AC /
Pnpla2 AGC CCT GTT TGC ACA TCT CT 271 pb
ATG GAG TGA CAT AGA GTG TGC /
Pgcla GTG CTA AGA CCG CTG CAT TC 459 pb

Después se realizaron alicuotas de cada muestra con 4 ul de la reaccion de PCR
para Ciclofilina A més 12 pl de la reaccion de PCR para ATGL. Estas alicuotas se
les realizo una electroforesis en gel de agarosa al 2% para posteriormente analizar
las bandas por densidad Optica en el software Image Lab (Bio Rad) y obtener el
volumen de absorcion de las bandas y calcular el indice ATGL/CYC, Dio2/CYC y
Pgcla/CYC.

7.10. Analisis estadistico

Los resultados de expresion de genes se expresan en promedio normalizado al
100% con respecto al grupo control sedentario (C-Sed) + su error estandar. Los
analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism 8 usando
ANOVA de 3 vias tomando como factores el estrés, la actividad fisica y el sexo. Se
considerd un nivel de significancia P>0.05 y se utilizo la prueba de Tukey para la
diferencia de medias



8. RESULTADOS
8.1. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realizdé de manera eficiente ya que al momento de analizar
la relacion 260/280 (identificacion de proteinas y compuestos aromaticos) y la
relacion 260/230 (identificacion de sales y solventes) las muestras entraron dentro
de los niveles de aceptacién (260/280 > 1.8; 260/230 > 1) (Figura 3).

A) Hembras extraccion de RNA B) Machos extracciéon de RNA
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Figura 3. Grafico de dispersion de relaciones 260/230 y 260/280 de cada muestra de RNA.
Los estandares designados estan delimitados por las lineas rojas.

8.2. Eliminacion de DNA gendmico

Al realizar la eliminacién de DNA genomico, se procedio a verificar las relaciones
260/280 y 260/230. Después del analisis, solo una de las muestras del grupo ECV-
Ex de las hembras no cumplié con el estandar 260/230 (X = 0.92), pero todas las
demas muestras tanto de hembras como machos cumplieron con los estandares
(Figura 4).

A) Hembras RNA sin DNAg B) Machos RNA sin DNAg
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Figura 4. Gréfico de dispersion de relaciones 260/230 y 260/280 de cada muestra de RNA
después de la eliminacion de DNA gendmico. Los estdndares de aceptabilidad estan
definidos por las lineas rojas.



Para evaluar la integridad del RNA total después del procedimiento de eliminacion
de DNA genomico, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1%y se analizo
la densidad 6ptica de las bandas de RNA ribosomico 28s y 18s (Figura 5A-B) El
andlisis arrojé que solo una muestra del grupo C-Ex no cumplié con el estandar
establecido (X = 1.425), las demas muestras cumplieron con el indice de aceptacién

para ambos sexos (Figura 5C-D).

A) Bandas 28s y 18s de RNA B) Bandas 28s y 18s de RNA
ribosémico hembras ribosémico machos
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Figura 5. Integridad del RNA extraido. A-B, Bandas de RNA 28s y 18s en electroforesis en
gel de agarosa de las muestras de hembras y machos respectivamente. C-D, Grafico de
dispersién de la relacion 28s/18s de cada una de las muestras de RNA después de la
eliminacion de DNA gendmico con marcas de los estandares de aceptabilidad designados
delimitados por lineas rojas.

8.3. Estandarizacién de las condiciones para el analisis de expresion
de genes por PCR tiempo real y andlisis in silico de cebadores

8.3.1. Curvas estandar

Se pudo observar que las muestras con cebadores dirigidos contra Ppia, Thral, Hprt
y Slcl6a2 (MCT8) tenian una segunda curva de melting aproximadamente a los
75°C, ademas que los cebadores dirigidos a SIc16A2 tenian un desfase a lo largo
del grafico y la atenuacién del grafico en distintos puntos, lo que indicaria un
segundo amplicén posiblemente por contaminacion o algun producto inespecifico

debido al disefio de los cebadores (Figura 6).
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Figura 6. Comparacion de las curvas de amplificacién y de desnaturalizacion de los genes
analizados de ratas hembra y macho.

