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Resumen

Introduccion. La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) constituye un reto global de salud
publica, caracterizado por hiperglicemia persistente y resistencia a la insulina. Esta
condicion ha impulsado la busqueda de nuevos mecanismos reguladores de la
homeostasis glicémica que permitan ampliar el entendimiento fisiopatologico y
explorar posibles estrategias terapéuticas. En este contexto, la hormona liberadora
de tirotropina (TRH), junto con sus receptores (TRH-R) y la enzima degradadora de
TRH (TRH-DE), emerge como un sistema peptidérgico con potencial participacion
periférica en la regulacién metabdlica.

Objetivo. El objetivo de esta tesis fue caracterizar integralmente el sistema
TRHérgico en el pez cebra (Danio rerio) en ambos sexos, analizando su
conservacion evolutiva, expresion ontogenética y tisular, dimorfismo sexual y
funcidén en la regulacién del metabolismo de la glucosa bajo condiciones fisiolégicas
y de hiperglicemia.

Metodologia. Se realizé un analisis bioinformatico comparativo de las secuencias
de preproTRH, TRH-Rs y TRH-DE en vertebrados, incluido el humano.
Posteriormente, se evalud la expresion génica durante el desarrollo temprano (0-5
dias post-fertilizacion) y en tejidos centrales y periféricos de peces adultos mediante
RT-gPCR. Para el analisis funcional, se empleé un modelo in vivo de hiperglicemia
en pez cebra adulto, evaluando niveles de glucosa en sangre y la expresion de
genes asociados al sistema TRHérgico y a la senalizacion insulinica en pancreas,
higado y musculo.

Resultados. Los resultados demostraron que el sistema TRHérgico se encuentra
altamente conservado en el pez cebra. Durante el desarrollo temprano, la isoforma
trh-r1b presentd la mayor abundancia transcripcional. En adultos, el sistema mostro
amplia distribucion tisular, con mayor expresion en cerebro y retina, asi como
diferencias sexo-dependientes en tejidos periféricos. En el modelo de hiperglicemia,
la administracion de TRH indujo un efecto hipoglicemiante en machos y modulé la
expresion génica en tejidos metabolicamente activos. Este efecto no se asocio con
un incremento directo de la transcripcidn de la insulina, sino con una modulacién
transcripcional orientada a preservar la integridad funcional bajo estrés metabdlico.

En conjunto, estos hallazgos posicionan al sistema TRHérgico como un modulador
periférico, funcional y sexo-dependiente de la homeostasis glicémica, con potencial
relevancia terapéutica en la DM2.
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Abstract

Introduction. Type 2 diabetes mellitus (T2DM) represents a major global public
health challenge, characterized by persistent hyperglycemia and insulin resistance.
This condition has driven the search for novel regulatory mechanisms involved in
glycemic homeostasis to expand pathophysiological understanding and explore
potential therapeutic strategies. In this context, thyrotropin-releasing hormone
(TRH), together with its receptors (TRH-Rs) and the TRH-degrading enzyme (TRH-
DE), emerges as a peptidergic system with potential peripheral involvement in
metabolic regulation.

Objective. The aim of this thesis was to comprehensively characterize the TRHergic
system in zebrafish (Danio rerio) in both sexes, analyzing its evolutionary
conservation, ontogenetic and tissue-specific expression, sexual dimorphism, and
functional role in glucose metabolism under physiological and hyperglycemic
conditions.

Methodology. A comparative bioinformatic analysis of preproTRH, TRH-Rs, and
TRH-DE sequences was performed across vertebrates, including humans. Gene
expression was subsequently evaluated during early development (0-5 days post-
fertilization) and in central and peripheral tissues of adult zebrafish using RT-qPCR.
For functional assessment, an in vivo hyperglycemia model was implemented in
adult zebrafish to measure blood glucose levels and the expression of genes
associated with the TRHergic system and insulin signaling in pancreas, liver, and
muscle.

Results. The findings demonstrated that the TRHergic system is highly conserved
in zebrafish. During early development, the trh-r1b isoform showed the highest
transcriptional abundance. In adults, the system exhibited broad tissue distribution,
with higher expression in brain and retina, as well as sex-dependent differences in
peripheral tissues. In the hyperglycemia model, exogenous TRH administration
induced a hypoglycemic effect in males and modulated gene expression in
metabolically active tissues. This effect was not associated with a direct increase in
insulin transcription, but rather with a transcriptional modulation aimed at preserving
tissue functional integrity under metabolic stress.

Collectively, these findings position the TRHergic system as a functional, tissue-
specific, and sex-dependent peripheral modulator of glycemic homeostasis, with
potential therapeutic relevance in T2DM.
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1. Introduccion

El metabolismo de la glucosa constituye un proceso fisioldgico fundamental para el
mantenimiento de la homeostasis energética en los vertebrados (Chen et al., 2019).
Esta regulacion depende de una compleja red de senales hormonales y moleculares
que coordinan la captacién, la utilizacién y el almacenamiento de la glucosa en
tejidos periféricos como el higado, el musculo y el tejido adiposo (Park et al., 2021).
Dentro de este sistema, las hormonas pancreaticas clasicas, particularmente la
insulina y el glucagon, desempefan un papel central; sin embargo, su accion se
encuentra finamente modulada por otras hormonas que influyen tanto en la
secrecion hormonal como en la sensibilidad tisular a la glucosa (Tokarz et al., 2018).

En este sentido, la hormona liberadora de tirotropina (TRH) podria figurar como un
modulador energético. La TRH ha sido histéricamente estudiada como un
componente clave del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides (HHT), donde regula la
secrecion de la tirotropina (TSH) y, de manera indirecta, la produccién de hormonas
tiroideas (Lazcano et al., 2025). No obstante, en las ultimas décadas ha emergido
evidencia sobre el espectro funcional de la TRH, revelando su participacion en la
regulacion del metabolismo energético y, en particular, en el control de la
homeostasis glicémica (Vargas et al., 2024).

Diversos estudios han demostrado que la TRH no limita sus funciones endocrinas
centrales al sistema nervioso central (SNC), sino que también actua a nivel
periférico (Luo & Yano, 2004; Yano & Luo, 2004). En las células 3 del pancreas, se
ha observado su co-localizaciéon con la insulina, lo que sugiere una interaccion
funcional directa entre ambos sistemas (Basmaciogullari et al., 2000). Por otro lado,
la TRH ha mostrado capacidad para estimular la secrecion de la insulina tanto en
condiciones basales como en respuesta a incrementos en los niveles de la glucosa,
asi como para reestablecer estados de hiperglicemia inducida mediante
mecanismos que regulan tanto al SNC como al pancreas (Amir, 1988; Luo et al.,
2008; Yamada et al., 1997). Estos hallazgos posicionan a la TRH como un aparente
modulador de la funcion pancreatica y del metabolismo glicémico.

De forma complementaria, la administracion exégena de la TRH ha demostrado
restaurar la secrecion de la insulina en modelos murinos con alteraciones en la
biosintesis o actividad enddgena de este neuropéptido, sugiriendo que la TRH es
necesaria para una respuesta pancreatica adecuada (Najvirtova et al., 2005).
Asimismo, el receptor de la TRH (TRH-R) ha sido identificado en el pancreas de
roedores y otros vertebrados, donde su activacion desencadena cascadas de
sefalizacion intracelular similares a las observadas en el tejido hipofisario (Mulla et
al., 2009; Yamada et al., 2000). La presencia funcional de este receptor en tejido
pancreatico respalda la hipotesis de que la TRH podria ejercer efectos autocrinos
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y/o paracrinos, modulando directamente la actividad de las células 3 del pancreas y
contribuyendo al control metabdlico periférico.

En este contexto, el pez cebra se ha consolidado como un modelo experimental
altamente relevante para el estudio del metabolismo basal y las enfermedades que
lo pueden alterar, debido a la elevada conservacion evolutiva de algunas de sus
vias fisioldgicas con respecto a los mamiferos (Zang et al., 2018). Este organismo
posee un sistema pancreatico funcional y expresa genes clave para la regulacion
glicémica, incluyendo a la insulina, receptores de insulina (INS-R) y transportadores
de la glucosa (slc2a) (Dos Santos et al., 2020; Nipu et al., 2022). Sin embargo, hasta
el momento, la presencia y la caracterizacion del sistema TRHérgico en el pez cebra
(TRH, isoformas de su receptor y la enzima que degrada a la TRH (TRH-DE)) aun
no se ha explorado y analizado de forma integrada sobre las funciones del
metabolismo glicémico.

Finalmente, el estudio de la expresion y funcién del sistema TRHérgico en el pez
cebra podria aportar informacion novedosa sobre la interaccién molecular entre la
TRH y la insulina, asi como sobre su posible papel en la modulacion del
metabolismo glicémico. Comprender estas interacciones no solo contribuiria al
conocimiento basico de la fisiologia endocrina comparada, sino que también podria
abrir nuevas perspectivas para inspirar el desarrollo de estrategias terapéuticas
dirigidas al tratamiento de trastornos metabdlicos, como la diabetes mellitus.

2. Antecedentes Generales

2.1 La Diabetes Mellitus tipo 2: panorama epidemiolégico

La Diabetes Mellitus (DM) constituye un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas principalmente por la presencia de hiperglicemia crénica, resultado
de los defectos en la secrecidén y/o en la accion de la insulina, lo que conlleva a
presentar alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, los lipidos y las
proteinas (Lovic et al., 2020). La DM presenta una etiologia multifactorial en la que
intervienen factores genéticos y epigenéticos, asi como factores ambientales y de
estilo de vida (Dhawan et al., 2019).

De acuerdo con la Asociacion Americana para la Diabetes (ADA, 2025), la DM se
clasifica en cuatro categorias principales: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), causada
por destruccion autoinmune de las células B pancreaticas y deficiencia absoluta de
la insulina; diabetes mellitus tipo 2 (DM2), caracterizada por presentar resistencia a
la insulina acompanada de un déficit progresivo en su secrecion; diabetes mellitus
gestacional (DMG), diagnosticada en el segundo o tercer trimestre del embarazo; y
otros tipos especificos de diabetes, como la monogénica o la diabetes secundaria a
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enfermedades pancreaticas y uso de farmacos. Entre ellas, la DM2 representa entre
el 90-95% de los casos en todo el mundo, lo que la convierte en el tipo mas
prevalente y en un problema prioritario de salud publica (IDF, 2021).

A nivel mundial, la DM2 ha alcanzado proporciones epidémicas. En 2024 se estimo
que 589 millones de adultos entre 20 y 79 afos vivian con diabetes, y las
proyecciones indican que esta cifra podria ascender a 853 millones para 2050, es
decir, uno de cada ocho adultos. Ademas, se calcula que alrededor del 43% de los
casos permanecen sin diagnosticar, lo que incrementa el riesgo de complicaciones
y muerte prematura. En consecuencia, la diabetes es responsable de
aproximadamente 3.4 millones de muertes al afio, lo que equivale a una muerte
cada nueve segundos (IDF, 2021). En Meéxico, el panorama es igualmente
preocupante. De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutriciéon (Ensanut)
de 2018 y 2020, la prevalencia de DM2 fue de 16.8% y 15.7%, respectivamente, lo
que equivale a casi 13 millones de adultos afectados. Un aspecto critico es que
entre el 29% y el 38% de los encuestados desconocian su condicion. Ademas,
menos de la mitad de los pacientes con diagndstico previo lograron alcanzar un
control glicémico adecuado (HbA1c <7%), situacion que se mantuvo constante en
ambas encuestas (Basto-Abreu et al., 2021).

Es importante senalar los criterios actuales de diagndstico de la DM2, establecidos
por la ADA, se han mantenido constantes en los ultimos afos y se aplican de
manera rutinaria en la practica clinica en México (Secretaria de Salud [SSA], 2010;
ADA, 2025). Estos criterios incluyen: glucosa plasmatica en ayuno (GPA) =126
mg/dL, glucosa plasmatica a las dos horas (GP2h) 2200 mg/dL tras una sobrecarga
oral de 75 g. de glucosa, hemoglobina glicada (HbA1c) 26.5%, o glucosa plasmatica
casual (GPC) 2200 mg/dL en presencia de sintomas clasicos de hiperglicemia.
Cabe senalar que, en ausencia de una crisis hiperglicémica, el diagnéstico debe
confirmarse con dos resultados alterados en pruebas separadas (SSA, 2010; ADA,
2025).

La DM2 rara vez se presenta de forma aislada, suele coexistir con multiples
comorbilidades que aumentan el riesgo de discapacidad y mortalidad (IDF, 2021).
A nivel global, se estima que alrededor del 70% de los pacientes presentan
sobrepeso u obesidad, mas del 50% hipertension arterial y cerca del 60%
dislipidemia. Estas condiciones favorecen el desarrollo de complicaciones
microvasculares (retinopatia, nefropatia, neuropatia) y macrovasculares (infarto
agudo de miocardio, enfermedad cerebrovascular, enfermedad arterial periférica
(Darenskaya et al., 2021). En México, se confirma esta tendencia (Rojas-Martinez
et al., 2024; Reyes-Garcia et al., 2019); como ejemplo, el estudio de Basto-Abreu et
al. (2021) realizado en el ambito de Medicina Familiar del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) reportd que el 52.9% de los pacientes con DM2 tenian
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obesidad, 52.2% hipertension y 51.4% dislipidemia, mientras que la prevalencia de
neuropatia fue de 18.8%, nefropatia 3.6% y retinopatia 2.9%, lo que resalta la
coexistencia de complicaciones antes mencionadas en la poblacion mexicana.
Cabe destacar que en México la distribucion de la diabetes no es homogénea y que
sus manifestaciones clinicas y epidemiolégicas dependen de factores tanto

biolégicos como sociales (Antonio-Villa et al., 2024).

De igual manera, es fundamental resaltar las diferencias por sexo, un aspecto
emergente en la investigacion sobre la DM2. La evidencia actual muestra que
hombres y mujeres presentan particularidades en la epidemiologia, en las
comorbilidades asociadas, en los criterios de diagndstico y otros aspectos clinicos
y terapéuticos de la enfermedad (Lopez Simarro & Pérez Unanua, 2024). Estas
diferencias se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Diferencias entre hombres y mujeres en la epidemiologia,
comorbilidades, evolucion clinica y tratamiento de la DM2

Categoria

Mujeres

Hombres

Epidemiologia y
diagnostico

Prevalencia menor en edades medias y mayor en
edades avanzadas.

Suelen presentar intolerancia a glucosa posprandial
asociada a resistencia periférica.

Mayor frecuencia de hiperglicemia en ayunas.

Comorbilidades

Mayor frecuencia de obesidad, hipertension,
enfermedad renal crénica, neuropatia e infecciones
urinarias.

Predominan las enfermedades cardiovasculares.

Etapas de la vida

Infancia/adolescencia: mayor riesgo de
complicaciones en pubertad.

Edad fértil: 25% presenta SOP, lo que provoca
mayor riesgo de CV, DMG y DM2 futura.
Embarazo: 12% DMG, lo que provoca mayor
riesgo de aborto, preeclampsia y complicaciones
neonatales.

Perimenopausia: 10.9% DM2

Ancianas: 41% DM2, lo que provoca mayor riesgo
de demencia, depresion y fracturas.

Infancia/adolescencia: menos riesgo de
complicaciones puberales.

Andropausia: 23.8% DM2.

Ancianos: menor riesgo de demencia, depresion y
fracturas que mujeres.

Complicaciones

Cardiovasculares: menor control de PA, lipidos e
inflamacién. Mayor riesgo relativo de
complicaciones CV; principal causa de muerte.
Renales: mayor deterioro de filtrado glomerular y
progresion a enfermedad renal terminal.
Neuropatia autonémica mas frecuente en mujeres

Cardiovasculares: alta prevalencia, pero menor
riesgo relativo comparado con mujeres.
Renales: mayor presencia de albuminuria.
Neuropatia periférica mas comun en hombres
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Metformina: mayor reduccién de glicemia y peso, | Sulfonilureas: mayor reduccion de HbA1c.

pero mas efectos a nivel del tracto GI. Glitazonas: mayor riesgo de cancer de vejiga.
Glitazonas: mayor riesgo de fracturas y edemas. iSGLT2: menos efectos adversos que en mujeres.
iSGLT2: mayor causa de infecciones urinarias y Insulina: menor uso comparado con mujeres.
Tratamiento y cetoacidosis. Cirugia bariatrica: menos frecuente.
efectos adversos | arGLP1: mayor pérdida de peso, mas efectos en el
tracto Gl.

Insulina: méas usada; peor control HbA1c y mas
hipoglicemias en mujeres delgadas.
Cirugia bariatrica: mas frecuente (80%).

Nota: CV: cardiovascular; SOP: sindrome de ovario poliquistico; DM2: diabetes
mellitus tipo 2; DMG: diabetes gestacional; PA: presion arterial; Gl: gastrointestinal;
iISGLT2: inhibidores del cotransportador sodio-glucosa tipo 2; arGLP1: agonistas del
receptor de GLP-1; HbA1c: hemoglobina glicada.

2.2 Papel fisiolégico de la insulina

La insulina es una hormona peptidica compuesta por 51 aminoacidos y es secretada
por las células 3 del pancreas (Gonzalez-Muijica, 2017). Es la hormona reguladora
central del metabolismo energético y la principal anabdlica del organismo, ya que
promueve el almacenamiento del glucdégeno y de los triglicéridos al tiempo que
inhibe procesos catabodlicos como la glucogendlisis y la lipdlisis (Norton et al., 2022).
Ademas de su papel metabdlico, ejerce funciones pleiotropicas que incluyen la
regulacion de la expresion de genes involucrados en el metabolismo de la glucosa
y los lipidos, como GLUT4 (SLC2A4), glucocinasa (GCK), glucégeno sintasa (GYS),
acetil-CoA carboxilasa (ACACA) y la sintasa de acidos grasos (SAG), entre otros.
Asimismo, esta hormona estimula procesos de proliferacion y diferenciacion celular
en diversos tipos celulares, incluyendo hepatocitos, miocitos esqueléticos,
adipocitos y células B pancreaticas, principalmente a través de las vias de
sefalizacion PIBK/AKT y MAPK, las cuales se describen con mayor detalle mas
adelante en esta seccion y participan en la regulacion de procesos de crecimiento,
supervivencia celular y metabolismo. Adicionalmente, la insulina inhibe la secrecion
de glucagoén por las células a pancreaticas y participa en la modulacion del apetito
a nivel del SNC (Tokarz et al., 2018).

Lainsulina deriva de un precursor proteico denominado pre-proinsulina (pre-prolNS)
de 110 aminoacidos. Tras la eliminacion del péptido sefal en el reticulo
endoplasmico (RE), se forma la proinsulina, la cual se pliega y se estabiliza por
enlaces disulfuros entre residuos de cisteina. Posteriormente, en el aparato de Golgi
(AG), la proinsulina es procesada por las prohormonas convertasas PC1/3y PC2 y
la carboxipeptidasa E, que escinden la molécula para generar a la insulina madura
(Figura 1) y al péptido C en cantidades equimolares.
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Finalmente, la insulina plegada se almacena en granulos secretores formando
hexameros estabilizados por iones de Zn?*, constituyendo un reservorio de insulina
madura lista para ser secretada ante la demanda metabdlica (Gonzalez-Mujica,
2017).

Figura 1. Estructura de la insulina madura. Se muestran las cadenas A (21
aminoacidos) y B (30 aminoacidos) unidas mediante tres puentes disulfuro, los
cuales estabilizan la conformacion biolégicamente activa de la hormona.
Adaptado de Gonzalez-Mujica, 2017.