Al analizar las ecuaciones de regresion lineal para cada curva, las muestras con
cebadores contra Dio2 presentaron una R2 < 0.75 y R? < 0.59 en machos y hembras
respectivamente, ademas de una eficiencia de la reacciébn menor a 0.6 en el caso

de los machos (Tabla 4).

Tabla 4. Valores de R? y eficiencias de las curvas obtenidas de los genes analizados por

gPCR

Hembras R? Eficiencia | F. D. | Machos R? Eficiencia | F. D.
Cyc 0.98904 1.1 10 Cyc 0.98370 0.95 10
Hprt 0.98520 0.9 10 Hprt 0.89746 1.31 10
Dio2 0.71951 0.82 3 Dio2 0.58988 0.59 3
Sl16a2 | 0.96475 0.77 3 Sl16a2 | 0.94230 0.92 3
Thral 0.94675 1.56 3 Thral | 0.96039 1.33 3

Debido a que las curvas de amplificaciéon y de melting (desnaturalizacion), asi como
los valores de R? presentaron inconsistencias, se procedié a hacer un analisis
bioinforméatico del disefio de los cebadores utilizados para tener un panorama mas

amplio de las posibles interferencias que pudieran haber afectado los ensayos.
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8.3.2. Analisis in silico de cebadores utilizados

El andlisis por Primer-Blast de los cebadores dirigidos a Ciclofilina A mostré que
existia una heterogeneidad en los productos que los cebadores podrian amplificar,
desde fragmentos de diferente longitud del mismo gen, hasta fragmentos de un
dominio de la helicasa de DNA 9 (Chd9).

Para el caso de los productos de amplificacion de los cebadores dirigidos a Dio2 y
Slcl6a2, estos mostraron un alto peso molecular de 408 y 295 pb respectivamente,
también se observdé que los cebadores dirigidos a Slcl6a2 presentaban una
complementariedad entre las bases 18 a 21 (ATAT) 5’ -> 3’ del primer sentido, con
lo que podria presentarse una dimerizacién de este mismo (Tabla 5). Ademas, se
observo que el primer sentido para Thral presentaba una complementariedad entre
si mismo y la secuencia anti-sentido en diferentes posiciones de las secuencias
(Tabla 5, 6).

Tabla 5. Regiones de las secuencias de cebadores utilizados con una complementariedad
entre la misma secuencia

Genes Dimeros entre la misma secuencia
MCTS8 5—caggaggcaaaccaggaTTTTc—>
Sentido

<-ctataaggaccaaacggaggac-5

5-ctgttaatgtcaacagaccgct->
Thrla Y

Sentido <-tcgccagacaactgtaattgtc-5

Tabla 6. Regiones de las secuencias de cebadores utilizados con una complementariedad
entre secuencias
Genes Dimeros entre secuencias
Hpﬂl 5-ggccagactttgttggatttg->
Sentido / anti-sentido e
<-aagatcaggacaccggtagat-5
Thrla 5-ctgttaatgtcaacagaccgct->

Sentido / anti-sentido AN

<-ctgactggaggcgtactagc-5
Thrla 5-ctgttaatgtcaacagaccgct->

Sentido / anti-sentido AR R

<-ctgactggaggcgtactagc-5

Thrla 5-ctgttaatgtcaacagaccgct->

Sentido / anti-sentido L
<-ctgactggaggcgtactagc-5




8.4. Analisis de la expresiéon de genes en musculo esquelético por PCR
semicuantitativa

8.4.1. Expresion de Dio2

El ejercicio voluntario aumento los niveles de expresion de Dio2 en el caso de las
hembras control, pero no en los machos (Figura 8A, B). En el caso de los animales
estresados en ambos sexos los grupos con restriccién alimentaria mostraron un
aumento en la expresidon comparados con contrapartes control (Figura 8A, B)
ademas que, en las hembras, el grupo ECV-Ex mostré una menor expresion de este

gen comparado con su grupo control (Figura 8A, B).
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Figura 7. Efecto del estrés cronico variable durante la adolescencia y el ejercicio en la
expresion de Dio2 en ratas adultas macho (A) y hembras (B). Los resultados esta
expresados en promedio * error estdndar (n=6). Los resultados fueron analizados por
ANOVA de tres vias. La diferencia de medias se evalud por la prueba de Tukey o prueba t
de student. *: P<0.05, **: P<0.005, ***: P<0.0005, ****:P<0.0001, 1: P<0.05 analizado por t
de student.
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8.4.2. Expresion de Pgcla

El ejercicio voluntario produjo no produjo diferencias significativas en la expresion
de Pgcla en ninguno de los sexos, pero si entre sexos (Figura 9A, B). En el caso
de los animales estresados, en machos, el grupo ECV-Ex mostr6 una reduccion en
la expresion con respecto al grupo C-Ex (Figura 9B), pero sin ningin cambio en el

caso de las hembras (Figura 9A).
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Figura 8. Efecto del estrés crénico variable durante la adolescencia y el ejercicio en la
expresion de Pgcla en ratas adultas macho (A) y hembras (B). Los resultados esta
expresados en promedio + error estandar (n=6). Los resultados fueron analizados por
ANOVA de tres vias. La diferencia de medias se evalu6 por la prueba de Tukey o prueba t
de student. *: P<0.05, **: P<0.005, 1: P<0.05 analizado por t de student.
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8.4.1. Expresion de Pnpla2

El ejercicio voluntario produjo una reduccion en la expresion de Pnpla2 en los
animales control macho, pero no en las hembras (Figura 7B). En el caso de los
animales estresados en ambos sexos los grupos ECV-Sed mostraron una reduccién
en la expresion comparados con su grupo C-Sed (Figura 7A, B). En los machos
ademas hubo una disminucion de la expresion en el grupo ECV-Ex con respecto al

grupo C-Ex (Figura 7B)
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Figura 9. Efecto del estrés crénico variable durante la adolescencia y el ejercicio en la
expresion de Pnpla2 en ratas adultas macho (A) y hembras (B). Los resultados esta
expresados en promedio * error estandar (n=6). Los resultados fueron analizados por
ANOVA de tres vias. La diferencia de medias se evalué por la prueba de Tukey o prueba t
de student. *: P<0.05, 1: P<0.05 analizado por t de student.

9. DISCUSION DE RESULTADOS
9.1. Extraccion de RNA y eliminacion de RNA

Como se mostro en las graficas de las relaciones 260/280 y 260/230 algunas de las
muestras al final de la extraccién de RNA y eliminacién de DNA gendémico se vieron
afectadas por contaminantes que se reflejaron en la lectura de 230 nm,
posiblemente producto de sales como acetato de sodio, cloruro de sodio; presencia
de alcoholes como compuestos fendlicos, etanol, isopropanol u otros compuestos
como el tiocianato de guanidina, los cuales son sustancias que fueron usadas

durante la extraccion y que pudieron haber quedado como residuos. La presencia
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de estos compuestos podria interferir en el analisis por PCR en tiempo real, por
ejemplo, las sales podrian interferir en la unidon de los cebadores a las secuencias
blanco de cDNA gue podrian llevar a una disminucién en la eficiencia de la reaccion,
ademas de que se podria promover la inespecificidad durante la amplificacion,
probablemente debido a la variacion de la afinidad de union de la polimerasa, con
lo cual podria conllevar a la obtencion de resultados falsos positivos (Datta & LiCata,
2003; Ma et al., 2020). La presencia de solventes podria inhibir de la actividad de la
polimerasa o con la unién de los cebadores a las secuencias blanco ocasionando
una disminucién de la sensibilidad y una baja precision del ensayo (Albers et al.,
2013; Davalieva & Efremov, 2010; Katcher & Schwartz, 1994). Un mal manejo al
momento de realizar la extraccién de RNA es una de las posibles causas que podria
aumentar la presencia de contaminantes, por lo que se optd que la relacion 260/230
fuera mayor a 1 y estos contaminantes se pudieran diluir al momento de realizar los

analisis posteriores.