En este contexto, las células B liberan a la insulina principalmente en condiciones
posprandiales, cuando el incremento de la glucosa intracelular (5 mM) eleva la
relacion ATP/ADP, esto resulta en el cierre de los canales de potasio dependientes
de ATP (K*ATP) condicionando la despolarizacion de la membrana plasmatica de
la célula B y a su vez, la apertura de canales de calcio (Ca%"). Esto desencadena la
exocitosis de los granulos de insulina, en una primera y rapida fase de secrecion.
De forma complementaria, las incretinas intestinales, el péptido similar al glucagén
tipo 1 (GLP-1) y el péptido inhibidor gastrico (GIP), actuan sobre receptores
acoplados a proteina G (GPCR40) sobre la célula B e incrementan los niveles
intracelulares de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y activan vias de
sefalizacion mediadas por la proteina cinasa A (PKA) y la proteina intercambiadora
activada por AMPc 2 (Epac2), lo que potencia la sintesis y la liberacién sostenida
de la insulina y contribuye a restaurar el reservorio de la hormona (Boland et al.,
2017; Gonzalez-Muijica, 2017). Una vez liberada, la insulina alcanza la circulacién
portal, donde el higado depura cerca del 60%, el rindbn metaboliza entre 30y 35% y
el resto se elimina en el musculo y en tejido adiposo. La vida media plasmatica de
la insulina es menor a diez minutos (Gonzalez-Ortiz et al., 2001).
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La insulina ejerce su accién a través de su receptor (receptor de insulina; IR), una
glucoproteina transmembranal con actividad tirosina cinasa formada por un
heterotetramero a2B2. Las subunidades a se localizan extracelularmente y son
altamente glucosiladas, ademas, contienen los sitios de union a la hormona, y las
subunidades [ atraviesan la membrana plasmatica y poseen un dominio
citoplasmatico con la actividad tirosina cinasa (Lawrence, 2021). La unién de la
insulina al dominio extracelular induce cambios conformacionales que promueven
la autofosforilacion de los residuos de tirosina, lo que activa cascadas de
senalizacion intracelular mediadas principalmente por la via de la fosfatidil inositol
3-cinasa (PI3K) y la via de las proteinas cinasa activadas por mitdgenos (MAPK)
(Mendivil Anaya & Sierra Ariza, 2005). Tras ejercer su funcion, el complejo insulina—
receptor es internalizado y degradado en endosomas o por la enzima degradadora
de la insulina, mientras que los receptores son reciclados a la superficie celular
(Boland et al., 2017).

A nivel molecular, tras la activacion del IR, este fosforila proteinas adaptadoras
intracelulares como los sustratos del receptor de insulina (IRS). Entre ellos, IRS-1 e
IRS-2 son los mas ampliamente expresados y presentan funciones parcialmente
diferenciadas: IRS-1 se asocia principalmente con efectos troficos y de crecimiento
celular, mientras que IRS-2 participa de manera mas prominente en la regulacion
de procesos metabdlicos (Boland et al., 2017). Otro sustrato relevante es Shc, el
cual, en asociacibn con Grb2, activa la cascada de sefializacidén
Ras/Raf/MEK/MAPK. Esta via se encuentra estrechamente vinculada con procesos
de proliferacién, diferenciacion y supervivencia celular, ya que conduce a la
activacion de factores de transcripcion que regulan la expresiéon de genes asociados
al ciclo celular y a la respuesta a factores de crecimiento, tales como c-FOS, c-JUN,
c-MYC y Cyclin D1 (CCND1) (Guo et al., 2020). A partir de estos sustratos se
derivan tres rutas de sefializacién candnicas:

1.- PIBK-Akt/PKB, la cual es responsable de la mayoria de los efectos metabdlicos
de la insulina, incluyendo la translocacion de la isoforma 4 del transportador de
glucosa (GLUT4) hacia la membrana plasmatica, asi como la sintesis de glucégeno,
lipidos y proteinas.

2.- Ras/MAPK, vinculada con la proliferacién celular, la diferenciacién y la regulacion
génica mediada por la insulina.

3.- CAP/APS—PKC, una ruta alterna para el transporte de GLUTA4.
(Gonzalez-Mujica, 2017; Mendivil Anaya & Sierra Ariza, 2005)
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A partir de estas vias de sefalizacién, particularmente la ruta PI3K-Akt/PKB, la
insulina ejerce uno de sus efectos metabdlicos mas relevantes: la regulacién del
transporte de glucosa hacia el interior celular. Este proceso depende de una familia
especifica de transportadores conocidos como transportadores facilitadores de
glucosa (GLUTs) (Tokarz et al.,, 2018). Los GLUTs pertenecen a la familia de
proteinas facilitadoras codificadas por los genes sic2a y constituyen el principal
mecanismo de transporte pasivo de glucosa a través de la membrana plasmatica.
Hasta la fecha se han identificado al menos 14 isoformas (GLUT1-GLUT14), las
cuales presentan distribucion tisular especifica y diferentes afinidades por la glucosa
(Holman, 2018).

GLUT1 se expresa de manera ubicua y es responsable del transporte basal de
glucosa, particularmente en tejidos con alta demanda energética constante como el
cerebro y los eritrocitos. GLUTZ2, presente en higado, riidn y células 3 pancreaticas,
posee baja afinidad, pero alta capacidad de transporte, lo que le permite actuar
como sensor de glucosa en estados posprandiales. GLUT3, altamente expresado
en neuronas, presenta elevada afinidad por la glucosa, asegurando el suministro
energético cerebral incluso en condiciones de baja glicemia. De particular relevancia
metabdlica es GLUT4, el principal transportador insulino-dependiente, localizado en
musculo esquelético y tejido adiposo. Su translocacion desde compartimentos
intracelulares hacia la membrana plasmatica es regulada por la activacion de la via
PI3K/Akt tras la union de la insulina a su receptor, constituyendo un mecanismo
clave para la captacion posprandial de glucosa (Navale & Paranjape, 2016). La
adecuada expresion y regulacion funcional de estos transportadores es esencial
para mantener la homeostasis glicémica.

En este contexto, el principal estimulo para la sintesis y secrecidn de la insulina es
el incremento de glucosa intracelular, sin embargo, su expresion esta estrictamente
regulada por elementos cis en la regién promotora del gen y por factores de
transcripcion que la reconocen para promover la expresiéon génica (Yang et al.,
2023). En humanos, esta regién promotora se extiende aproximadamente 400 pb
antes del sitio de transcripcion y contiene varios elementos conservados: el
elemento A, reconocido por PDX-1, un factor esencial para el desarrollo pancreatico
y la regulacion del gen de la insulina; el elemento E, que incluye motivos E-box a
los cuales se une NeuroD1/BETAZ2 de la familia bHLH; el elemento C, sitio de unién
de MafA, un factor exclusivo de las células 3 pancreaticas maduras e indispensable
para la activacion dependiente de glucosa del gen; el elemento Z, asociado a
factores tipo zinc-finger como Zfp206; y el elemento CRE (elemento de respuesta a
AMPc), sensible a la sefalizacion mediada por AMPc/PKA, que integra estimulos
metabdlicos y hormonales. La interaccidn coordinada de estos elementos asegura
que la transcripcion de la insulina sea especifica de las células 8 y responda
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dindmicamente al estado energético del organismo (Melloul, Marshak & Cerasi,
2002).

Finalmente, existen otros moduladores que contribuyen a la regulacién de la
actividad biologica de la insulina, entre ellos, aminoacidos como la arginina, leucina
y glutamina, acidos grasos, y hormonas como la prolactina, que estimula la funcién
de los islotes pancreaticos durante el embarazo, o el cortisol y la epinefrina, que
actuan como inhibidores de la secrecién de la insulina. Por otro lado, la oxitocina y
la acetilcolina la estimulan, al igual que las incretinas, que potencian la secrecion
posprandial y aseguran su accién en la homeostasis glicémica (Newsholme &
Krause, 2012). De manera adicional, otros péptidos neuroendocrinos, como la
hormona liberadora de tirotropina (TRH), han sido propuestos como posibles
moduladores de la secrecion de insulina y del metabolismo de la glucosa, aspecto
que sera abordado con mayor detalle en secciones posteriores.

No obstante, cuando el papel fisiolégico de la insulina se ve comprometido y se
altera el equilibrio energético, contribuye de manera directa al desarrollo y
progresion de la DM2 (DeFronzo, 2004).

2.3 Fisiopatologia de la DM2

La DM2 es una enfermedad compleja cuyo desarrollo se basa en la interaccion de
dos procesos fisiopatoldgicos fundamentales: la resistencia a la insulina (RI) en
tejidos periféricos, particularmente en el musculo esquelético, el higado, el tejido
adiposo, asi como la disfuncion progresiva de las células 3 del pancreas (Ojo et al.,
2023). La historia natural de la enfermedad es insidiosa y silenciosa, pudiendo
extenderse durante afios sin manifestaciones clinicas evidentes. En los inicios de la
enfermedad, el musculo esquelético disminuye la captacion de glucosa posprandial
(después de la comida), mientras que el higado incrementa la produccion endégena
de glucosa a través de la gluconeogénesis. Sin embargo, a pesar de la presencia
de estas alteraciones metabdlicas, los niveles de la GPA pueden mantenerse dentro
de los rangos normales (80-100 mg/dl) debido a una hipersecrecién compensatoria
de la insulina por parte de las células B del pancreas. Este mecanismo adaptativo
es transitorio, y con el tiempo, su capacidad secretora puede verse superada por el
desgaste metabdlico (Malone & Hansen, 2019; Skyler et al., 2017).

Cuando la funcién pancreatica se altera, emerge la intolerancia a la glucosa,
clinicamente reconocida como un estado de prediabetes (Carrera Boada &
Martinez-Moreno, 2013). En esta etapa, la insulina secretada resulta insuficiente
para contrarrestar el grado de resistencia, lo que se traduce en hiperglicemia
posprandial sostenida (niveles de GPA: 100-126 mg/dl). Algunos pacientes pueden
presentar sintomas inespecificos como fatiga, somnolencia o aumento de peso,
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aunque la mayoria permanece asintomatica. Es importante mencionar que en este
punto la condicién aun es reversible mediante modificaciones en el estilo de vida
(Banday, Sameer & Nissar, 2020). Si las alteraciones metabdlicas persisten, la
disfuncion de las células B progresa y se establece la diabetes clinica (DM2), la cual
esta caracterizada principalmente por la elevacion de la GPA (2126 mg/dl).
Entonces se presentan las manifestaciones clasicas descritas en la practica clinica:
poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso no intencionada y visiébn borrosa
(Banday et al., 2020). La evidencia clinica ha demostrado que la Rl puede preceder
al diagnéstico de la enfermedad por mas de una década y que, incluso en la etapa
de prediabetes, la pérdida de masa y funcién de las células B puede alcanzar el 40—
50%, incrementandose hasta un 80-85% en la DM2 (Christensen & Gannon, 2019).

Diversos mecanismos se han asociado a la progresion de la enfermedad (Singh,
Shadangi, Gupta & Rana, 2025). La glucotoxicidad y la lipotoxicidad que son
derivadas de la exposicidén crénica a la hiperglicemia y a los acidos grasos libres
(AGLs) deterioran la funcion de las células B y promueven la RI. Adicionalmente, la
acumulacién del polipéptido amiloide (IAPP) en los islotes pancreaticos ejerce un
efecto citotdxico que promueve apoptosis, mientras que los defectos en la
sefalizacion de las incretinas reducen la capacidad insulinotrépica posprandial
(DeFronzo, 2004). Un factor central es la obesidad visceral, que funciona como
detonante y acelerador del proceso fisiopatolégico (Skyler et al., 2017). El tejido
adiposo en exceso adquiere un papel endocrino activo al liberar adipocinas
proinflamatorias como la leptina y la resistina, citocinas como el TNF-a, IL-6 e IL-1(,
ademas de AGLs que interfieren con la senalizacion de la insulina en el higado y el
musculo. Este entorno metabdlico genera un estado de inflamacién crénica de bajo
grado que sostiene la hiperglicemia, ademas, acelera el deterioro pancreatico y
favorece las complicaciones vasculares (DeFronzo, 2004; Lee, Park & Choi, 2022).
A continuacion, resulta importante detallar algunas alteraciones fisiopatologicas de
la DM2 en los principales tejidos insulino-sensibles:

En el higado, en condiciones fisioldgicas, la insulina inhibe la gluconeogénesis y la
glucogendlisis estimulando la sintesis de glucégeno. Sin embargo, bajo la condicion
de R, la via PI3K/Akt se encuentra alterada ya que existen defectos en los procesos
de fosforilacion de los residuos de serina y treonina del receptor de insulina. Como
resultado factores de transcripcidon regulados negativamente por la insulina, como
FOXO1 permanecen activos lo cual promueve la expresion de genes
gluconeogénicos como el fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) y la glucosa-
6-fosfatasa (G6Pasa), lo que conduce a una sobreproduccién de glucosa durante el
ayuno. Curiosamente, la via lipogénica mediada por SREBP-1c conserva parte de
su actividad, lo que favorece la lipogénesis de novo y la acumulacion de triglicéridos
hepaticos, condicion que propicia la esteatosis (Singh et al., 2025).
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En el tejido adiposo, la insulina pierde su efecto antilipolitico. Normalmente, la
hormona suprime la accion de la lipasa sensible a hormonas (LSH), evitando la
liberacion excesiva de AGLs. Sin embargo, bajo R, los adipocitos liberan cantidades
elevadas de AGLs y glicerol, que son captados por el higado y el musculo,
generando un entorno de lipotoxicidad que intensifica el cuadro fisiopatoldgico.
Asimismo, el tejido adiposo visceral secreta citocinas como TNF-q, IL-6, IL-1B y
MCP-1, también se liberan de adipocinas proinflamatorias como resistina y leptina
que reclutan células inmunitarias innatas como los macréfagos que instauran un
estado de inflamacion crénica de bajo grado. Por otro lado, se reducen los niveles
de adiponectina, una adipocina involucrada en la promocion de la sensibilidad a la
insulina (Singh et al., 2025).

En el muasculo esquelético, se captan hasta el 80% de la glucosa posprandial, la
sefalizacion de la insulina se ve particularmente comprometida. El exceso de AGLs
circulantes favorece la acumulacion intramiocelular de metabolitos lipidicos como el
diacilglicerol (DAG) y las ceramidas, que a su vez pueden activar a la proteina
cinasa CB (PKCB). Esta enzima fosforila residuos de serina en IRS-1, interfiriendo
con la via PI3K/Akt y limitando la translocacion del GLUT4 hacia la membrana
plasmatica. Como consecuencia, la captacion de glucosa disminuye drasticamente,
lo que se traduce en hiperglicemia posprandial, una de las primeras alteraciones
detectables en la evolucion hacia la DM2. Adicionalmente, se ha descrito que en la
RI se produce una desregulacion de otras rutas criticas de PI3K/Akt, entre ellas la
inactivacion de mTORCH1, lo que provoca disminucion de la sintesis proteica. Al
mismo tiempo, FOXO1 permanece activo y favorece procesos de protedlisis,
mientras que la glucégeno sintasa quinasa (GSK) mantiene inhibida a la enzima
glucdgeno sintasa (GS), reduciendo asi la capacidad del musculo para almacenar
glucégeno (Singh et al., 2025).

El pancreas sufre los efectos de la sobrecarga funcional dada por la RI. Las células
B se ven obligadas a secretar cantidades crecientes de la insulina, lo que
inicialmente mantiene la normoglicemia, pero con el tiempo conduce a un estado de
disfuncion caracterizado por la pérdida de la masa y la reduccién de la capacidad
secretora. La glucotoxicidad y lipotoxicidad cronicas incrementan el estrés oxidativo
y el estrés del reticulo endoplasmico (RE), provocando acumulacion de proteinas
mal plegadas y la activacion de la respuesta a proteinas desplegadas (UPR), lo que
limita la capacidad de reponer el reservorio de la insulina. A esto se suman vias
proapoptéticas mediadas por la mitocondria (citocromo ¢ y caspasa 9), receptores
de muerte celular como Fas y TNFR1, y mecanismos proinflamatorios como el
inflamasoma NLRP3, que en conjunto promueven la apoptosis de las células .
Ademas, los depdsitos de IAPP ejercen un efecto citotdxico adicional. La
consecuencia final es la incapacidad de compensar la RI, estableciéndose de
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manera definitiva la hiperglicemia sostenida que define a la DM2 (Eizirik, Pasquali
& Cnop, 2020; Singh et al., 2025).

2.4 Tratamiento farmacolégico de la DM2: terapias convencionales y
emergentes

La DM2 constituye una de las enfermedades crénicas con mayor impacto
econdmico y social a nivel global. En 2021, el gasto sanitario asociado a la atencién
de la diabetes se estimd en 966 mil millones de ddlares, cifra que ha mostrado un
incremento sostenido y que se proyecta superara el billon de dolares hacia el 2045
(IDF, 2021). Este gasto se relaciona con el mal control glicémico rutinario, con la
atencion de complicaciones micro y macrovasculares, asi como con la pérdida de
productividad laboral y el aumento de hospitalizaciones (Bommer et al., 2018).
Aunado a esto, la DM2 representa una de las principales causas de muerte
prematura y discapacidad global. Se estima que los pacientes con diabetes viven
en promedio entre 6 y 9 afios menos que la poblacion sin diabetes (Emerging Risk
Factors Collaboration, 2011). De acuerdo con el estudio Carga Global de la
Enfermedad (GBD) 2019, la diabetes ocupa el noveno lugar como causa de afos
de vida perdidos y el séptimo lugar como causa de anos vividos con discapacidad.
Estas cifras subrayan la necesidad de estrategias terapéuticas mas efectivas que
permitan contener los costos y mejorar la calidad de vida de los pacientes.