9.2. Estandarizacién de las condiciones para analisis de expresion de
genes por PCR en tiempo real y andlisis in silico de cebadores

El andlisis de las curvas estandar para los diferentes genes evaluados de este
trabajo permitié identificar ciertas inconsistencias que podrian afectar a los analisis
posteriores, por lo que se procedié a realizar un analisis bioinformatico de los
cebadores utilizados. Para los cebadores dirigidos a Dio2 y Slcl6a2, debido a que
sus productos de amplificacion sobrepasaban el peso molecular recomendado para
los procedimientos de gPCR (80 a 200 pb), esto pudo influir en la eficiencia de la
reaccion asi como promover la amplificacion de productos inespecificos, debido a
qgue las hebras mas grandes de DNA son mas dificiles de desnaturalizar lo que
puede conllevar a una reduccion de la amplificacién del producto de interés, ademas
de que puede incrementar la probabilidad de una amplificacion no especifica ya que
las hebras de mayor tamafio tienen mayor probabilidad de alinear los cebadores a
sitios no especificos lo que puede conllevar a resultados falsos positivos que
disminuyen la precision del ensayo (Van Holm et al.,, 2021); se sabe que los
fragmentos mas grandes de DNA son mas dificiles de amplificar en presencia de

inhibidores de la PCR que los méas pequefios (Sidstedt et al., 2020).



Las curvas de melting permiten analizar la especificidad del ensayo de qPCR
evaluando la disminucion de la fluorescencia por la desnaturalizacion de los
productos de amplificacion a una Tm determinada donde su presencia se denota
con la grafica de una curva a esa Tm. Los resultados de la curva de melting pudieron
verse afectados debido a que la Tm de fragmentos mas grandes es mas dificil de
determinar de manera precisa provocando una alteracion en el grafico de la curva

de melting.

Para el caso de los cebadores en contra de Slcl6a2, como reflejé el analisis de
detecciéon de complementariedad, se observé que el primer sentido tenia una
tendencia a formar dimeros entre las mismas secuencias por lo que esto pudo llevar
a una reduccion en la eficiencia de la reaccion al igual que la reduccion en la

linealidad del ensayo (Jaeger et al., 2021).

Por lo que para mejorar nuestros resultados seria conveniente realizar un disefio de
cebadores especificos, con un producto de amplificacion entre 80 y 200 pb y revisar

gue no tengan una tendencia a formar dimeros entre si.

9.3. Analisis de la expresion de genes en musculo esquelético por PCR
semicuantitativa

La expresion de Dio2 en musculo Soleus de las hembras del grupo control ejercitado
(C-ExX) mostré un incremento con respecto al grupo control sedentario (C-Sed),
similar a lo reportado por Bocco et al., (2016) donde la expresion de Dio2 era
promovida durante el ejercicio a través de la actividad del receptor B-adrenérgico
inducida por el ejercicio. Sin embrago, este efecto no se observé en los machos,
sugiriendo un dimorfismo sexual con respecto a la actividad o regulacién del
receptor B-adrenérgico producido por estrogenos como se ha observado en otros
tejidos (Riedel et al., 2019). El estrés disminuyo los niveles de expresion tanto en el
grupo estresado sedentario (ECV-Sed) como el grupo estresado ejercitado (ECV-
Ex) en hembras, sugiriendo que el estrés podria atenuar la actividad de la Dio2,
disminuyendo el efecto de las hormonas tiroideas a nivel de tejido, pudiendo
ocasionar una alteracion de la homeostasis muscular, o una disminucion del

volumen del tejido muscular (Deldicque, 2013; Kilburn-Watt et al., 2010; Parra-



Montes de Oca et al., 2021; Poornima et al., 2014). Sin embargo, en machos, el
grupo estresado con alimentacion pareada al ejercicio (ECV-Pf) mostré un aumento
considerable en la expresion de Dio2, probablemente debido a la reduccion de los
niveles de T4 por la reduccion de la ingesta de alimento y potenciando este efecto
por la reduccion de la actividad del eje HPT gracias al estrés, donde se ha observado
que la reduccion de T4 puede promover la actividad de la Dio2 a nivel

postranscripcional y, posiblemente, a nivel transcripcional (Wagner et al., 2007).

En el caso de Pgcla, no se observaron diferencias significativas entre los grupos
C-Ex con respecto al grupo C-Sed, contrario a lo antes reportado donde el ejercicio
promovia la expresion de Pgcla (Bocco et al., 2016), aunque en este estudio los
animales fueron expuestos a ejercicio forzado por 2 horas lo cual difiere al modelo
de ejercicio que se utiliz6 para este trabajo (ejercicio voluntario) con un periodo
extendido de ejercicio, por lo que los niveles de MRNA comenzarian a disminuir, tal
vez como resultado de la habituacién por la exposicion crénica al ejercicio
(Fernandez-Marcos & Auwerx, 2011). Por otra parte, si se encontré una diferencia
en la expresién entre hembras y macho en los grupos C-Sed lo cual podria atribuirse
a un variacion en la regulacion de Pgcla dependiente del sexo (Sahenk et al., 2021).
Sin embargo, en los grupos con alimentacion pareada al ejercicio, la reduccion de
la ingesta de alimento no afecto la expresiéon de Pgcla que se ha observado
incrementa en este paradigma (Chan & Arany, 2014) probablemente como un efecto
a la habituacion. En machos, la exposicion al estrés disminuyo los niveles de
expresion de Pgcla en el grupo ECV-Ex con respecto al grupo C-EXx, lo que podria
indicar que el estrés estaria alterando la regulacibn de Pgcla en musculo
esquelético tal vez por la alteracion del eje HPT (Aguilera, 2012, p. 8) el cual esta
involucrado en su regulacioén, o por el aumento en los glucocorticoides e inhibiendo

asi la biosintesis mitocondrial (Picard et al., 2014).

Con respecto a los niveles de expresion de Pnpla2, en los machos hubo una
disminucién en la expresion de este gen en el grupo C-Ex con respecto al grupo C-
Sed probablemente como una respuesta adaptativa al ejercicio, debido a que el

ejercicio es considerado como ejercicio aerébico, por lo que el tejido muscular



podria estar disminuyendo la actividad de la ruta de oxidacion de acidos grasos y
promoviendo rutas como la glucolisis para la obtencién de energia de manera mas
eficiente (Baskin et al., 2015; De Feo et al., 2003; Plotkin et al., 2021). En el caso
de los grupos con alimentacion pareada al ejercicio, la reduccion de la ingesta de
alimento no afecto la expresion de Pnpla2 que se ha observado incrementa en
tejidos adiposos (Yang et al., 2019), esto sugiere que los efectos de la restriccion
de alimento sean tejido dependiente. Por otra parte, tanto en machos como en
hembras hubo una disminucion considerable de los niveles de expresion de Pnpla2
en el grupo ECV-Sed con respecto al grupo C-Sed, ademas que en machos también
hubo una reduccién en la expresion en el grupo ECV-Ex con respecto al grupo C-
EX, lo que podria indicarnos que el estrés pudo haber afectado la regulacion basal
y la respuesta al ejercicio del musculo esquelético, tal vez por medio de la alteracion
de la homeostasis muscular, o por una disminucién del volumen del tejido, lo que
podria disminuir directamente los niveles y posible actividad de Pnpla2 (Deldicque,
2013; Poornima et al., 2014).