En este contexto, las guias clinicas internacionales (ADA, 2025; Davies et al., 2022)
coinciden en que la metformina continta siendo el pilar de la terapia inicial, salvo
contraindicacion, como la insuficiencia renal moderada y grave y la presencia de
enfermedad hepatica avanzada. El mecanismo de accion principal de este farmaco
es la reduccion de la gluconeogénesis hepatica mediante la activacion de la via
AMPK, lo que disminuye la produccidon endogena de glucosa y mejora la sensibilidad
periférica (Rena, Hardie & Pearson, 2017). Se ha demostrado, ademas, que ofrece
beneficios cardiovasculares y no genera aumento de peso, lo que la convierte en la
terapia estandar. Por otro lado, a la metformina se suman otras clases
farmacoldgicas que conforman la terapia convencional:

Por un lado, las sulfonilureas como la glibenclamida y las meglitinidas como la
repaglinida, actuan estimulando la secrecion de insulina al unirse al receptor SUR1
de los canales K*ATP en las células  pancreaticas, promoviendo el cierre de los
mismos Yy la entrada de Ca?* citosdlico, lo cual desencadena la exocitosis de la
insulina (Proks, Reimann, Green, Gribble & Ashcroft, 2002). Aunque son eficaces
en la reduccién de los niveles de HbA1c, su uso se ve limitado por el riesgo de
hipoglicemia, el aumento de peso y el desgaste fisioldgico de la célula B. Asimismo,
las tiazolidinedionas, como la pioglitazona, actuan como agonistas de los receptores
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nucleares PPARy, regulando la transcripcion de genes involucrados en el
metabolismo de la glucosa y los lipidos (Lebovitz, 2019). Estas mejoran la
sensibilidad a la insulina en el higado, el musculo y el tejido adiposo, pero su perfil
de seguridad se ve limitado por efectos adversos como la retencion de liquidos,
riesgo de insuficiencia cardiaca y aumento de peso (Nesto et al., 2003). Los
inhibidores de la enzima dipeptidil-peptidasa 4 (DPP-4), como la sitagliptina y la
linagliptina, actuan prolongando la vida media de las incretinas enddgenas,
potenciando la secrecidén de la insulina dependiente de glucosa y reduciendo la
secrecion de glucagdén. Aunque su eficacia glicémica es moderada, son bien
tolerados y con bajo riesgo de hipoglicemia (Mulvihill & Drucker, 2014). Se utilizan
de igual manera a los agonistas de GLP-1 (exenatida, liraglutida, semaglutida),
estos imitan la accion de la incretina al unirse a su receptor en células B (GPCR40),
aumentando la secrecion de la insulina dependiente de glucosa, inhibiendo el
glucagon, retrasando el vaciamiento gastrico y reduciendo el apetito. Esta clase de
medicamentos han demostrado beneficios robustos en la reduccion del peso y en
la proteccion cardiovascular, posicionandolos como una de las terapias mas
atractivas en la actualidad (Marso et al., 2016). Los inhibidores de SGLT2
(dapagliflozina, empagliflozina, canagliflozina) bloquean el cotransportador sodio-
glucosa tipo 2 en el tubulo proximal renal, aumentando la excrecién urinaria de la
glucosa. Ademas de su efecto hipoglicemiante independiente de la insulina, han
demostrado beneficios en patologias como la insuficiencia cardiaca y la enfermedad
renal crénica. Sin embargo entre los efectos adversos se han descrito el aumento
en las infecciones genitourinarias, fracturas Oseas y cetoacidosis diabética
euglicémica (Wiviott et al., 2019; Zinman et al.,, 2015). Los inhibidores de a-
glucosidasas (acarbosa) retrasan la digestion de carbohidratos en el intestino
delgado, disminuyendo la glicemia posprandial, aunque su uso es limitado por
efectos gastrointestinales (Chiasson et al., 2002). Finalmente, la insulina exdégena
se reserva para etapas avanzadas o cuando el control glicémico no se logra con
farmacos orales e inyectables, siendo indispensable en presencia de
descompensaciones metabdlicas (Rena et al., 2017).

A pesar de estas opciones, muchas presentan pérdida de eficacia con el tiempo,
efectos adversos o limitaciones en su uso, lo que ha impulsado la investigacion en
terapias emergentes. Entre estas destacan los agonistas duales GLP-1/GIP, como
tirzepatida, que han demostrado reducciones superiores en la HbA1c y el peso
corporal respecto a agonistas de GLP-1 tradicionales (Frias et al., 2021). Los
triagonistas GLP-1/GIP/glucagdn (como retatrutida en desarrollo) buscan potenciar
aun mas la pérdida de peso al incrementar el gasto energético y modular el
metabolismo lipidico (Frias et al., 2021).

Otros blancos emergentes incluyen los analogos de FGF21 y FGF19, que mejoran
la sensibilidad a la insulina y reducen la acumulaciéon hepatica de triglicéridos, los
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activadores de AMPK, que restauran la homeostasis energética a nivel celular, y los
inhibidores del inflamasoma NLRP3 o anticuerpos contra IL-13, que buscan modular
la inflamacién crénica de bajo grado caracteristica de la DM2 (Tezze, Romanello &
Sandri, 2019).

En paralelo, la investigacion continua explorando los reguladores de PPARYy, con el
objetivo de obtener moduladores selectivos que conserven los efectos
sensibilizadores de la insulina, pero minimicen los efectos adversos (Ferguson &
Finck, 2021). El éxito observado con las incretinas ha impulsado el interés en
moléculas endodgenas que poseen efectos metabdlicos pleiotropicos con la
intencion de perfilar la terapia de la DM2 (Ferguson & Finck, 2021; Frias et al., 2021).
En la actualidad, el abordaje terapéutico ha evolucionado de un modelo
exclusivamente glicocéntrico hacia un enfoque multidimensional, que no solo
prioriza el control glicémico, sino también la reduccion del riesgo cardiovascular y
renal, la pérdida ponderal, la modulacién de la inflamacién sistémica y la exploracién
de nuevas moléculas enddgenas con potencial terapéutico (Davies et al., 2022).

2.5 La hormona liberadora de tirotropina (TRH) y sus elementos de
senalizacion: el sistema TRHérgico

La hormona liberadora de tirotropina (TRH; pGlu-Hys-ProNH,) fue el primer factor
hipofisiotréfico aislado (Boler et al., 1969; Burgus et al.,, 1969) y se encuentra
ampliamente distribuida en el SNC (Fréhlich & Wahl, 2019; Lechan & Fekete, 2006).
Desde el punto de vista neuroendocrino, se sintetiza en neuronas parvocelulares
mediales y periventriculares del nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN)
(Lechan & Fekete, 2006). En mamiferos, su funcion clasica es la de estimular el eje
hipotalamo—hipdfisis—tiroides (HHT) (Figura 2), efecto mediado por la interaccién
con su receptor, el receptor de TRH (TRH-R) en células tirotrépicas y lactotrépicas
de la adenohipdfisis (Joseph-Bravo et al., 2015). Sin embargo, mas alla de esta
funcién clasica, se ha demostrado el efecto pleiotropico de la hormona ejerciendo
efectos neuromoduladores, asi como efectos ergotropicos, analépticos y
termorreguladores independientes al eje tiroideo (Frohlich & Wahl, 2019; Vargas et
al., 2024).

En este sentido la distribucién de la TRH no se limita al cerebro. Se ha identificado
la presencia de este neuropéptido en tejidos periféricos como el corazoén, los
testiculos, el tracto gastrointestinal, las génadas, linfocitos b y el pancreas (Bacova
et al., 2006; Frohlich & Wahl, 2019; Morley et al., 1977; Strbak, 2018). Esta
localizacion fuera del SNC permite considerar funciones reguladoras en otros
aspectos fisiologicos que incluye funciones metabdlicas y reguladoras del balance
energético (Alvarez-Salas et al., 2022). Incluso se ha propuesto su utilidad

25



terapéutica en condiciones como el traumatismo medular y enfermedades
neurodegenerativas, entre ellas el Alzheimer (Colson & Gershengorn, 2006). Por
otro lado se ha descrito la capacidad de la TRH de estimular la secrecion de
vasopresina (Ciosek & Guzek, 1992) y en algunas especies no mamiferas se ha
vinculado con la liberacion de la hormona del crecimiento (GH) y de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) (Lazcano et al., 2021).
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Figura 2. Eje hipotalamo-Hipéfisis-Tiroides. Esquema representativo del efecto
endocrino de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) sobre el eje tiroideo, asi
como del mecanismo de retroalimentacidon negativa ejercido por las hormonas
tiroideas. Elaborado con BioRender.com.

La biosintesis de la TRH parte de un precursor polipeptidico denominado pre pro-
TRH (ppTRH), que en humanos esta formado por 242 aminoacidos y que incluye
multiples copias de la secuencia pro-TRH (Glu-His-Pro-Gly) (Figura 3). Tras su
procesamiento en el RE y en el AG, la prohormona es escindida por la participacién
de las hormonas convertasas PC1/3, PC2 y de la enzima carboxipeptidasa E,
adicionalmente se incluye la ciclacion del residuo de glutamina a acido piroglutamico
catalizada por la peptidil-a-amidante monooxigenasa (a-PAM), y la amidacién
terminal de la molécula en el residuo de prolina (Joseph-Bravo et al., 2016).

Tras la biosintesis y su empaquetamiento en vesiculas secretoras que se posicionan
sobre los botones sinapticos de las neuronas TRHergicas, su liberacion se ve
influenciada por diversos factores quimicos y fisicos que coordinan el proceso
exocitico (Joseph-Bravo et al., 2016; Nillni, 2010). A nivel quimico, se ha descrito
que la despolarizacion de la membrana presinaptica permite la apertura de canales
de calcio voltaje-dependientes, lo que promueve el aumento del calcio intracelular.
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A su vez, el ion induce la movilizacion de las vesiculas que contienen a la TRH hacia
el espacio extracelular. De forma paralela, la activacion de segundos mensajeros
como el AMPc y la PKA, asi como la via del inositol trifosfato (IP3) y el diacilglicerol
(DAG) que activa a la PkC, potencian la secrecion de la TRH al modular la exocitosis
dependiente de proteinas SNARE (Joseph-Bravo et al., 2016). Estos procesos son
modulados por neurotransmisores y neuromoduladores como las catecolaminas,
serotonina, acetilcolina, leptina, la hormona estimulante de melanocitos alfa (a-
MSH), la proteina relacionada con Aguti (AGRP) y el neuropéptido Y (NPY), los
cuales regulan la magnitud de la liberacién segun las demandas metabdlicas y
neuroendocrinas (Joseph-Bravo et al., 2016; Fekete & Lechan, 2014). Por otro lado,
los factores fisicos juegan un papel importante en la liberacién de la TRH. La
exposicion al frio activa la liberacion de la TRH a fin de regular la termogénesis
dependiente del eje HHT, asi como cambios en la presion osmética o arterial, que
modulan la actividad neuroendocrina al interactuar con otros sistemas reguladores
como la vasopresina (Joseph-Bravo et al., 2016; Lechan & Fekete, 2006; Fekete &
Lechan, 2014).
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Figura 3. Estructura del gen humano pptrh. El gen presenta una regiéon 5 no
traducida (UTR) de ocho nucleétidos, seguida de una secuencia que codifica un
péptido sefial (SP) de aproximadamente 48 aminoacidos. La regidén codificante
incluye seis repeticiones del péptido precursor proTrh, separadas por secuencias
de escision especificas, y termina con una regién 3’ no traducida (UTR). Tomado y
modificado de Wallis, 2010).

El mecanismo de acciéon de la TRH implica su sintesis y la liberacidn de las neuronas
TRHérgicas hacia el espacio extracelular; a nivel del SCN, se ha descrito que se
libera en la eminencia media y se difunde a través de la vena porta-hipofisiaria hasta
el sitio de accidn en donde interactua con el TRH-R (Lazcano et al., 2015).

Este receptor es un miembro de la familia de receptores acoplados a proteinas Gq
(Sun et al., 2009). En humanos se ha identificado un unico receptor funcional,
mientras que en roedores existen dos isoformas (TRH-R1 y TRH-R2) y en
teledsteos hasta tres (Charli et al., 2020; Li et al., 2020; Sun et al., 2009) (Tabla 2).
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El mecanismo candnico de accidén del TRH-R se da a través de su acoplamiento a
proteinas Gq, que activan a la fosfolipasa C (PLC) y con ello la generacion de IPs y
DAG. Este proceso promueve la movilizaciéon de Ca?* intracelular, la activacién de
la PkC y la estimulacién de las MAPK, vias responsables de los efectos
hipofisiotrépicos y de las acciones neuromoduladoras de la TRH sobre
neurotransmisores como catecolaminas, serotonina y acetilcolina (Joseph-Bravo et
al., 2016; Trubacova et al., 2022). Sin embargo, ademas de este efecto candnico,
se han descrito mecanismos no canonicos que amplian el espectro funcional del
TRH-R. Entre ellos destaca el acoplamiento alternativo a proteinas Gi y Gs, con lo
que permite la modulacién de los niveles de AMPc, asi como la activacion de (3-
arrestinas, que no solo participan en la desensibilizacion y endocitosis del receptor,
sino que también inician cascadas de sefalizacion independientes, como la
activacion de ERK1/2. Por otro lado, la activacion del TRH-R puede influir
directamente en la actividad de canales idnicos, incluyendo los canales de potasio
y de calcio tipo L, modulando la excitabilidad neuronal. De igual forma, se ha
observado una comunicacion cruzada con otras vias hormonales, como los
receptores de hormonas tiroideas y de glucocorticoides, y efectos prolongados en
la expresion génica mediados por factores como CREB (Joseph-Bravo et al., 2016;
Trubacova et al., 2022).

Con respecto a la regulacion de la accion de la TRH, esta se encuentra finamente
controlada por mecanismos de retroalimentacion que integran multiples sefales
endocrinas y neuronales (Joseph-Bravo et al., 2016). A nivel transcripcional, el gen
de la TRH cuenta con regiones promotoras sensibles a diversos factores como al
CREB fosforilado (CREBp), que tras la activacion de la via del AMPc favorece la
transcripcion del gen ppTRH. Asimismo, el receptor de hormonas tiroideas 3 (TRpB)
actua como mediador de la retroalimentacién negativa ejercida por las hormonas
tiroideas en la circulaciéon (Sugrue et al., 2010). Ademas, factores como STATS5, los
cuales son activados por citoquinas y por la GH, se ha implicado en la regulacion
positiva del gen. Los glucocorticoides también ejercen un papel modulador al unirse
a su receptor en el citoplasma y translocarse al nucleo, donde puede interactuar con
elementos de respuesta a glucocorticoides en la regién promotora del gen ppTRH,
modulando la transcripcion ante el estrés (Joseph-Bravo et al., 2016; Trubacova et
al., 2022).

La vida media de la TRH es de alrededor de 2 a 6 minutos, ya que esta sujeta a
degradacion por multiples enzimas proteoliticas distribuidas en el cerebro, la
hipofisis, el higado, el rindn y otros tejidos (Frohlich & Wahl, 2019). Entre ellas
destaca la enzima degradadora de la TRH (TRH-DE), también conocida como
piroglutamil-peptidasa Il (PPII), una ectoenzima anclada a la membrana plasmatica,
la cual constituye el principal mecanismo de inactivacién de la TRH en el SNC,
mientras que en plasma y en tejidos periféricos se ha descrito que actuan otras
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enzimas, como la tiroliberinasa (la cual es una isoforma de la TRH-DE no anclada
a membrana) y la prolil-endopeptidasa (Charli et al., 2020; Lazcano et al., 2012). La
TRH-DE es una metaloproteinasa dependiente de zinc, localizada como ectoenzima
en la membrana plasmatica, con el dominio catalitico orientado hacia el espacio
extracelular. Esta caracteristica le permite actuar de manera rapida y eficaz sobre
la TRH lo que permite inactivarla de manera precisa y regular su sefalizacion
(Bauer, 1994; Chavez-Gutiérrez et al., 2006).

Desde el punto de vista estructural, la TRH-DE pertenece a la familia de las
aminopeptidasas dependientes de metales y presenta motivos altamente
conservados caracteristicos de las zinc-metaloproteinasas. Contiene la secuencia
HEXXH(X).gE, en la que los residuos de histidina coordinan al ion Zn#* en el sitio
catalitico y el residuo de acido glutamico participa en la activacién de una molécula
de agua necesaria para la hidrdlisis del enlace peptidico. En humanos, se ha
descrito que los residuos His-443, His-447 y Glu-464 forman parte critica de los
sitios cataliticos. La proteina presenta ademas dominios extracelulares que incluyen
un dominio rico en glicina y prolina, que le confiere flexibilidad, y regiones
transmembranales que permiten su anclaje estable a la membrana celular (Bauer,
1994; Charli et al., 1998; Charli et al., 2020).

Finalmente, se ha descrito la presencia de sitios potenciales de fosforilacion en
residuos de serina en la cola citoplasmatica de la enzima, los cuales podrian
participar en la modulacion de su trafico, anclaje y actividad catalitica, aunque aun
no se ha confirmado (Lazcano et al., 2021). En cuanto a la actividad enzimatica, la
TRH-DE presenta una cinética con valores de km en el rango de 2-3 yM en humanos
y 1-5 uM en roedores, lo cual se considera bajo y refiere a una elevada afinidad por
la TRH (Bauer, 1994; Charli et al., 1998; Chavez-Gutiérrez et al., 2006). La hidrolisis
es altamente eficiente y especifica, generando un dipéptido histidil-prolinamida y un
acido piroglutamico como productos. Esta especificidad esta determinada por lo
estrecho de su sitio catalitico, que excluye péptidos de mayor longitud y, ademas,
por la preferencia de la enzima por condiciones de pH neutro a ligeramente acido
que condiciona al sitio de accion (Charli et al., 2020).

2.5.1 Andlogos de la TRH e inhibidores de la TRH-DE: implicaciones
farmacoldgicas

El estudio farmacolégico del sistema TRHérgico ha explorado dos estrategias
principales: el desarrollo de analogos estables de la TRH y la inhibicion de su
degradacion enzimatica.

Entre los analogos sintéticos destaca la taltirelina (TA-0910), desarrollada en Japon
y aprobada para el tratamiento de la ataxia por degeneracion espinocerebelosa, que
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presenta mayor estabilidad metabdlica y biodisponibilidad oral que la TRH nativa
(Fukuchi et al., 1998). En paralelo, se han descrito inhibidores especificos de TRH-
DE como CPHNA, que actua de forma reversible sobre el sitio catalitico sin interferir
con el receptor de la TRH (Charli et al., 1989). Mas recientemente, el compuesto
HcPI, aislado de la poliqueta marina Hermodice carunculata, ha mostrado inhibicién
potente y reversible con un Ki de 70.3 nM (Pascual et al., 2023).

Estos compuestos evidencian que la modulacion farmacoldgica del sistema
TRHérgico puede incrementar la disponibilidad de la TRH y potenciar sus efectos
biologicos.

En conjunto, la TRH, su receptor y la enzima degradadora conforman un sistema
TRHérgico integrado, cuya organizacion asegura la sintesis, liberacion, accién y
degradacion precisa de este tripéptido (Bauer, 1999; Lazcano et al., 2021). El
estudio coordinado de estos tres componentes no solo permite comprender los
mecanismos de sefalizacion de la TRH en contextos neuroendocrinos y
metabdlicos, sino que también abre nuevas perspectivas sobre sus implicaciones
fisioldgicas y patoldgicas, asi como sobre su potencial en el disefio de estrategias
farmacoldgicas.

Tabla 2. Receptores de la hormona liberadora de tirotropina (TRH-R): similitudes y

diferencias

todos los
vertebrados.

receptor es amplia: en
mamiferos se encuentra
en varias regiones
hipotalamicas, la
hipdfisis anterior y
érganos periféricos. En
aves, como el pollo, se
expresa en hipofisis y
testiculos. En peces,
como el salmoén, se
localiza en el
hipotalamo, pituitaria,
retina e intestino
grueso.

muy alta porla TRH y
sus analogos; en pollo
muestra una EC50
alrededor de 0.22 nM
para su activacion.

acoplado a proteinas
Gq: la unién de TRH
activa la PLC
provocando aumento
del Ca*? y activa
PKC,
desencadenando
cascadas
dependientes de
calcio; calmodulina

quinasa y MAPK/ERK.

También puede

acoplarse a Giy a Gs.

. Patrén de Afinidad por la Senalizacion . .
Receptor Especies L. . . Funciones fisiolégicas
expresion (tejidos) TRH intracelular
TRH.R1 | Presente en La expresion de este Presenta una afinidad | Principalmente Mamiferos: media los efectos

clasicos de la TRH en la hipdfisis,
estimula la liberacién de TSH, PRL y
GH.

Aves (pollo) TRH - TRH-R1 induce
secrecion de TSH y especialmente
GH.