10. CONCLUCIONES
El método de extraccion de RNA fue el adecuado para la obtencion de RNA total de

musculo esquelético Soleus de ratas macho y hembra.

El método de eliminacién de DNA gendmico no afecto la integridad del RNA total

extraido.

Los cebadores para los genes Sicl6a2 y Dio2 para las curvas estandar no fueron

los adecuados para su posterior analisis.

El ejercicio cronico voluntario promueve la expresion de Dio2 en musculo
esquelético Soleus de ratas hembra, mientras que este mismo paradigma disminuye
los niveles de expresion de Pnpla2 tanto en machos como en hembras y el estrés
cronico durante la adolescencia disminuye la expresion de Pnpla2 y Dio2 en machos

y hembras, sin embrago solo disminuye la expresion de Pgcla en machos.

El estrés puede afectar la regulacion basal de genes regulados y que o median la
regulacion de las acciones que tienen las hormonas tiroideas en musculo
esquelético, ademas que puede interferir en la respuesta situaciones de demanda

energética como el ejercicio.

11. Perspectivas

Adicional a los resultados obtenidos se sugiere realizar los siguientes analisis para

complementar lo observado:

-Disefiar cebadores adecuados para analizar la expresion de los genes Thral y
Sl16a2 en musculo Soleus.

-Analizar la expresion a nivel de proteina de Dio2, PGCla, ATGL, THRay MCT8 en

musculo Soleus.
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4L5HCZ1kAEFVGrQ5CcUy8jqYXjwC9ZYjR4lbsVCOcVVYNVyHfvagZj3raXFxYDz4EviAdulGFMTV2GfLjiGngglReCER+1/FEIgaNOtoZTN6CWedfQNmTdUlkerCgtuQMW9Heb7
VsP2yxSF4U8TuaS/9fHpPIwnkYNVrLSHki2bc5g20QnEjT69TPI9wynxG7eCVsOvWELS6MXA==

VERONICA MERCEDES NARVAEZ PADILLA | Fecha:2023-09-27 18:56:33 | Firmante
Zkh9svcSHNNZuUt6XCFq1zuQIli9V7InecX4cMwtIkd8BdWMC9JC4+810Z6cchpD70h/KM460z7s6C2KSvjc1lnWyVm+KP4z3C5fzdYdCgkg8nvMAHbulscsxHJIDyaY+TgK70jJEbR8
4pFNNIi8PXYjZICO4FdwpLIukpMuwXEDWOZUWzZD1NFSziTKzMSCIuLIZeNQdOIT2fUmMNJILKyxXkYOq5GpLDC9wO0Zla+17001m+OPVycTEfR/9MLISSLmw29fCTgd9KGypdwO+
du2tgY CXTKpKOpEJLthCG44rY6a6BZjz98kFAIFCITBdq7Dftn womRB68CCEeNMD3ghR72Qw==

PATRICIA ILEANA JOSEPH BRAVO | Fecha:2023-09-27 20:10:26 | Firmante
JyAFyKhPSIbUfxbTyjwuZUeRbnnyfyhOféw95vZsaaMY4UqOfN/QVFSn5BFgT7QeaCsZUs/+Nb+SUyj6gj5T TtetBYNtkzm2wGHmMXa7S0z3phkBmuZFgbbyRs6g4Ug/zAFE5apOr
L3HZgPb/gckhfWErSGnnizh90VDJOBIN3OEHNISDG78D2NU4sUB0qilgSMHRwuDgrGM6JIuDxpAuh56sN4/2tv2mroSIwBIVPTXUj0S3LM0dG02PHFS4grkKbZu6HgZKZDO5D2j
Y/13tdnp8i9XOnsdZ20y2TFTnxozYwom8BQM5DISHXVgVrG7jxRzZWDMIcO0JEZa4RkU2S/A==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

aYQbCwn2K

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/S5ALVtINDATIQR1nNN6tRdBM5S4VpIZEVc

Una unive



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/5ALVtInD4TlQR1nN6tRdBm5S4VplZEVc