Peces: En teledsteos, TRH no activa
la liberacion de TSH pero es un fuerte
estimulador de GHy PRL en la
adenohipdfisis, y ademas promueve la
liberacion de a-MSH en la pars
intermedia.
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Se ha descrito

SNC: expresado

Afinidad equivalente a

Acopla principalmente

principalmente
en vertebrados
no mamiferos,
incluyendo:
Xenopus laevis,
teledsteos como
el salmén, pez
cebra, tilapia,
asi como
reptiles y aves.

diferencial: niveles muy
altos en musculo
esquelético, tejido
adiposo, testiculos,
adenohipofisis, médula
espinal y numerosas
regiones del cerebro
(incluyendo el
hipotalamo). En salmén,
se detecta en el bulbo
olfatorio del cerebro y
en la retina. En
Xenopus, se ha descrito
la presencia del mMRNA
a nivel cerebral.

Xenopus tiene
afinidad
significativamente
menor por TRH que
TRHR1y 2. Enel
pollo responde a TRH,
éste activa cTRHR3
con EC50 alrededor
de 1.2 nM para
movilizacion de Ca*?
(frente a ~0.2 nM en
cTRHR1).
Estructuralmente,
TRHR3 conserva los
residuos clave de
unién a TRH (Tyr108,
Asn112, Tyr277,
Arg301 en pollo).

Al activarse por TRH,
TRHR3 desencadena
las mismas rutas de
sefalizaciéon
canoénicas de
fosfoinositidos/Ca que
TRHR1. Sin embargo,
no demostro activar
vias no canonicas.

TRH-R2 en principalmente en TRHR1. a proteinas G, Humanos: TRHR2 no esta presente.
determinadas nucleos hipotalamicos activando las mismas | Roedores: TRHR2 no es necesario
especies, (paraventricular, cascadas que TRHR1. | para el eje tiroideo, pero influye en
incluyendo arcuato, dorso medial y De hecho, la potencia | funciones neurolégicas. La eliminacion
roedores y en ventro medial) y en y el nivel maximo de de TRHR2 en ratén provoca
peces como el regiones limbicas sefial inducida por alteraciones del comportamiento
salmon, pez (hipocampo, amigdala, TRH son similares emocional; las hembras TRHR2 KO -/-
cebray se corteza cingulada), con para TRHR1y muestran mayor conducta depresiva y
presenta minima expresion TRHR2. Sin embargo, | menor ansiedad comparado con
ademas, en periférica. En salmon, TRHR2 exhibe controles. Estos cambios ocurren sin
anfibios, como TRHR2a se detecta en actividad constitutiva hipotiroidismo. También se ha
Xenopus laevis. | el cerebro (telencéfalo e mas alta. En ausencia | implicado la sefial TRH/TRHR2 central

hipotalamo) y existe de ligando muestra en la modulacion de la ingesta y la
una variante TRHR2b mayor activacion termogénesis.
truncada. basal. Ademas, tras la | Aves: TRHR2 no existe.
estimulacion con TRH | Peces: La funcion de TRHR2 no esta
sufre internalizacion bien definida; dado su patron cerebral,
mas rapida que se especula que podria mediar
TRHR1. Se ha efectos neuromoduladores de la TRH.
acufiado roles mas
especificos en el SNC.
Afinidad variable Acoplamiento Mamiferos: Este subtipo no existe en

TRHR3 Se ha En pollo muestra segun la especie. En | principalmente via G humanos ni roedores

identificado expresion amplia pero ’ ' :

Aves (pollo): Tanto TRHR1 como
TRHRS son funcionales y se cree que
acttian de forma complementaria
mediando los efectos de TRH.

Peces: La presencia de TRHR3 en la
retina y el sistema olfativo sugiere un
papel en funciones neurosensoriales o
ritmos neuroendocrinos locales.
Anfibios: El rol de TRHR3 no esta
bien dilucidado.

Nota. La informacién se integré a partir de estudios comparativos en vertebrados
(Galas et al., 2009; Li et al., 2020; Mekuchi et al., 2011; Saito et al., 2003)

3. Antecedentes Particulares

3.1 Distribucion filogenética y anatémica del sistema TRHérgico

El sistema TRHérgico constituye un componente evolutivamente conservado a lo
largo de los vertebrados, aunque su funcién presenta variaciones adaptativas segun
la especie (Lazcano et al., 2021; 2025). En linajes tempranos de vertebrados como
las lampreas, se ha descrito la presencia de la TRH en el cerebro de ejemplares
juveniles y adultos, lo que sugiere que este neuropéptido ya estaba presente en
etapas tempranas de la evolucion en vertebrados (Lazcano et al., 2025).
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En teledsteos como el salmén, la carpa y el pez cebra, se ha documentado la
expresion del ARNm de la TRH en el hipotdlamo (Batten et al., 1990; Buckley et al.,
2010; Diaz et al., 2002; Hamano et al., 1990). No obstante, a diferencia de lo
observado en mamiferos, en estos organismos la TRH no parece ejercer un rol
primario en la estimulacion de la TSH, siendo la CRH la principal reguladora del eje
tiroideo (Bernier et al., 2009; Lazcano et al., 2021). En cambio, la TRH participa en
la regulacién de la prolactina y la hormona del crecimiento (GH) (De Groef et al.,
2006; Sower et al., 2009).

Asimismo, se ha demostrado la presencia de los receptores TRH-R en hipotalamo,
hipdfisis, retina e intestino en diversas especies de peces (Mekuchi et al., 2011), por
otro lado, analisis comparativos in silico han identificado ortélogos de estos
receptores estructuralmente conservados y con alta homologia respecto a
mamiferos (Galas et al., 2009; Saito et al., 2003).

En mamiferos, la TRH también se expresa en la médula espinal, tracto
gastrointestinal, pancreas, retina, médula adrenal, corazén y sistema inmunitario
(Frohlich & Wahl, 2019). En teleGsteos se ha reportado su presencia en intestino,
pancreas, corazon y rifidn (Blanco, 2020; Bu et al., 2025; Feng et al., 2022), lo que
refuerza su caracter multifuncional.

De manera complementaria, la enzima TRH-DE ha sido identificada en tejidos
extrahipotalamicos como el higado, riidn, intestino, placenta, corazén y pancreas,
especialmente en roedores, donde su expresion se ha asociado con condiciones
metabodlicas como el ayuno o alteraciones tiroideas, lo que sugiere un papel en la
regulacion metabdlica sistémica (Frohlich & Wahl, 2019).

3.2 Ontogenia del sistema TRHérgico durante el desarrollo temprano

En el pez cebra, el desarrollo temprano del sistema TRHérgico ha sido poco
explorado; sin embargo, se han descrito aspectos relacionados con la organizacion
inicial de los circuitos neuroendocrinos y el establecimiento del eje HHT (Lazcano
et al., 2023). Durante las primeras etapas de la embriogénesis, el SNC experimenta
un proceso dinamico de regionalizacién y diferenciacidon celular que da origen a
poblaciones neuronales especializadas en la regulacion endocrina y metabdlica. En
este contexto, la formacion del hipotalamo constituye un evento clave, ya que esta
region alberga las neuronas productoras de TRH responsables de la regulacién del
eje HHT (Lazcano et al., 2023).

La expresion del ARNm de trh puede detectarse en el hipotalamo aproximadamente
desde las 24 horas post-fertilizacidén (hpf), coincidiendo con las primeras etapas de
diferenciaciéon de neuronas neuroendocrinas en el diencéfalo ventral. Durante este
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periodo, las neuronas hipotalamicas comienzan a establecer conexiones con la
hipdfisis en desarrollo, sentando las bases anatomicas y funcionales del sistema
neuroendocrino. Entre los 2 y 3 dias post-fertilizacion (dpf) se consolida la
organizacion del eje hipotalamo-hipofisario, con la diferenciacién progresiva de los
distintos tipos celulares hipofisarios (Lazcano et al., 2023; Lazcano et al., 2025).

Hacia los 5 dpf, el sistema neuroendocrino del pez cebra alcanza un grado
significativo de maduracion funcional. En esta etapa, las larvas presentan un eje
HPT funcionalmente activo, lo que permite la regulacién de procesos fisioldgicos
fundamentales como el metabolismo energético, el crecimiento y la adaptacion a las
demandas del medio ambiente (Lazcano et al., 2023; Lazcano et al., 2025).

3.3 Rol de la TRH en el pancreas y su implicacion en la homeostasis glicémica

La TRH ha sido caracterizada principalmente por su accién sobre el eje HHT; no
obstante, como se ha mencionado, también ejerce una amplia variedad de
funciones biolégicas tanto en el SNC como en tejidos periféricos (Fréhlich & Wahl,
2019; Vargas et al., 2024). Entre estas se incluyen la estimulacién de la motilidad
intestinal y la secrecion gastrica a través de la via vagal-colinérgica (Goto et al.,
2004), la interacciéon con otros ejes hipofisiotréficos, como el adrenal, en la
respuesta al estrés (Choi et al., 2015), asi como funciones cognitivas y del sistema
nervioso autbnomo, donde se le ha asociado con la induccion de la memoria a largo
plazo, el incremento de la presion arterial y la estimulacion de la actividad
respiratoria (Fekete and Lechan, 2014), lo que pone en evidencia sus funciones
pleiotropicas.

La regulacion de la TRH esta estrechamente vinculada al estado nutricional
(Alvarez-Salas et al., 2022; Fekete and Lechan, 2014; Vargas et al., 2024). Se ha
descrito que neuropéptidos como la leptina, a-MSH, AGRP y el NPY influyen sobre
las neuronas secretoras de la TRH, evidenciando su relacion con sefales
metabdlicas asociadas con el balance energético (Fekete and Lechan, 2014;
Joseph-Bravo et al., 2015). En este contexto, resulta pertinente considerar la
actividad de la insulina, la principal hormona anabdlica responsable de la captacion
de nutrientes y su adecuado metabolismo (DeFronzo, 2004).

La presencia de la TRH en islotes pancreaticos ha sido ampliamente documentada,
con evidencia de su participacion en la sintesis y secrecion de la insulina
(Basmaciogullari et al., 2000; Luo & Yano, 2004; Najvirtova et al., 2005; Strbak,
2018). En un modelo murino deficiente del gen de la TRH, el cual desarrolla
hipotiroidismo terciario acompafado de hiperglicemia, se observaron alteraciones
en el test de tolerancia oral a la glucosa después de su administracion
intraperitoneal, dichos efectos fueron atribuibles a una menor capacidad secretora
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de la insulina. Asimismo, estudios in vitro sobre islotes pancreaticos revelaron que
a concentraciones superiores de 10 mM de glucosa, la secrecidén de insulina era
significativamente menor, sugiriendo que la TRH modula la respuesta insulinica
frente a cargas elevadas de glucosa. Es importante sefialar que la administracion
de la T4 restauré la funcidn tiroidea en este modelo, pero no corrigio la
hiperglicemia, lo que sugiere un efecto de la TRH independiente al eje tiroideo
(Yamada et al., 1997). De manera complementaria, Amir (1988) demostré que en
ratas hipofisectomizadas tratadas con glucagdén para inducir hiperglicemia, la
administracion de TRH exdgena redujo significativamente la concentracién de
glucosa en sangre.

Diversos estudios en humanos y modelos animales han corroborado la expresion
del ARNm de pre proTRH en el pancreas, tanto en etapas fetales como en adultos
(Basmaciogullari et al., 2000; Yano & Luo, 2004; Mulla et al., 2009). Experimentos
in vivo han mostrado que la administracion de la TRH (10 upg/kg) revierte la
hiperglicemia en ratones tratados con estreptozotocina, efecto asociado a una
disminucién de la glucosa plasmatica y un incremento paralelo de la insulina
circulante (Luo et al., 2008). De manera concordante, el tratamiento con 200 nM de
la TRH en lineas celulares pancreaticas murinas mostré regular el contenido y la
liberacion de la insulina (Luo & Yano, 2004). Por otro lado, Najvirtova et al. (2005)
reportaron que, en islotes pancreaticos de ratas tratadas in vivo con disulfiram, un inhibidor
de la biosintesis de la TRH, presentaban una secrecion disminuida de la insulina; asimismo,
ensayos in vitro mostraron que la exposicion a la TRH (1 nM) estimula la liberacion de la
insulina en condiciones de glucosa elevada (16.7 mM). Ademas, tratamientos
prolongados con la TRH en ratas adultas incrementaron la expresion de genes
relacionados con la sintesis y la exocitosis de la insulina, incluyendo receptores
acoplados a proteina G, proteinas cinasas dependientes de Ca2+/calmodulina,
MAPKS3 y MAPKG6, GTPasas de la familia Ras y Rab, factores de ribosilacion de ADP
y n-myc (Yano & Luo, 2004).

Respecto a los receptores, se ha confirmado la expresion de TRH-R en células 3
pancreaticas de hamster y de ratén (Yamada et al., 2000), asi como en islotes
pancreaticos fetales humanos (Sun et al.,, 2009; Mulla et al., 2009). Se ha
demostrado que la adiciéon de TRH (1 uM) aumenta la concentracién intracelular de
Ca2+ y la movilizacion de fosfatidil inositol en células B del pancreas, lo que sugiere
una sefalizacion mediada por receptores acoplados a proteinas G de la familia Gq
(Mulla et al., 2009). En paralelo, ratones con una deplecion del gen para el TRH-R
presentan hiperglicemia (Zeng et al., 2007), reforzando el papel esencial de este
receptor en la regulacion de la glucosa. La evidencia disponible sugiere que la TRH
expresada en los islotes del pancreas constituye un modulador clave de la secrecion
de la insulina y, en consecuencia, del metabolismo de los carbohidratos (Strbak,
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2018). Sin embargo, los mecanismos exactos que median este proceso
permanecen en estudio.

Finalmente, resulta importante mencionar que estudios comparativos de la
estructura molecular del gen ppTRH de humano comparte un alto grado de identidad
con sus ortdlogos en roedor, aves, anfibios y teledsteos como el pez cebra,
especialmente en las regiones exonicas y en la maquinaria enzimatica asociada a
la sintesis y metabolismo de la TRH (Bu et al., 2025; Galas et al., 2009; Lazcano et
al., 2021; Wallis, 2010). Esta conservacion filogenética sugiere que la funcion de la
TRH se ha mantenido a lo largo de la evolucidén de los vertebrados, apoyando la
idea de que su posible funciéon en la regulacion pancreatica y del metabolismo
glucémico también podrian ser considerados dentro de las acciones pleiotropicas
de este tripéptido a lo largo de la evolucion.

3.4 El pez cebra como modelo experimental para el estudio del sistema
TRHérgico y su papel en la regulacion de la homeostasis glicémica

El pez cebra es un teledsteo de agua dulce, perteneciente a la familia Cyprinidae,
es originario de rios del sur de Asia, particularmente en India, Bangladesh, Nepal,
Myanmar y Pakistan (Spence et al., 2008). Su popularidad como organismo de
laboratorio se debe a su amplia distribucion, su facilidad de adquisicion, su bajo
costo de mantenimiento y el hecho de no ser una especie protegida (Lawrence,
2007). Ademas, comparte importantes similitudes fisiolégicas, anatémicas vy
genéticas con los mamiferos, incluido el ser humano, lo que lo convierte en un
modelo robusto para la investigacion traslacional en biomedicina (Lin et al., 2016;
Zang et al., 2018). Finalmente, este modelo se ha consolidad como un modelo
experimental de gran relevancia en la investigacion biomédica, siendo utilizado para
el estudio de procesos que abarcan desde un nivel celular hasta el organismo
completo, tanto en etapas embrionarias como en adultas (Kline et al., 2019).

Entre sus ventajas mas destacables se encuentra su rapido desarrollo temprano. A
las 24 hpf ya es posible identificar la polaridad antero-posterior y la mayoria de los
organos principales, como el cerebro, el corazén, los ojos y el intestino. A las 72 hpf
los embriones eclosionan, y hacia los 5 dpf la mayor parte de los sistemas
sensoriales se encuentran funcionalmente maduros (Lawrence, 2007). También su
elevada capacidad reproductiva (una sola hembra puede desovar entre 50 y 300
huevos por ciclo sin restricciones estacionales), junto con su reducido tamafio,
permiten mantener grandes colonias en condiciones controladas, reduciendo costos
y facilitando estudios de gran escala (Lin et al.,, 2016; Lawrence, 2007). La
fecundacion externa y la transparencia de sus embriones favorecen el seguimiento
in vivo del desarrollo, siendo compatible con técnicas de microscopia avanzada y
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manipulacion genética (Lieschke & Currie, 2007). Asimismo, existen guias bioéticas
bien establecidas que regulan su uso en el laboratorio de investigacion (American
Fisheries Society et al., 2014; Westerfield, 2000; ZFIN, 2025).

El pez cebra presenta notables similitudes ontogénicas con los mamiferos, incluido
el humano, lo que ha permitido su empleo como modelo en el estudio del desarrollo
organo-tisular (Menke et al., 2011; Zang et al., 2018). Un ejemplo claro es el
desarrollo pancreatico. El pancreas del pez cebra mantiene la organizacion clasica,
con una porcion exocrina encargada de la produccion de enzimas digestivas y una
porcidn endocrina compuesta por células a productoras de glucagén, células 3
productoras de insulina y células & secretoras de somatostatina (Tiso et al., 2009).
Ontogénicamente, este 6rgano se forma a partir de los primordios dorsal y ventral
originados en el endodermo del intestino anterior, regulados por factores como Pdx1
y FGF, en un proceso analogo al humano (Prince et al., 2017).

Los primordios aparecen a las 24 hpf y hacia las 48 hpf ocurre la rotacién del
primordio ventral y su posterior fusién con el dorsal (Matsuda, 2018). En el pez
cebra, la yema dorsal genera exclusivamente células endocrinas, mientras que la
ventral contribuye tanto a las exocrinas (acinares y ductales) como a una segunda
oleada de células endocrinas, conformando un islote principal de gran tamano
(Prince et al., 2017; Matsuda, 2018). Para los 3 dpf, los primordios se encuentran
fusionados y ya se observan islotes pancreaticos diferenciados, uno principal,
derivado del primordio dorsal, y multiples islotes secundarios mas pequefios
derivados del ventral (Matsuda, 2018). En este punto, la diferenciacion celular sigue
un patrén conservado con el humano, primero emergen las células B productoras
de insulina, seguidas de las células a productoras de glucagon. Desde su
diferenciacion y madurez morfologica, las células B responden al aumento de
glucosa con la liberacion de insulina, lo que confirma la funcionalidad metabdlica del
pancreas a etapas muy tempranas (Matsuda, 2018).

En la etapa adulta, el pez cebra conserva érganos clave implicados en la
homeostasis energética que son fisioldgicamente comparables con los de los
mamiferos, como el higado, el musculo, el tejido adiposo y el pancreas (Menke et
al., 2011). Esta similitud ha permitido establecer paralelismos con en el mamifero
para el estudio de los mecanismos que regulan el metabolismo de los carbohidratos,
los lipidos y las proteinas (Zang et al., 2018). Adicionalmente, se dispone de un
amplio repertorio de técnicas y metodologias que posibilitan la evaluacion del
metabolismo glicémico en este modelo, desde la manipulacion dietética y
farmacoldgica hasta aproximaciones genéticas y de imagen que permiten estudiar,
en tiempo real, la dindamica del metabolismo y sus alteraciones (Gut et al., 2013). A
nivel celular, se ha descrito que el mecanismo de reconocimiento de la glucosa por
parte de las células 3 pancreaticas, su respuesta secretora de insulina y los efectos
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de esta hormona sobre los tejidos sensibles guardan una alta similitud con lo
descrito en los mamiferos (Kim et al., 2009; Pérez Diaz et al., 2025).

Finalmente, el modelo permite evaluar procesos fisioldgicos fundamentales,
incluyendo la regulacion de la funcidén pancreatica y su control hormonal, asi como
la participacion de neuropéptidos y factores hipotalamicos en el metabolismo;
sugiriendo que la conservacién del sistema TRHérgico en el pez cebra (Lazcano et
al., 2021) podria abrir una oportunidad para explorar nuevas aproximaciones
experimentales en la comprension de los mecanismos de control metabdlico, en
particular de la homeostasis glicémica.
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4. Justificacion

La DM2 es uno de los principales retos de salud publica a nivel mundial y nacional.
En México afecta al 10.2 % de la poblacién adulta, equivalente a mas de 10 millones
de personas, mismas que presentan riesgos de desarrollar complicaciones
cronicas, discapacidad y muerte prematura. Esta enfermedad se caracteriza por
hiperglicemia persistente debido a alteraciones en la secrecion y accion de la
insulina. Ante la limitada eficacia de los tratamientos actuales, resulta indispensable
investigar estrategias alternativas en la regulacion de la glucosa con un potencial
enfoque terapéutico.

En este contexto, la TRH se propone como un péptido de interés mas alla de su
funcidén clasica en la activacion del eje tiroideo. Estudios en mamiferos han
demostrado que la TRH, asi como sus principales elementos de sefalizacion, sus
receptores (TRH-Rs) y la enzima degradadora (TRH-DE), se expresan en tejidos
periféricos como el higado, el musculo, la piel, el tracto gastrointestinal y el
pancreas. En este ultimo, se ha sugerido que la TRH participa en la modulacion de
la secrecion de la insulina, influyendo en el control de la glucosa en sangre. No
obstante, los mecanismos mediante los cuales este sistema regula la funcién
pancreatica y metabdlica aun no han sido descritos con precisién en mamiferos, lo
que resalta la importancia de explorar nuevos modelos experimentales.

El pez cebra (Danio rerio) representa un modelo idéneo debido a su alta
conservacion genética con los mamiferos, su rapido desarrollo embrionario y una
fisiologia glicémica comparable a la del ser humano. Estas caracteristicas lo
convierten en un organismo adecuado para caracterizar la organizacion y funcién
del sistema TRHérgico, asi como para analizar su influencia sobre la homeostasis
de la glucosa. En este estudio se plantea evaluar la conservacion evolutiva y los
patrones de expresion de este sistema durante el desarrollo temprano, en la etapa
adulta, considerando diferencias sexuales, ademas de determinar su respuesta
fisiologica bajo condiciones de hiperglicemia. Con este trabajo se pretende
establecer una correlacion fisioldgica entre la accion de la TRH y su papel en la
regulacion glicémica, con el objetivo de aportar evidencia que contribuya a una
mejor comprension de los mecanismos fisiopatologicos involucrados en la DM2.
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5. Preguntas de investigacion

¢ Cuales son los niveles de expresion de los elementos del sistema TRHérgico
durante el desarrollo embrionario, en los tejidos centrales y periféricos del pez cebra
adulto, considerando las diferencias entre sexos?

¢, Cual es el efecto de la administracion exdgena de la TRH sobre los niveles altos
de la glucosa, la expresion génica de los componentes del sistema TRHérgico, asi
como de genes relacionados con el metabolismo de la glucosa en un modelo de
hiperglicemia del pez cebra adulto, considerando las diferencias entre sexos?

6. Hipotesis de investigacion
Hipotesis 1

Los componentes del sistema TRHérgico en el pez cebra estan evolutivamente
conservados y presentan un patrén de expresion ontogenético y tisular especifico,
mostrando diferencias entre sexos en su etapa adulta.

Hipotesis 2

La administracion exégena de la TRH en un modelo de hiperglucemia en pez cebra
adulto disminuira los niveles de glucosa en sangre y modulara de manera diferencial
la expresion de los componentes del sistema TRHeérgico, asi como de genes
relacionados con el metabolismo de la glucosa, presentando respuestas
dependientes del sexo.

7. Objetivo General

Caracterizar el sistema TRHérgico en el pez cebra desde una perspectiva evolutiva,
ontogenética y tisular, asi como evaluar su papel en la regulacién de la glicemia,
considerando las diferencias entre sexos.

7.1 Objetivos Especificos

1. Analizar y comparar la conservacion evolutiva de los componentes del
sistema TRHérgico en el pez cebra mediante analisis bioinformaticos
comparativos.

2. Evaluar la expresioén relativa de los genes del sistema TRHérgico durante el
desarrollo temprano del pez cebra.
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3. Caracterizar los patrones de expresidén génica del sistema TRHérgico en
tejidos centrales y periféricos del pez cebra adulto, considerando las
diferencias entre sexos.

4. Evaluar el efecto de la administracion exdgena de la TRH sobre la glicemia,
la expresion de genes relacionados con su metabolismo, asi como de los
componentes del sistema TRHérgico en un modelo de hiperglicemia en pez
cebra adulto, diferenciando las respuestas entre machos y hembras.

8. Metodologia

8.1 Diseno del estudio

El presente trabajo se desarrollé bajo un disefio experimental con un enfoque
integrativo, que incluyé analisis in silico, estudios de expresidn génica y ensayos
funcionales in vivo empleando como modelo al pez cebra.

La investigacion se estructurd en tres ejes metodologicos principales:

1. Analisis bioinformatico comparativo dirigido a evaluar la conservaciéon
estructural de los componentes del sistema TRHérgico, mediante la
construccion de arboles filogenéticos, la caracterizacién de sus dominios
funcionales, propiedades estructurales y el alineamiento de secuencias
proteicas.

2. Estudios de expresion génica para el estudio de los transcritos del sistema
TRHérgico tanto a lo largo del desarrollo embrionario como en tejidos
centrales y periféricos de ejemplares adultos, considerando las diferencias
asociadas al sexo.

3. Evaluar el efecto de la aplicacion exégena de la TRH sobre un modelo
de hiperglicemia en el pez cebra adulto, con el fin de determinar su efecto
sobre los niveles de la glucosa en sangre y la expresion de genes del sistema
TRHérgico y de genes asociados al metabolismo de la glucosa, considerando
las diferencias en la respuesta entre machos y hembras.

8.2 Modelo animal

Peces cebra adultos (Danio rerio) de ambos sexos fueron obtenidos de un criadero
comercial y mantenidos en el bioterio del Instituto de Neurobiologia (INb) de la
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), Campus Juriquilla. El sistema
de alojamiento estda compuesto por 15 peceras conectadas a filtros mecanicos,
biolégicos y circulacion hidrica constante que, suministra oxigeno. La sala de
mantenimiento estuvo disefiada para reducir vibraciones y ruido ambiental, con
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ventilacion permanente y control térmico que asegurd temperaturas estables entre
26 °Cy 28 °C.

Los parametros fisicoquimicos del agua se monitorearon semanalmente,
manteniendo un fotoperiodo de 10 h luz/14 h oscuridad, temperatura de 28 + 1 °C,
pH entre 7.4—-7.8, conductividad de 500-600 pS/cm y densidad de 1.001-1.0010
g/ml. La alimentacion se realizé dos veces al dia con intervalos de seis horas,
suministrando Artemia salina viva y una dieta comercial de hojuelas (42% proteina,
5% grasa, 6% fibra, 11% cenizas, 8% humedad; Biomaa). El alimento se almacend
en condiciones que previnieron humedad y contaminacion.

Cada grupo de peces fue identificado de acuerdo con su fecha de eclosién, tipo de
experimento y numero de individuos por tanque. El cuidado diario y la supervisién
sanitaria estuvieron a cargo del personal técnico especializado del Laboratorio D-03
de Receptores Nucleares y Neurobiologia del INb-UNAM.

8.2.1 Nomenclatura

Las abreviaturas de genes y proteinas fueron asignadas siguiendo las convenciones
de nomenclatura del pez cebra. Los genes y transcritos de Danio rerio se indican en
minusculas y en cursiva (aaa), mientras que sus proteinas correspondientes se
escriben con inicial mayuscula y sin cursiva (Aaa). En el caso de mamiferos, los
genes se representan en mayusculas y en cursiva (AAA), y las proteinas en
mayusculas y en fuente regular (AAA).

8.3 Consideraciones bioéticas y de bioseguridad

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de
Bioética del INb-UNAM vy por la Universidad Autonoma de Querétaro (UAQ),
conforme a los protocolos #152.A y #13830, respectivamente. Las actividades se
desarrollaron en apego a las guias internacionales para el cuidado y uso de
animales en investigacion biomédica (Jones-Bolin, 2012) y a las recomendaciones
especificas para el manejo del pez cebra (Westerfield, 2000; ZFIN, 2025)

Asimismo, se implementaron medidas de bioseguridad y bienestar animal
orientadas a preservar la integridad fisiolégica de los ejemplares. Estas incluyeron
el monitoreo constante de parametros de calidad del agua (pH, temperatura,
oxigenacion y conductividad), el suministro de alimento en horarios estandarizados
y el mantenimiento de densidades poblacionales adecuadas (< 5 peces adultos/L
de agua), con ajustes proporcionales durante las etapas juveniles y larvarias. Para
reducir el estrés, se aplicaron técnicas de manipulacion cuidadosa, y tanto la
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anestesia como la eutanasia se realizaron mediante el método de choque
hipotérmico, a fin de minimizar posibles alteraciones en los niveles de glucosa en
sangre (Eames et al., 2010). Los peces fueron rapidamente sumergidos en agua a
12 °C para anestesia y a 4 °C para eutanasia, siguiendo las recomendaciones
internacionales previamente citadas, para garantizar un procedimiento humanitario.

8.4 Diseino Experimental

8.4.1 Objetivo Especifico 1. Andlisis bioinformatico de las secuencias del
sistema TRHérgico

Con el objetivo de evaluar la conservacion evolutiva del sistema TRHérgico en el
pez cebra, se realizaron analisis in silico que incluyeron alineamientos multiples de
secuencias y la construccién de arboles filogenéticos. Se recopilaron secuencias
putativas con marco de lectura completo correspondientes a los principales
componentes del sistema: el precursor de la hormona (prepro-TRH), isoformas del
receptor (TRH-Rs) especificas por especie, y la enzima degradadora de TRH (TRH-
DE), obtenidas a partir de las bases de datos Ensembl (https://www.ensembl.org/)
y NCBI GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Se seleccionaron secuencias representativas de distintos grupos de vertebrados,
considerando mamifero, ave, reptil y anfibio, ademas del pez cebra (pez). Los
numeros de acceso correspondientes se enlistan en la Tabla 3.

Tabla 3. Numeros de acceso de las secuencias proteicas de los componentes del
sistema TRHérgico de los vertebrados

- TRH-Rs
Espet’:lel Pre pro-TRH TRH-DE
Proteina
TRH-R1 TRH-R2 TRH-R3
Homo sapiens | ENSP00000303452 NP_003292.1 N/A N/A ENSP00000261180
Rattus ENSRNOP00055005256 |  NP_037179.1 EDL92741.1 N/A ENSRNOP0006501
norvegicus - 7403
Gallus gallus | ENSGALP00010032092 | NP_990261.2 N/A XP_004947106.2 | XP_040515514.1
Anolis XP_003217792.2 XP_008106456.1 N/A N/A XP_062838686.1
carolinensis
Xenopus AAA49974.1 CAD12658.1 CAD12657.1 | XP_002933212.1 | XP_002939988.3
tropicalis - -
ENSDART00000181
721.1 (TRH-R1a)
Danio rerio ENSDARP00000021167 ENOS12€§5T40200 XM_688966.3 ENSDA;R5P5($000008
ENSDARTO00000052 :
509.7 (TRH-R1b)

42



https://www.ensembl.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Grupo externo

Caenorhabditis C30H6.8 C30F12.6 N/A N/A N/A
elegans

Drosophila N/A N/A N/A N/A AAF56882.2
melanogaster

Los grupos externos incluidos en la tabla se emplearon para la construccién de los
arboles filogenéticos. Los alineamientos multiples de las secuencias se realizaron
con el programa Clustal Omega 2025, mientras que la representacion grafica de
dichos alineamientos se generd con el programa ESPript. Los arboles filogenéticos
(Figura 8) se construyeron con el programa MEGA X (version 7.0) utilizando el
método de maxima verosimilitud. Adicionalmente, se elaboraron representaciones
visuales de las estructuras moleculares de cada componente del sistema TRHeérgico
del pez cebra empleando el programa IBS. Con base en estudios previos (Chavez-
Gutiérrez et al., 2006; Galas et al., 2009; Heuer et al., 1998; Lazcano et al., 2021;
Saito et al., 2011; Wallis, 2010), se realizé6 un analisis comparativo que permitid
identificar regiones conservadas y dominios funcionales entre especies, destacando
la conservacion evolutiva y funcional de los componentes del sistema TRHérgico en
el pez cebra.

8.4.2 Objetivos Especificos 2 y 3. Evaluacién de la expresion relativa durante
el desarrollo temprano y en tejidos adultos, diferenciada por sexo

8.4.2.1 Recoleccién de muestras de embriones y en larvas

Los embriones se obtuvieron mediante cruzas controladas de reproductores adultos
mantenidos en camaras de apareamiento provistas con mallas para evitar la
depredacion de los huevos. Las etapas de desarrollo se clasificaron de acuerdo con
los criterios establecidos por Kimmel et al. (1995). Los embriones recién fertilizados
se consideraron como 0 dpf y posteriormente se recolectaron en los estadios 0.5
dpf (12 hpf), 1 dpf, 2 dpf, 3 dpf, 4 dpfy 5 dpf. A partir de 3 dpf los organismos fueron
considerados como larvas de vida libre. Todos los ejemplares fueron mantenidos e
incubados en medio E3 (5 mM NacCl, 0.17 mM KClI, 0.33 mM CacCl,, 0.33 mM MgSO,
y azul de metileno) a 28 £ 1 °C.

Cada réplica biolégica consistié en un conjunto (pool) de 10 embriones o larvas,
recolectados cuidadosamente con puntas de pipeta de diametro amplio para evitar
dafio mecanico (Vergauwen et al.,, 2018). Los ejemplares fueron eutanizados
mediante inmersion en medio E3 preenfriado a 4 °C, procedimiento que induce
anestesia por hipotermia seguida de pérdida irreversible de las funciones vitales,
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conforme a las guias aceptadas para la eutanasia de larvas de pez cebra (ZFIN,
2025). Inmediatamente después de la eutanasia, las muestras fueron preservadas
en Trizol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y almacenadas a —80 °C hasta
Su procesamiento.

8.4.2.2 Recoleccion de tejidos en adultos

Los peces adultos (= 3 meses post-fertilizacion, mpf) fueron anestesiados y
eutanizados mediante choque hipotérmico bajo las condiciones previamente
descritas. El sexo se determind con base en caracteres sexuales secundarios, como
la pigmentacion amarilla en la aleta anal y region ventral en machos, y la distensién
abdominal en hembras (Robison et al., 2008), clasificacion que fue confirmada
mediante inspeccion gonadal.

Después de la eutanasia se realizé la diseccion inmediata de los siguientes tejidos:
cerebro (desde telencéfalo hasta cerebelo), retina, corazén, higado, pancreas,
musculo, piel y tracto gastrointestinal completo. Para el analisis de expresion se
procesaron cinco réplicas biolégicas independientes de cada tejido, con excepcion
del pancreas y el corazdn, que debido a su menor tamafo, cada replica estuvo
conformada por pools de tres individuos. Las muestras fueron preservadas en Trizol
y almacenadas a —80 °C hasta su analisis molecular. El procedimiento detallado de
diseccion pancreatica se describe en el Anexo 1.

8.4.2.3 Analisis de expresién génica

La expresion relativa de los transcritos se determind mediante RT-qPCR, conforme
al protocolo detallado en la seccién 8.5.

8.4.3 Objetivo Especifico 4. Evaluar el efecto de la TRH en un modelo de
hiperglicemia en el pez cebra adulto

Con el fin de evaluar el papel funcional de la TRH en la regulacion de la homeostasis
glicémica, se implementd un modelo experimental de hiperglicemia en peces cebra
adultos durante tres dias consecutivos (véase Tabla 4, donde se resume el diseino
experimental), siguiendo el protocolo previamente descrito por Capiotti et al.
(2014).
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Tabla 4. Disefo experimental del tratamiento in vivo con TRH sobre el modelo
hiperglicémico del pez cebra

Inicio Fin del
experimental experimento
Dia Adecuacion cero uno dos tres
(7 dias)

Grupo 1. Control + inyeccion de vehiculo (salina 0.9%) (n=15)

Actividad Adecuacién Inmersién en | Se mantienen | Se mantienen | Sacrificio y
agua de en agua de en agua de muestreo.
pecera. pecera. pecera.

Inyeccion ip Inyeccion ip Inyeccion ip
salina salina salina

Grupo 2. Glucosa 2% + inyeccion de vehiculo (salina 0.9%) (n=15)

Actividad Adecuacién Inmersién en | Se mantienen | Se mantienen | Sacrificio y
solucion de en solucién en solucion muestreo.
glucosa. de glucosa. de glucosa.

Inyeccion ip Inyeccion ip Inyeccion ip
salina salina salina

Grupo 3. Glucosa 2% + inyeccion de 1 pg/g peso corporal de TRH (n=15)

Actividad Adecuacién Inmersién en | Se mantienen | Se mantienen | Sacrificio y
solucion de en solucién en solucion muestreo.
glucosa. de glucosa. de glucosa.

Inyeccion ip Inyeccion ip Inyeccion ip
TRH TRH TRH

Tras el periodo de aclimatacion bajo condiciones controladas de laboratorio, un total
de 45 peces cebra adultos (= 3 meses post-fertilizacion) fueron asignados
aleatoriamente a tres grupos experimentales (n = 15 por grupo).

Los grupos experimentales se definieron de la siguiente manera:

(i)
(ii)

(iif)

grupo control, mantenido en agua libre de glucosa y sometido a inyeccion
intraperitoneal (ip) diaria de vehiculo (solucion salina estéril al 0.9%);
grupo glucosa, expuesto a una solucion de D-glucosa 111 mM (2%)
durante tres dias consecutivos y recibiendo inyeccion ip diaria de

vehiculo;

grupo glucosa + TRH, expuesto a la misma concentracion de glucosa
pero tratado simultaneamente con inyecciones ip diarias de TRH.

Los experimentos se realizaron de manera independiente para machos y hembras
con el fin de evaluar posibles respuestas dependientes del sexo. Este diseno
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experimental permitié determinar el efecto de la TRH sobre los niveles de glucosa
en sangre bajo condiciones de hiperglicemia inducida, asi como analizar su impacto
en la expresion de genes asociados tanto a la sefalizacion del sistema TRHérgico
(trh, trh-rs, trh-de) como al metabolismo glicémico (insa, ins-ra, ins-rb, slc2a2 vy
slc2a12).

8.4.3.1 Modelo de induccion de hiperglicemia

Los peces adultos fueron expuestos diariamente a una solucién de glucosa al 2%
(111 mM) durante tres dias consecutivos (Tabla 4) (Capiotti et al. 2014). La solucién
de trabajo se preparé a partir de un concentrado inicial al 50% (PiSA
Farmacéutica®, Guadalajara, Jalisco, México), diluida en agua del sistema hasta
alcanzar la concentracion final deseada.

Para minimizar el estrés y prevenir sesgos en la respuesta metabdlica, los
ejemplares fueron mantenidos bajo condiciones ambientales y fisicoquimicas
estables y controladas, que incluyeron una manipulacion cuidadosa, el monitoreo
constante de la temperatura y el pH del agua, una adecuada aireacién y el
suministro de alimento en horarios estandarizados.

El grupo control fue sometido al mismo régimen de manipulacion, pero mantenido
en agua libre de glucosa.

8.4.3.2 Tratamiento con la TRH

Paralelo a la induccién de hiperglicemia, los peces recibieron inyecciones ip durante
tres dias consecutivos, siguiendo el procedimiento descrito por Kinkel et al. (2010).

La TRH (Bachem, Cat. No. 4038214, Bubendorf, Suiza) se administré a una dosis
de 1 pg por gramo de peso corporal (ug/g PC), disuelta en solucion salina estéril al
0.9%, en un volumen de 1 pL por gramo de peso corporal, ajustado individualmente
segun la masa corporal de cada organismo. Con base en la masa corporal, el
volumen de inyeccion oscildé aproximadamente entre 0.7 y 1.0 yL por pez. La masa
corporal promedio fue de 0.779 £ 0.148 g en machos y 0.897 £ 0.174 g en hembras.

La dosis utilizada fue seleccionada a partir de un ensayo dosis—respuesta evaluando
0.1, 1y 10 uyg TRH/g de PC, con base en estudios previos en otros teledsteos y en
modelos murinos (Abbott y Volkoff, 2011; Luo et al., 2008). La dosis de 1 ug/g fue
seleccionada por producir una respuesta fisiolégica consistente sin inducir signos
de estrés ni efectos adversos (véase Anexo 2).
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Las inyecciones se realizaron una vez al dia aproximadamente a las 09:00 h, con el
fin de minimizar la variabilidad circadiana. Las inyecciones de vehiculo se
administraron en volumenes equivalentes para mantener la consistencia
procedimental entre los grupos experimentales.

Con el propdsito de estandarizar las condiciones metabdlicas, el alimento fue
retirado 24 horas antes del muestreo, y 15 minutos antes del sacrificio los peces
fueron transferidos a acuarios libres de glucosa para evitar contaminacion externa
o interferencias en la medicion de glucosa.

8.4.3.3 Cuantificaciéon de Glucosa en Sangre

La sangre se obtuvo mediante seccidn caudal y se aplico directamente sobre tiras
reactivas Accu-Chek® Performa (Roche Diabetes Care, Ciudad de México, México).
Las mediciones se realizaron de manera individual e inmediata mediante un
glucémetro calibrado, expresandose los valores en mg/dL (Eames et al., 2010).

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente para comparar los efectos
del tratamiento con TRH entre grupos experimentales y entre sexos.

8.4.3.4 Evaluacion de la sensibilidad del modelo de hiperglicemia al
tratamiento con insulina

Con el fin de validar la capacidad de respuesta del modelo de hiperglicemia y tener
una comparativa con los grupos que recibieron la TRH, se realizé un experimento
independiente aplicando insulina como control positivo (véase Figura 21 en el
Anexo 3). Para ello, peces cebra adultos machos fueron sometidos al mismo
protocolo de inmersién en glucosa previamente descrito (Tabla 4). Un total de 12
individuos fueron distribuidos en dos grupos experimentales: glucosa + vehiculo y
glucosa + insulina (n = 6 por grupo).

Se utilizé insulina humana regular (solucion inyectable 100 Ul/mL; AMSA®, Ciudad
de México, México). Los peces recibieron una unica inyeccion ip de insulina a una
dosis de 1 Ul/kg de peso corporal, administrada en un volumen de 1 yL por gramo
de peso corporal, siguiendo el protocolo descrito por Capiotti et al. (2014). La
solucidn inicial concentrada de insulina (100 Ul/mL) fue diluida inmediatamente
antes de su uso en una proporcion 1:100 en solucién salina estéril al 0.9%,
obteniéndose una concentracion de trabajo de 1 Ul/mL (0.001 Ul/uL), ajustada
individualmente al peso corporal de cada pez.
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Previo a la determinacién de glucosa, los organismos fueron transferidos durante
15 minutos en agua libre de la misma y asi evitar posibles interferencias en las
lecturas. Los niveles de glucosa en sangre fueron cuantificados una hora después
de la administracién de insulina. Los resultados obtenidos se presentan en la Figura
21, Anexo 3.

8.4.3.5 Diseccion y analisis de expresion génica relativa

Se recolectaron tejidos metabolicamente relevantes (pancreas, higado y musculo).
El pancreas se proces6 como pools de tres individuos por réplica, mientras que el
higado y el musculo se analizaron individualmente, trabajando con un total de cinco
réplicas bioldgicas por tejido.

La expresion relativa de los transcritos se determindé mediante RT-qPCR, conforme
al protocolo detallado en la seccién 8.5.

8.5 Analisis de expresion génica relativa por RT-qPCR

El material bioldgico obtenido tanto en los experimentos ontogenéticos como en los
analisis realizados en adultos bajo condiciones basales (Objetivos Especificos 2
y 3), asi como en los organismos sometidos al tratamiento con TRH e hiperglicemia
(Objetivo Especifico 4), fue procesado y analizado mediante el mismo protocolo
estandarizado de evaluacion de expresion génica.

8.5.1 Extraccion de RNA

El ARN total se aisl6 a partir de embriones, larvas y tejidos adultos preservados en
Trizol Reagent, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

La concentracion y pureza del ARN se determinaron mediante espectrofotometria
(NanoDrop Lite Plus). Se consideraron los cocientes A260/A280 y A260/A230 como
indicadores de pureza. La integridad se verific6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2%.

8.5.2 Sintesis de cDNA

Se utilizd 1 pug de ARN total para la sintesis de ADNc empleando el kit RevertAid
First Strand ADNc Synthesis, conforme a las instrucciones del fabricante.
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8.5.3 PCR en tiempo real (RT-qPCR)

La expresion génica relativa se evalu6 mediante PCR en tiempo real (RT-gPCR)
con deteccion basada en SYBR Green, utilizando un sistema QuantStudio 1 Real-
Time PCR (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Las
reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 8 yL, compuesto por 3.3 pL
de Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2X (Thermo Fisher Scientific, Cat.
No. K0221), 0.32 pL de cada cebador (10 uM) y 2 uL de cDNA (~50 ng), ajustando
el volumen final con agua libre de nucleasas. Para muestras de embriones/larvas
se utilizd ADNc diluido en una proporcion 1:5, mientras que en adultos se empled
ADNCc sin diluir.

Las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacién inicial a 95 °C durante
10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos y 60 °C por 1 minuto.
Al finalizar cada corrida se efectud un analisis de curva de disociacién para verificar
la especificidad de la amplificacion.

Todas las reacciones se realizaron en duplicado técnico. La especificidad vy
eficiencia de los cebadores se validaron mediante curvas estandar generadas a
partir de diluciones seriadas de ADNc, previo a la ejecucion de los experimentos
(ver Anexo 4).

La cuantificacion relativa de los transcritos se realizé mediante el método de la doble
delta Ct (27-24CY), utilizando la media geométrica de los genes constitutivos para la
normalizacion. En los estudios ontogenéticos (embriones y larvas), se utilizaron 18S
rRNA'y Ism12b como genes de referencia (Hu et al., 2016), considerando el estadio
0 dpf como calibrador para el analisis comparativo entre etapas del desarrollo
temprano.

En los tejidos adultos, la normalizacion se efectué utilizando actb1 (B-actina) y 18S
rRNA como genes de referencia. Para la caracterizacion y distribucion de los
componentes del sistema TRHérgico en tejidos centrales y periféricos (Objetivo
Especifico 3), el tejido cerebral se emple6 como muestra calibradora. En contraste,
en el modelo de hiperglicemia tratado con TRH (Objetivo Especifico 4), el grupo
control fue utilizado como calibrador para la comparacion relativa de la expresion
geénica entre los distintos grupos experimentales.

Las secuencias de los cebadores empleados en este estudio se presentan en la
Tabla 5.
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Tabla 5. Cebadores utilizados para la amplificacion de genes del sistema

TRHérgico y genes relacionados con el metabolismo glicémico.

Gen Sentido Primer (5'-3") Antisenti’d? Primer Amplicéon
(5°-3") (pb)
trh TGGAGCCGGAGGTGAGAA CGAGTGGGGTCCTCTTACGAT 91
trh-ria TTTTCCTACCACCATCCCCG TTGACCACCCATAACTGCCG 198
trh-rib ACTGTGGAGCAGGGCCTCAT ATGTCGAGCAGAACTGACGA 295
trh-r2 AAAGACCGGCTGATGGGAGG GAACTCCAGGTAGTGCGTGCT 179
trh-r3 GTCTTCGCTCTGCTCTCGTT CAGTCGGCAGGTCGCTTTGA 191
trh-de AGAGGTTCTCGGCTCGTGAC CGAGTCTCGTGGTGTTTCGA 117
insa TAAGCACTAACCCAGGCACA TCCTGGGCAGATTTAGGAGGA 151
ins-r1a CGGTTCTGGGCAAAACAACA GCAGGCCACGCATTTGTTAG 200
ins-r1b CGGGGACGATATCCTGCAAA ACGCATTTGGTGGAGTTCCC 187
slc2a2 TTAACAGGCACGCTCGCTCT TTCATGCTCTGTGCCATTTCC 167
slc2a12 GGGACAATCCTGGACCACTA ACATCCCAACCAGCATTCTC 156
actb1 TGAATCCCAAAGCCAACAGAG CCAGAGTCCATCACAATACCAG 139
18s rRNA GAACGCCACTTGTCCCTCT GTTGGTGGAGCGATTTGTCT 118
Ism12bs AGTTGTCCCAAGCCTATGCAATCAG | GACTCGTCTTTATCCTCCTGAGTGG 300

Nota de Tabla: Las abreviaturas corresponden a: frh, hormona liberadora de
tirotropina; trh-rs, isoformas del receptor de TRH; trh-de, enzima degradadora de
TRH; insa, insulina a; ins-r1alins-r1b, receptores de insulina a y b; slc2a2/slc2a12,
transportadores de glucosa 2 y 12. Los genes de actb1 (B-actina), 718s (ARN
ribosomal 18S) y Ism12b (Like-Sm protein 12 homolog b) se emplearon como genes

de referencia.
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8.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico y la representacion grafica de los resultados se realizaron con
el software GraphPad Prism version 10 (GraphPad Software, 225 Franklin Street,
FI. 26, Boston, MA, USA). La decisién de emplear cinco réplicas biolégicas por
condicion experimental se fundamentd en antecedentes metodoldgicos que han
demostrado que este tamano muestral proporciona un rendimiento adecuado de
RNA y garantiza una representacion biolégica robusta. Esta estrategia es
consistente con estudios previos realizados en pez cebra que han utilizado un
numero similar de réplicas para analisis moleculares comparables (Mills y Gallagher,
2017; Rabergh et al., 2000).

Los datos se expresan como media * error estandar de la media (SEM). La
normalidad se evalué mediante la prueba de Shapiro—Wilk y, cuando fue pertinente,
se verificd la homogeneidad de varianzas. Segun el cumplimiento de los supuestos
estadisticos, se aplicé la prueba t de Student para comparaciones entre dos grupos
o ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey para comparaciones
multiples.

En todos los casos, se considerd un valor de p < 0.05 como criterio de significancia
estadistica. No se excluyeron animales ni muestras del analisis, y no se eliminaron
valores atipicos. Los investigadores no estuvieron cegados a la asignacion de
grupos durante la administracion de tratamientos ni durante la evaluacion de los
resultados.
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9. Resultados

9.1 Caracterizacion in silico de las proteinas del sistema TRHérgico en el pez
cebra

Con el objetivo de identificar y caracterizar los componentes proteicos del sistema
TRHérgico en el pez cebra, de “tal base de datos” se obtuvieron las secuencias de
aminoacidos del sistema TRHeérgico y se compararon con sus ortologos
pertenecientes a otros vertebrados, incluyendo el humano.

En los vertebrados, la TRH madura deriva de un precursor (pre-proTRH) que
contiene un péptido senal y multiples copias del motivo QHPG (GIn-His-Pro-Gly;
proTRH), los cuales estan delimitados por residuos dibasicos de lisina (K) y arginina
(R). Estos residuos son esenciales para su procesamiento enzimatico y constituyen
sitios de clivaje necesarios para la maduracion de este tripéptido (Joseph-Bravo et
al., 2016). En la secuencia putativa del precursor de la Trh en el pez cebra se
identificaron siete motivos QHPG altamente conservados (100% similitud molecular)
(Fig. 4). La mayoria de estos motivos estuvo delimitada por los residuos dibasicos
conservados, aunque en los motivos 1 y 2 se detecté un mismo par de residuos
compartidos, lo que sugiere un unico sitio de clivaje.

Si bien los motivos QHPG mostraron una conservacién absoluta (100%) entre
especies (Fig. 4), los alineamientos de secuencias completas revelaron una
similitud moderada de aminoacidos entre el pez cebra y los otros vertebrados (32—
46 %). Por su parte, el analisis filogenético confirmé una topologia consistente con
las relaciones evolutivas previamente establecidas en vertebrados (Fig. 7A;
Lazcano et al., 2021).
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Figura 4. Alineamiento comparativo de las secuencias putativas de
aminoacidos de la pre proTRH en vertebrados. Se realiz6 un alineamiento
multiple de las secuencias de aminoacidos deducidas del precursor pre proTRH
utilizando ESPript 3.0. Se incluyeron especies representativas de vertebrados:
mamiferos (Homo sapiens, Rattus norvegicus), aves (Gallus gallus), reptiles (Anolis
carolinensis), anfibios (Xenopus tropicalis) y peces (Danio rerio). Los residuos
idénticos se resaltan en rojo y los residuos con similitud quimica se enmarcan en
azul. Los puntos (-) indican identidad con la secuencia consenso, mientras que los
guiones (—) representan residuos no similares. A lo largo del alineamiento se
observan claramente los motivos conservados QHPG correspondientes a las
secuencias progenitoras de la TRH, y los residuos basicos adyacentes lisina (K) y
arginina (R) representan posibles sitios de clivaje para la generacion del péptido
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maduro. Las barras negras bajo el alineamiento sefialan la posicion de los motivos
proTRH identificados en el pez cebra. Los residuos consenso con una identidad
=70% entre las especies se muestran al final del alineamiento.

En relacion con los TRH-Rs, se identificaron cuatro isoformas en el pez cebra (Trh-
ria, Trh-r1b, Trh-r2 y Trh-r3; Saito et al., 2011), cada una codificada por un gen
distinto. Los alineamientos mostraron que los siete dominios transmembrana (TM1—
TM7) se encuentran altamente conservados, con valores de similitud entre 64—67
% respecto a ortdlogos de otros vertebrados, mientras que el analisis de secuencias
completas mostré similitudes mas moderadas, en un rango del 52—-65% (Fig. 5). De
manera relevante, los residuos esenciales para la union de la TRH descritos en
humanos (Tyr103, Asn110, Tyr282 y Arg306) estuvieron presentes en todas las
isoformas de pez cebra (se senalan en la Fig. 5 con una flecha), correspondiendo
a Tyr105, Asn109, Tyr276 y Arg300 en Trh-r1a; Tyr103, Asn107, Tyr277 y Arg301
en Trh-r1b; Tyr112, Asn116, Tyr287 y Arg311 en Trh-r2; y Tyr153, Asn157, Tyr324
y Arg348 en Trh-r3 (posiciones inferidas mediante homologia con los receptores
murinos de la TRH; Laakkonen et al., 1996; Perlman et al., 1996).

El analisis comparativo de ortélogos mostré que TRH-R1 esta presente en todos los
vertebrados analizados en este estudio, mientras que TRH-R2 se detectd
unicamente en peces, anfibios y roedores, pero no en el humano. En contraste,
TRH-R3 se identificd en vertebrados de linajes mas basales como peces, anfibios y
reptiles. La reconstruccion filogenética agrupo a los receptores en tres clados
principales (tipos 1, 2 y 3), y evidenci6 que Trh-r3 en pez cebra se encuentra mas
relacionado con Trh-r1 que con Trh-r2 (Fig. 7B).
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Figura 5. Alineamiento comparativo de las secuencias putativas de los
aminoacidos de los TRH-Rs en vertebrados. Se generd un alineamiento multiple
de las secuencias de aminoacidos deducidas de las isoformas de los receptores de
TRH (TRH-Rs) utilizando ESPript 3.0. Se incluyeron especies representativas de
vertebrados: mamiferos (Homo sapiens, Rattus norvegicus), aves (Gallus gallus),
reptiles (Anolis carolinensis), anfibios (Xenopus tropicalis) y peces (Danio rerio). Los
residuos idénticos se muestran en rojo, mientras que aquellos con similitud quimica
se enmarcan en azul. Los puntos () indican residuos idénticos a la secuencia
consenso y los guiones (—) representan residuos no similares. Los dominios
transmembrana predichos (TM1-TM7), definidos con base en la secuencia de
referencia humana de TRH-R, se indican mediante recuadros negros. Asimismo, se
sefalan con cabezas de flecha negras los residuos conservados propuestos como
criticos para la unién del péptido TRH, incluyendo tirosina (Tyr) y asparagina (Asn)
en TMS, tirosina (Tyr) en TM6 y arginina (Arg) en TM7. Los residuos consenso con
270% de identidad entre especies se muestran al final del alineamiento. La
numeracion de residuos corresponde a la secuencia de referencia humana.
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Por su parte, el analisis de la proteina Trh-de en el pez cebra mostrd identidades
del 67-69% frente a ortélogos de otros vertebrados (Fig. 6). La secuencia presentd
los elementos estructurales caracteristicos de la familia M1 de las
metaloproteinasas dependientes de zinc, incluyendo un dominio transmembrana, el
motivo catalitico (HEXXHX18E) y el motivo exopeptidasa (AAMEN) (Bauer, 1994,
Charli et al., 1998). Se identificaron residuos altamente conservados implicados en
el reconocimiento del sustrato de la TRH y en la orientacién del grupo piroglutamil,
entre ellos Ser227, Tyr361, Ala363, Glu365 y Lys421. Asimismo, se conservaron
residuos esenciales para la actividad catalitica, como His399, Glu400, His403,
Glu422 y Tyrd86, los cuales participan en la coordinacion del ion zinc y en la
orientacioén y activacion de una molécula de agua como nucledfilo, favoreciendo la
reaccion de hidrélisis y la estabilizacion del estado de transicion (Fig. 6).
Adicionalmente, se detectd un posible sitio de fosforilacion intracelular (Thr29),
propuesto como diana regulada por proteina quinasa C (PKC), lo que sugiere un
mecanismo de control postraduccional de la actividad enzimatica. Finalmente, el
analisis filogenético confirmé las relaciones evolutivas entre las proteinas TRH-DE
de vertebrados, reforzando la hipotesis de una conservacién funcional de esta
enzima en el pez cebra (Fig. 7C).
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Figura 6. Alineamiento comparativo de las secuencias putativas de
aminoacidos de la TRH-DE en vertebrados. Se generd un alineamiento multiple
de las secuencias de aminoacidos deducidas de ortélogos de la TRH-DE utilizando
ESPript 3.0. Se incluyeron especies representativas de vertebrados: mamiferos
(Homo sapiens, Rattus norvegicus), aves (Gallus gallus), reptiles (Anolis
carolinensis), anfibios (Xenopus tropicalis) y peces (Danio rerio). Los residuos
idénticos se resaltan en rojo, mientras que aquellos con similitud quimica se
enmarcan en azul. Los puntos (-) indican residuos idénticos a la secuencia de
referencia humana, y los guiones (-) representan huecos 0 posiciones no
conservadas. El alineamiento destaca los motivos candnicos de las
metaloproteasas dependientes de zinc de la familia M1, incluyendo el dominio
transmembrana, el motivo exopeptidasa AAMEN y el motivo catalitico HEXXHXgE,
los cuales se indican mediante recuadros negros. Las cabezas de flecha negras
sefalan los residuos propuestos como participantes en el reconocimiento del
sustrato de TRH (Ser227, Tyr361, Ala363, Glu365 y Lys421), mientras que las
cabezas de flecha blancas indican los residuos -cataliticamente esenciales
involucrados en la hidrdlisis del enlace peptidico (His399, Glu400, His403, Glu422
y Tyr486). Una flecha negra adicional indica un posible sitio de fosforilacién
intracelular (Thr29), potencialmente regulado por proteina cinasa C (PKC). La
numeracion de los residuos corresponde a la secuencia de referencia humana.

59



A) 97 I: Humano
Rata

Anolis

Xenopus

p Pez cebra

C. elegans

TRH 50

100 Humano TRH-R1
60 Rata TRH-R1

00 Gallus TRH-R1
B) B0 Anolis TRH-R1
100 L Xenopus TRH-R1

_:Pez cebra TRH-R1a
100 100 Pez cebra TRH-R1b

90 Gallus TRH-R3
J‘: Xenopus TRH-R3
90 Pez cebra TRH-R3

Rata TRH-R2
100 % Xenopus TRH-R2

50 Pez cebra TRH-R2
C. elegans TRH-R

TRH-Rs

100 Humano
C 99 Rata
) Gallus
97 Anolis
Xenopus

TRH-DE -—— Pez cebra

100

Drosophila

S

0.20

Figura 7. Analisis filogenético de las secuencias de aminoacidos de TRH, TRH-
Rs y TRH-DE. La figura presenta los arboles filogenéticos de A) TRH, B) sus
receptores (TRH-Rs) y C) su enzima degradadora (TRH-DE). La historia evolutiva
fue inferida mediante el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987). Se
muestran los arboles o6ptimos, con una longitud total de ramas de 3.220. El
porcentaje de réplicas en las que los taxones asociados se agruparon en la prueba
de bootstrap (1,000 réplicas) se indica junto a las ramas (Felsenstein, 1985). Los
arboles se representan a escala, con longitudes de ramas proporcionales a las
distancias evolutivas utilizadas para la inferencia filogenética. Las distancias
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evolutivas fueron calculadas utilizando el método de correccion de Poisson
(Zuckerkand! y Pauling, 1965) y se expresan como el numero de sustituciones de
aminoacidos por sitio. El andlisis incluyé un total de catorce secuencias de
aminoacidos. Para manejar posiciones ambiguas, se aplico la opcion de eliminacion
por pares en cada comparacion de secuencias, lo que resulté en un conjunto final
de 562 posiciones. Los analisis filogenéticos fueron realizados con el software
MEGA12. Figura creada con BioRender.com (numero de acuerdo: AF28PRKRQR).

A partir del analisis estructural y funcional, se elaboraron representaciones
moleculares de los componentes del sistema TRHérgico en el pez cebra,
destacando los residuos clave que respaldan su actividad funcional (Fig. 8).

A) AA
pre proTrh - I | T] 199
— T~
[ ro TRH RRQHPGKR
AA
= 'l ? 9
Trh-r1a | | | e s | Em | 397
O — o e — e — | 399
rn-r
Trher2 [Ty T—————r | 497
Trh-r3 && 423

D Regioén transmembranal

@ Sitio de unién predicho para TRH

C) 550 AA
Y * g
Trh-de | ™| 983
YSAMENWGLSVF lH EIC HQWFGDLVTPVWWEDVWLKE’
I___'—J v
Motivo Exopeptidasa Motivo Catalitico

& Regién transmembranal
@ Residuos cataliticos (Ser227, Tyr486)

¥ Sitio de fosforilacion predicho (Thr29)

61



Figura 8. Representacion esquematica de la organizaciéon molecular del
sistema TRHérgico en el pez cebra. (A) Estructura del precursor pre proTrh,
mostrando el péptido senal y los motivos proTRH con el motivo conservado QHPG.
(B) Isoformas de los receptores de TRH (Trh-r1a, Trh-r1b, Trh-r2 y Trh-r3) con su
topologia de siete dominios transmembrana y los residuos conservados asociados
a la unién del péptido. (C) Representacién de Trh-de que incluye el dominio
transmembrana, los motivos exopeptidasa y catalitico, asi como los residuos clave
para el reconocimiento del sustrato y la actividad enzimatica. Se indica ademas el
numero total de aminoacidos (AA) de cada proteina.

9.2 Analisis ontogénico de la expresion de trh, trh-rs y trh-de en el pez cebra

El analisis de la expresion relativa de los componentes del sistema TRHérgico
durante el desarrollo temprano del pez mostré patrones especificos y dinamicos
(Fig. 9). La expresion del gen trh resultd indetectable en embriones recién
fecundados (0 dpf), comenzando a expresarse a partir de los 0.5 dpf y mostrando
un incremento progresivo hasta los 5 dpf.
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Figura 9. Expresion relativa de trh, trh-rs y trh-de durante el desarrollo
temprano del pez cebra. La expresion génica fue evaluada mediante RT-gPCR
durante el desarrollo del pez cebra (0-5 dpf). Los valores de expresion se presentan
como media = error estandar (SEM). Para el analisis de expresion relativa, la etapa
de 0 dpf se utilizé como referencia, excepto en el caso de trh, cuya normalizacién
se realizé a 12 hpf debido a la ausencia de expresiéon detectable en 0 dpf. En cada
etapa del desarrollo se analizaron cinco réplicas, cada una compuesta por un grupo
de 10 ejemplares. El analisis estadistico se realizé mediante ANOVA de una via
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seguido de la prueba post hoc de Tukey. La significancia estadistica se representa
de la siguiente manera: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001 (****).
Los datos son representativos de un experimento independiente con réplicas
biologicas.

En cuanto a los receptores, trh-r3 presento un pico de expresion a los 2 dpf, seguido
de una ligera disminucion a los 3 dpf y un aumento moderado en los dias
subsecuentes. Por el contrario, trh-r1b mostré6 un aumento sostenido desde 1 dpf,
alcanzando a los 5 dpf un nivel de expresion aproximadamente de 300 veces
superior al basal, siendo la isoforma mas abundante durante el desarrollo temprano
del pez. En contraste, trh-r1ia y trh-r2 mantuvieron niveles bajos de expresién y
relativamente constantes a lo largo del periodo analizado.

La expresion de trh-de se mantuvo baja y estable a lo largo de los estadios, lo que
sugiere que la degradacion enzimatica de Trh podria ser minima en etapas
tempranas. Finalmente, el perfil global obtenido sugiere la ausencia de la
contribucion de transcritos maternos.

9.3 Perfil tisular y dimorfismo sexual en la expresion de trh, trh-rs y trh-de en
el pez cebra adulto

El analisis de la expresidn en tejidos centrales y periféricos del pez cebra reveld
patrones tejido-especificos y modulados por el sexo. Como se esperaba, la
expresion relativa de trh en el cerebro fue mas de diez veces superior a la observada
en la retina, corazén, higado, musculo y pancreas (Fig. 10), interesantemente,
organos de relevancia en la homeostasis glicémica. Niveles bajos de expresion se
detectaron en la piel y en el tracto gastrointestinal (Gl). Finalmente, solo se observé
dimorfismo sexual en el higado, el cual presenté mayor expresién en machos.
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Figura 10. Expresion relativa del ARNm de trh en diferentes tejidos de peces
cebra machos y hembras. La expresion génica fue determinada mediante RT-
gPCR y normalizada utilizando el cerebro como tejido de referencia. Las barras
representan la media + error estandar de la media (SEM); las barras en azul
corresponden a machos y las barras en naranja a hembras. Para cada tejido se
analizaron n = 5 réplicas biologicas. Las diferencias entre sexos dentro de cada
tejido se evaluaron mediante prueba t de Student no pareada y bilateral. La
significancia estadistica se indica como p < 0.05 (*). Los datos son representativos
de un experimento independiente con réplicas bioldgicas.

En cuanto a los trh-rs, su maxima abundancia fue en el cerebro y la retina (Fig. 11).
Entre ellos, trh-r1a fue la isoforma mas abundante y se expresé en todos los tejidos
periféricos analizados, con niveles particularmente elevados en el corazén, el
higado, el pancreas, la piel y el tracto Gl, siendo significativamente mas altos en el
corazon e higado de los machos (Fig. 11A). En contraste, trh-r1b no se expresé en
el corazon, el higado y el pancreas, ademas de niveles bajos en la retina y en el
musculo fueron observados; aunque, la piel de las hembras mostré una expresion
significativamente mayor (Fig. 11B). Por su parte, trh-r2 demostré un patrén de
expresion comparable al de trh-ria en el cerebro y la retina, aunque con baja
expresion periférica, salvo en la piel de los machos, donde fue significativamente
mas elevado (Fig. 11C). Finalmente, trh-r3 se detectd en el cerebro y en la retina vy,
en menor proporcion, en tejidos periféricos; se observaron diferencias entre sexos
caracterizadas por una mayor expresion en la piel de los machos y en el tracto Gl
de las hembras (Fig. 11D).
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Figura 11. Expresion relativa de los transcritos de los receptores de TRH en
tejidos de pez cebra. La expresion relativa del ARNm de (A) trh-r1a, (B) trh-r1b,
(C) trh-r2 y (D) trh-r3 fue cuantificada mediante RT-qPCR en cerebro (Cere), retina
(Reti), corazén (Cora), higado (Higa), pancreas (Panc), musculo (Musc), piel (Piel)
y tracto gastrointestinal (Gl) de peces cebra adultos machos y hembras. La
expresion génica fue normalizada utilizando el cerebro como tejido de referencia y
empleando B-actina y 18S rRNA como genes constitutivos. Las barras representan
la media £ error estandar de la media (SEM); las barras en azul corresponden a
machos y las barras en naranja a hembras. Para cada tejido se analizaron n = 5
réplicas bioldgicas; los tejidos fueron procesados de manera individual, excepto el
pancreas y el corazon, que se analizaron como pools de tres tejidos por réplica. Las
diferencias entre sexos dentro de cada tejido se evaluaron mediante una prueba t
de Student no pareada y bilateral. La significancia estadistica se indica como sigue:
p <0.05 (*), p<0.01 (**), p < 0.001 (***), p < 0.0001 (****). ND indica transcritos no
detectados. Los datos son representativos de un experimento independiente con
réplicas bioldgicas.
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De manera consistente con el patrén de expresion de los demas componentes del
sistema TRHérgico, la expresion de trh-de fue mas abundante en el cerebroy en la
retina (Fig. 12), aunque se detecté en todos los érganos periféricos analizados. Se
evidenciaron diferencias significativas entre el sexo en el higado, el pancreas, el
musculo y el tracto Gl, en todos los casos con niveles superiores en hembras.
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Figura 12. Expresidn relativa de trh-de en tejidos de pez cebra. La expresion de
trh-de fue cuantificada mediante RT-qPCR en tejidos centrales y periféricos de
peces cebra adultos machos y hembras. Los niveles de expresién fueron
normalizados utilizando el cerebro como tejido de referencia. Los datos se
presentan como media t error estandar de la media (SEM); las barras en azul
corresponden a machos y las naranjas a hembras. Para cada tejido se analizaron n
= 5 réplicas bioldgicas; los tejidos fueron procesados de manera individual, excepto
pancreas y corazén, que se analizaron como pools de tres tejidos por réplica. Las
diferencias entre sexos dentro de cada tejido se evaluaron mediante prueba t de
Student no pareada y bilateral. La significancia estadistica se indica como p < 0.01
(**) y p < 0.0001 (****). Los datos son representativos de un experimento
independiente con réplicas bioldgicas.
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9.4 Efecto de la TRH sobre los niveles de glucosa en sangre en un modelo de
hiperglicemia

Se evalud el efecto de la administracion exdgena de la TRH sobre la regulacion de
la glicemia en ambos sexos, durante un periodo de tres dias (Tabla 5).

En machos, la administracion ip de la TRH redujo significativamente los niveles de
glucosa en sangre (76.9 = 5.8 mg/dL), lo que representd una disminucién
aproximada del 53 % en comparacién con el grupo hiperglicémico (161.7 + 10.2
mg/dL). Los valores obtenidos después del tratamiento resultaron similares a los
niveles de glicemia reportados en peces bajo condiciones basales sin ayuno (60—
80 mg/dL; anexo 3) y se aproximaron a los observados en el grupo control (52.8 +
3.4 mg/dL) (Fig. 13A). En contraste, en hembras, la administracion de la TRH no
produjo un efecto significativo sobre la glicemia (106.7 + 6.1 mg/dL) en comparacién
con el grupo hiperglicémico (111.3 £ 5.6 mg/dL) (Fig. 13B). Estos resultados
muestran una diferencia sexual en la respuesta glicémica a la TRH bajo las mismas
condiciones experimentales.
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Figura 13. Efecto de la administracion de la TRH sobre la glicemia en peces
cebra adultos en un modelo de hiperglicemia. (A) Peces cebra machos y (B)
hembras. Los niveles de glucosa en sangre se evaluaron en tres grupos: control +
salina (control), glucosa + salina (glucosa) y glucosa + TRH (glucosa tratados con
TRH). Los datos se presentan como media * error estandar de la media (SEM).
Para cada grupo experimental se analizaron n = 15 ejemplares adultos. El analisis
estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc
de Tukey (bilateral). La significancia estadistica se indica como sigue: p < 0.001

(***), p < 0.0001 (****); ns, no significativo. Los datos son representativos de un
experimento independiente.
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De manera complementaria, en un experimento independiente realizado en un
grupo reducido de peces cebra machos (n = 6) utilizando el mismo modelo de
hiperglicemia, la administracion de insulina humana produjo una reduccidn
significativa en los niveles de glucosa en sangre, disminuyendo de 79.2 + 20.2
mg/dL en peces expuestos a glucosa a 48.3 £ 7.9 mg/dL post tratamiento con
insulina (ver Figura 21, Anexo 3).

10.5 Expresidén génica del sistema TRHérgico y del metabolismo de la glucosa
por la TRH

A nivel pancreatico, en los machos (Fig. 14-A), la hiperglicemia indujo un aumento
significativo en la expresién del gen insa en comparacion con el grupo control (p <
0.001; Fig. 14-A1), consistente con una respuesta compensatoria frente al
incremento de glucosa. De manera notable, el tratamiento con la TRH redujo
significativamente la expresion del gen insa respecto al grupo hiperglicémico (p <
0.0001), alcanzando niveles incluso inferiores a los observados en el control. Por su
parte, la expresion del gen trh no mostr6 modificaciones significativas bajo
condiciones de hiperglicemia; sin embargo, disminuydo de forma significativa
después de la exposicion a la TRH (p < 0.05; Fig. 14-A2). En cuanto a los
componentes del sistema TRHérgico, la expresion de trh-ria no mostr6 cambios
significativos entre los grupos experimentales (Fig. 14-A3). En contraste, trh-de
present6 una disminucion significativa en respuesta a la hiperglicemia (p < 0.0001),
efecto que fue revertido tras la administracién de la TRH, restableciendo niveles de
expresion similares a los observados en el grupo control (Fig. 14-A4).

En las hembras (Fig. 14-B), la hiperglicemia indujo también un aumento significativo
en la expresion de insa (p < 0.001; Fig. 14-B1), el cual fue revertido por el
tratamiento con la TRH, restaurando los niveles de expresion a valores similares a
los del grupo control. De forma relevante, la magnitud de esta induccion fue
marcadamente mayor en las hembras, con un incremento relativo de 5.0 unidades
en comparacion a 1.5 unidades en machos, lo que representa una respuesta de
aproximadamente 3.33 veces superior. Asimismo, la hiperglicemia promovié un
aumento significativo en la expresion de frh en hembras (p < 0.01; Fig. 14-B2),
efecto que fue parcialmente revertido tras la administracion de la TRH (p < 0.05).
Sin embargo, la expresion de ftrh-ria y trh-de no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (Fig. 14-B3—4).
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Figura 14. Expresion relativa del ARNm de la insulina y de los componentes
del sistema TRHérgico en el pancreas de peces cebra adultos machos y
hembras. La expresién relativa de insa y de los componentes del sistema
TRHérgico (trh, trh-r1a y trh-de) fueron cuantificadas en tejido pancreatico de peces
cebra adultos bajo tres condiciones experimentales: control (inyectados con
vehiculo; CTRL), glucosa (hiperglicémicos, inyectados con vehiculo; GLU) y glucosa
+ TRH (hiperglicémicos tratados con TRH a una dosis de 1 ug/g de peso corporal;
GLU + TRH). Los paneles A1-A4 corresponden a machos y los paneles B1-B4 a
hembras, ilustrando las respuestas transcripcionales dependientes del sexo para
cada gen: insa (A1, B1), trh (A2, B2), trh-r1a (A3, B3) y trh-de (A4, B4). Cada réplica
bioldégica consistid en un pool de tres pancreas por muestra. Los niveles de
expresion génica fueron normalizados con respecto a B-actina 'y ARNr 18S, y se
presentan como media * error estandar de la media (SEM) (n = 5 por grupo). Las
comparaciones estadisticas entre tratamientos se realizaron dentro de cada sexo
mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey (bilateral). La
significancia estadistica se indica como sigue: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001
(**), y p < 0.0001 (*™**). Los datos son representativos de un experimento
independiente con réplicas bioldgicas.
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A nivel hepatico, en los machos (Fig. 15-A), la hiperglicemia no modifico
significativamente la expresion de slc2a2, sic2a12, ins-ra 6 ins-rb en comparacion
con el grupo control. No obstante, el tratamiento con la TRH disminuyd
significativamente la expresion de ins-ra (p < 0.01; Fig. 15-A3), sin afectar los demas
genes evaluados.

En las hembras (Fig. 15-B), la expresion de s/c2a2, slc2a12, ins-ra e ins-rb se
mantuvo sin cambios entre los distintos grupos experimentales.
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Figura 15. Expresion relativa del ARNm de los transportadores de glucosa e
isoformas del receptor de insulina en el higado de peces cebra adultos
machos y hembras. La expresion relativa de los transportadores de glucosa sic2a2
y slc2a12, asi como de las isoformas del receptor de insulina ins-ra e ins-rb, fue
cuantificada en tejido hepatico de peces cebra adultos expuestos a tres condiciones
experimentales: control (inyectados con vehiculo; CTRL), glucosa (hiperglicémicos,
inyectados con vehiculo; GLU) y glucosa + TRH (hiperglicémicos tratados con TRH
a una dosis de 1 ug/g de peso corporal; GLU + TRH). Los paneles A1-A4
corresponden a machos y los paneles B1-B4 a hembras, mostrando los patrones
de expresion para sic2a2 (A1, B1), slc2a12 (A2, B2), ins-ra (A3, B3) e ins-rb (A4,
B4). Los niveles de expresion génica fueron normalizados con respecto a -actina
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y ARNr 18S, y se presentan como media * error estandar de la media (SEM) (n =5
por grupo). Las comparaciones estadisticas entre tratamientos se realizaron dentro
de cada sexo mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey
(bilateral). La significancia estadistica se indica como p < 0.01 (**). Los datos son
representativos de un experimento independiente con réplicas bioldgicas.

En cuanto a los componentes del sistema TRHérgico en el higado de los machos
(Fig. 16-A), la expresion de trh se redujo significativamente bajo condiciones de
hiperglicemia en comparacion con el grupo control (p < 0.001; Fig. 16-A1). Esta
disminucién fue aun mas pronunciada después del tratamiento con la TRH,
observandose una reduccién adicional respecto al grupo hiperglicémico (p < 0.05).
Por el contrario, la expresion de trh-r1a, trh-r2, trh-r3 y trh-de no mostr¢ diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos grupos experimentales (Fig. 16-
A2-A5).

En las hembras (Fig. 16-B), la expresién hepatica de trh no presentd modificaciones
significativas en respuesta a la hiperglicemia ni al tratamiento con la TRH (Fig. 16-
B1). La isoforma trh-r1a fue evaluada, pero su expresion permanecio no detectable
(ND) en el higado bajo todas las condiciones experimentales (Fig. 16-B2), en
concordancia con la caracterizacion basal previamente descrita. En contraste, la
expresion de trh-r2 mostrd un incremento significativo con el tratamiento con la TRH
en comparacién con el grupo hiperglicémico (p < 0.05; Fig. 16-B3). No se
observaron cambios significativos en la expresion de trh-r3 ni de trh-de entre los
grupos evaluados (Fig. 16-B4-B5).
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Figura 16. Expresion relativa del ARNm de los componentes del sistema
TRHérgico en el higado de peces cebra adultos machos y hembras. La
expresion hepatica de trh, trh-r1a, trh-r2, trh-r3 y trh-de fue cuantificada en tres
condiciones experimentales: control (inyectados con vehiculo; CTRL), glucosa
(hiperglicémicos, inyectados con vehiculo; GLU) y glucosa + TRH (hiperglicémicos
tratados con la TRH a una dosis de 1 ug/g de peso corporal; GLU + TRH). Los
paneles A1-A5 corresponden a machos y los paneles B1-B5 a hembras, ilustrando
los patrones de expresion hepatica dependientes del sexo para cada gen: trh (A1,
B1), trh-r1ia (A2, B2), trh-r2 (A3, B3), trh-r3 (A4, B4) y trh-de (A5, B5). En las
hembras, trh-r1a no fue detectado (ND) en ninguno de los grupos experimentales.
Cada réplica bioldgica consisti6 en una muestra individual de higado (n = 5 por
grupo). Los niveles de expresion génica fueron normalizados con respecto a 3-
actinay ARNr 18S, y se presentan como media + error estandar de la media (SEM).
Las comparaciones estadisticas entre tratamientos se realizaron dentro de cada
sexo mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey
(bilateral). La significancia estadistica se indica como sigue: p < 0.05 (*) y p < 0.001
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(***). Los datos son representativos de un experimento independiente con réplicas
bioldgicas.

Finalmente, a nivel muscular, en los machos (Fig. 17-A) la expresién de slc2a2 no
presentd cambios significativos entre los distintos grupos experimentales (Fig. 17-
A1). En contraste, la expresién de slc2a12 disminuyd significativamente bajo
condiciones de hiperglicemia en comparacion con el grupo control (p < 0.05),
manteniéndose reducida después del tratamiento con la TRH (Fig. 17-A2). Por su
parte, las isoformas del receptor de insulina ins-ra e ins-rb no mostraron
modificaciones significativas en respuesta a ninguno de los tratamientos evaluados
(Fig. 17-A3-A4). En relacion con trh-de, tanto la hiperglicemia como la
administracién de la TRH redujeron significativamente su expresion en comparacion
con el grupo control (p < 0.001; Fig. 17-A5).

En las hembras (Fig. 17-B), la expresion de sic2a2, sic2a12, ins-ra, ins-rb y trh-de
no presentd diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos
experimentales (Fig. 17-B1-B5).
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Figura 17. Expresion relativa de ARNm de genes del metabolismo glicémico y
de trh-de en el musculo de peces cebra adultos machos y hembras. La
expresion relativa de los transportadores de glucosa sic2a2 y sic2a12, de las
isoformas del receptor de insulina ins-ra e ins-rb, asi como del gen trh-de, fue
cuantificada en tres condiciones experimentales: control (inyectados con vehiculo;
CTRL), glucosa (hiperglicémicos, inyectados con vehiculo; GLU) y glucosa + TRH
(hiperglicémicos, tratados con la TRH a una dosis de 1 ug/g de peso corporal; GLU
+ TRH). Los paneles A1-A5 corresponden a machos y los paneles B1-B5 a
hembras, mostrando los patrones de expresion dependientes del sexo para cada
gen: slc2a2 (A1, B1), sic2a12 (A2, B2), ins-ra (A3, B3), ins-rb (A4, B4) y trh-de (A5,
B5). Cada réplica biolégica consistié en una muestra individual de musculo (n = 5
por grupo). Los niveles de expresion génica fueron normalizados con respecto a los
genes de referencia B-actina y ARNr 18S, y los datos se presentan como media +
error estandar de la media (SEM). Las comparaciones estadisticas entre
tratamientos se realizaron dentro de cada sexo mediante ANOVA de una via
seguido de la prueba post hoc de Tukey (bilateral). Las diferencias estadisticamente
significativas se indican como: p < 0.05 (¥), p < 0.001 (**). Los datos son
representativos de un experimento independiente con réplicas biolégicas.
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10. Discusion

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) es un neuropéptido altamente
conservado que regula funciones endocrinas, metabdlicas y conductuales en
vertebrados (Alvarez-Salas et al., 2022; Joseph-Bravo et al., 2015; Lechan &
Fekete, 2006; Vargas et al., 2024). En este contexto, los componentes del sistema
de senalizacion TRHérgico (el péptido TRH, sus receptores (TRH-Rs) y la enzima
degradadora de TRH (TRH-DE)) han conservado regiones estructurales clave que
confieren funcionalidad, reflejando un alto grado de conservacion a lo largo de la
evolucion (Galas et al., 2009; Lazcano et al., 2021; Lazcano et al., 2025). Sin
embargo, en teledsteos como el pez cebra (Danio rerio), la caracterizacion integral
de este sistema aun no se ha estudiado en su totalidad. En este sentido, el presente
trabajo aporta un analisis integrativo del sistema TRHérgico desde una perspectiva
filogenética, transcripcional y funcional, explorando su conservacion evolutiva, su
expresion tisular y su posible participacion en funciones periféricas, particularmente
en la regulacion del metabolismo de la glucosa.

10.1 Conservacion evolutiva e integridad estructural del sistema TRHérgico
en el pez cebra

Los analisis filogenéticos y de secuencias revelaron una alta conservaciéon del
péptido precursor de la TRH (pre proTRH) en el pez cebra, destacando la
preservacion del motivo funcional Glu-His-Pro-Gly (QHPG), esencial para su
actividad biolégica. De manera interesante, se identificé6 un mayor numero de copias
de este motivo en comparaciéon con humanos, ratas y aves, un patron que coincide
con lo observado en otras especies de peces como Oncorhynchus nerka, Carassius
auratus y Oryzias latipes (Wallis, 2010; Feng et al., 2022). Esta expansién del
numero de copias del motivo QHPG podria reflejar una aparente estrategia evolutiva
para diversificar la sefializacion TRHérgica en peces, posiblemente permitiendo una
modulacién mas fina o prolongada de sus efectos fisiologicos.

Asimismo, se identificaron cuatro isoformas de receptores de la TRH (TRH-R1a,
TRH-R1b, TRH-R2 y TRH-R3), resultado de duplicaciones génicas caracteristicas
del linaje de los teledsteos (Mekuchi et al., 2011; Saito et al., 2011). A diferencia de
los mamiferos, en los que predominan principalmente el TRH-R1 y TRH-R2, los
peces presentan una mayor diversidad de receptores, lo que sugiere una posible
necesidad evolutiva de diferenciacion funcional entre tejidos. Esta diversidad podria
estar asociada con la participacion de la TRH en procesos fisiolégicos mas amplios,
como la funcidn neuronal, la regulacion metabdlica, el comportamiento alimentario,
la osmorregulacion y la respuesta al estrés, todos ellos procesos particularmente
relevantes en organismos acuaticos (Lazcano et al., 2023; Rotllant et al., 2000;
Singh et al., 2019; van de Pol et al., 2017).
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La expresion de la TRH y de sus receptores tanto en regiones hipotalamicas como
extrahipotalamicas refuerza la idea de que el sistema TRHérgico en peces ha
evolucionado mas alla de su papel clasico en el eje HHT. Estudios previos han
demostrado la presencia de la TRH en multiples regiones del SNC y en tejidos
periféricos, apoyando una diversificacion funcional del sistema adaptada a las
demandas fisiologicas especificas de los teledsteos (Blanco, 2020; Bu et al., 2025;
Diaz et al.,, 2002). Esta expansion funcional podria representar una adaptacién
evolutiva que permite integrar sefiales ambientales, metabdlicas y neuroendocrinas
de manera mas eficiente en organismos ectotermos.

Por otro lado, la enzima TRH-DE mostr6 una clara conservacion de sus dominios
funcionales en el pez cebra, lo que sugiere que mantiene su funcion reguladora en
la sefializacidon TRHérgica. La preservacion de esta enzima indica que, a pesar de
la expansion del numero de receptores y de la posible diversificacion funcional del
sistema, el control de los niveles locales de la TRH mediante degradacién
enzimatica sigue siendo un mecanismo critico para la homeostasis del sistema. En
conjunto, estos hallazgos refuerzan la nocién de que el sistema TRHérgico en el
pez cebra es evolutivamente conservado y algunos de sus elementos se expresan
mas alla de sus sitios candnicos, sugiriendo funciones puntuales que pueden apoyar
la interpretacién de sus roles ontogénicos, tisulares y metabdlicos descritos en los
apartados subsecuentes de esta discusion.

10.2 Expresidén ontogenética de los genes del sistema TRHérgico durante el
desarrollo temprano

El analisis ontogénico revelé que los genes del sistema TRHérgico aumentan
progresivamente su expresion entre el dia 1y 5 dias post-fertilizacion, lo que sugiere
una activacion cigotica del sistema y ausencia de transcritos de origen materno.
Este patron indica que la sefalizacion TRHérgica podria integrarse tempranamente
a los procesos de desarrollo embrionario. En mamiferos, se ha propuesto que la
expresion temprana de la TRH participa no solo en la organizacion del SNC, sino
también en la diferenciacion y maduracion del pancreas fetal (Basmaciogullari et al.,
2000; Luo & Yano, 2004). Aunque estas funciones no han sido exploradas en peces,
los resultados obtenidos abren la posibilidad de que el sistema TRHérgico
desemperie roles analogos durante el desarrollo temprano del pez cebra.

En este mismo sentido, la expresion del gen de la trh aumentd progresivamente
hasta el 4 dpf, coincidiendo con la maduracion del SNC y la activacién de ejes
neuroendocrinos (Lazcano et al., 2023). A diferencia de los mamiferos, en peces, la
TRH no regula directamente el eje HHT; sin embargo, se ha demostrado que puede
inducir la liberacion de hormona de crecimiento (GH) y hormona estimuladora de
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melanocitos alfa (a-MSH), lo que sugiere su participacion en otros ejes
neuroendocrinos durante el desarrollo (Galas et al., 2009; Lazcano et al., 2025).
Entre los receptores, trh-r1b mostrd un pico de expresion particularmente marcado,
apoyando la hipétesis de que esta isoforma desempena un papel dominante en la
sefalizacion temprana de la TRH. Este hallazgo concuerda con estudios previos en
pez cebra y Pimephales promelas que reportan una expresion temprana de este
receptor (Vergauwen et al., 2018). En contraste, trh-r3 presentd un aumento
transitorio, mientras que trh-r1a y trh-r2 permanecieron en niveles bajos. Cabe
destacar que se ha descrito que el trh-r1a presenta una expresion especifica en la
glandula de eclosion a los 2 dpf, y que su activaciéon por la TRH es necesaria para
la ruptura del corion, lo que evidencia un papel funcional especifico de esta isoforma
durante el desarrollo temprano del pez cebra (Gajbhiye et al., 2024). Cabe
mencionar que la baja expresion detectada para algunas isoformas en este estudio
podria atribuirse a la cuantificacién global realizada en embriones completos, lo que
sugiere que funciones altamente especificas de ciertos receptores pueden quedar
enmascaradas cuando se analizan organismos completos, enfatizando asi la
necesidad de futuros estudios con mayor resolucion tisular o incluso a nivel celular.
Por su parte, la expresion baja y constante del trh-de durante el desarrollo sugiere
una degradacion controlada de la TRH, favoreciendo sefales prolongadas durante
etapas criticas del desarrollo.

10.3 Distribucion central y periférica de los componentes TRHérgicos en el
pez cebra adulto

En peces adultos, los componentes del sistema TRHeérgico se detectaron tanto en
el SNC como en multiples tejidos periféricos. La alta expresion en el cerebro
concuerda con estudios en otros teledésteos que describen una amplia
inmunoreactividad de la TRH en regiones como el hipotalamo, el area predptica, el
telencéfalo, el mesencéfalo y el tallo cerebral (Batten et al., 1990; Buckley et al.,
2010; Bu et al., 2025; Diaz et al., 2002). Esta distribucién apoya un posible papel
neuromodulador central en la integracion sensorial, el control motor y la regulacion
del comportamiento alimentario y locomotor (Abbott & Volkoff, 2011; Rotllant et al.,
2000; Singh et al., 2019; Vargas et al., 2024; van de Pol et al., 2017).

De manera notable, la retina mostré expresiones mas altas de los elementos del
sistema TRHérgico después del cerebro, tanto en machos como en hembras. Este
hallazgo es consistente con la evidencia acumulada en vertebrados que demuestra
la presencia de la TRH y de sus receptores en tejidos retinianos (Lazcano et al.,
2024). En teledsteos y anfibios, la inmunoreactividad de la TRH también se ha
localizado en células amacrinas (Anadon et al., 2002; Diaz et al., 2002), mientras
que en humanos se ha detectado la TRH y TRH-R en toda la retina (Dubovy et al.,
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2017; Martino et al., 1980). Estudios recientes de transcriptomica de célula unica
han identificado componentes del sistema TRHérgico en bastones, células
amacrinas y astrocitos, sugiriendo funciones complejas en la comunicacién
neuronal de la retina (Yan et al., 2020). En conjunto, estos resultados posicionan al
pez cebra como un modelo atractivo para explorar el papel de neuropéptidos en la
fisiologia visual.

Mas alla del SNC, la expresion de trh, sus receptores y trh-de en tejidos periféricos
como el higado, el pancreas, la piel, el corazon y el tracto gastrointestinal sugiere la
existencia de mecanismos de sefalizacion autocrinos y/o paracrinos en estos
organos. En mamiferos, la TRH ha sido implicada en la regulacion de la secrecion
de insulina, la motilidad gastrointestinal, la actividad secretora gastrica y el
metabolismo energético (Fekete & Lechan, 2014; Lechan & Fekete, 2006; Luo et
al., 2014; Morley et al., 1977; Taché et al., 2006; Zhang et al., 2018). De manera
concordante, estudios recientes en teledsteos han confirmado la expresion
periférica de preproTRH y de sus receptores en musculo, piel, intestino, rifidén e
higado (Blanco, 2020; Bu et al., 2025; Feng et al., 2022), reforzando la nocién de
que se trata de un sistema funcionalmente activo fuera del SNC y conservado
evolutivamente en vertebrados.

De manera particularmente interesante, nuestro analisis revelé una expresion
relativamente elevada de trh en el higado, especialmente en machos. Aunque el
higado no se considera un sitio caracteristico de expresion de la TRH en mamiferos,
donde predominan la deteccion de TRH-Rs y TRH-DE (Charli et al., 2020; Mitsuma
et al., 1995; Vargas et al., 2024), la expresion hepatica de la TRH ha sido reportada
en vertebrados no mamiferos, incluidos teledsteos (Feng et al., 2022; Ruiz-Jarabo
et al., 2018) y reptiles (Avila-Mendoza et al., 2018). En estos modelos, la expresion
hepatica de la TRH ha sido interpretada como soporte de sefializacion local
autocrina o paracrina mas que de las acciones endocrinas clasicas. La deteccion
simultdnea de trh-rs y trh-de en el higado del pez cebra sugiere que este tejido
podria integrar la sefalizacion TRHérgica de manera dependiente del estado
fisiolégico, contribuyendo potencialmente a la regulaciéon metabdlica local.

En este mismo contexto metabdlico, la presencia de trh en el pancreas adquiere
especial relevancia. Analisis transcriptdmicos previos en pez cebra han reportado la
expresion de frh en células B pancreaticas (Tarifefo-Saldivia et al., 2017). En
mamiferos, tanto la expresion como la sefalizacion de la TRH han sido
documentadas en células  (Basmaciogullari et al., 2000; Luo & Yano, 2004; Mulla
et al., 2009), donde la TRH participa en la regulacion hormonal y en la maduracion
y diferenciacion de los islotes pancreaticos (Amir, 1988; Luo & Yano, 2004; Luo et
al., 2008; Luo et al., 2014; Strbak, 2018). En conjunto, estos antecedentes resaltan
la posibilidad de que la TRH producida localmente influya en la fisiologia de la célula
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B en el pez cebra, apoyando un papel periférico conservado en la homeostasis
energética.

La piel también fue considerada un tejido de interés debido a su reconocido papel
como 6rgano neuroendocrino especializado en vertebrados (Slominski & Wortsman,
2000). En anfibios como Rana pipiens, la TRH es altamente abundante en la piel y
ha sido propuesta como un reservorio periférico mayor, localizandose en glandulas
granulares dérmicas y liberandose activamente en respuesta a estimulaciéon
adrenérgica, lo que sugiere funciones en osmorregulacién y adaptacion ambiental
(Bennett et al., 1981; Jackson & Reichlin, 1977). En humanos, la TRH y su receptor
han sido detectados en foliculos pilosos, donde ejercen efectos funcionales directos
estimulando el crecimiento del cabello, prolongando la fase anagena y reduciendo
la apoptosis de las células de la matriz folicular (Gaspar et al., 2010). Aunque la
presencia de la TRH en la piel de teleésteos ha sido previamente reportada (Ruiz-
Jarabo et al., 2018), la evidencia funcional aun es limitada; no obstante, la deteccion
de componentes TRHérgicos en este tejido sugiere posibles roles neuroendocrinos
periféricos que merecen mayor investigacion.

Finalmente, la amplia expresion de trh-de en tejidos centrales y periféricos sugiere
que la disponibilidad local de la TRH podria estar finamente regulada mediante
degradacion enzimatica. En mamiferos se ha descrito una isoforma hepatica soluble
de TRH-DE que participa en la inactivacion de la TRH circulante (Charli et al., 2020;
Fréhlich & Wahl, 2019; Schmitmeier et al., 2002). En el presente estudio no fue
posible evaluar la actividad enzimatica de TRH-DE sobre la TRH circulante debido
a la limitacion en la obtencion de muestras séricas en pez cebra, lo cual representa
una linea relevante para investigaciones futuras orientadas a dilucidar el papel
sistémico de esta enzima.

10.4 Dimorfismo sexual en el sistema TRHérgico

El dimorfismo sexual constituye una fuente importante de variabilidad fisiolégica en
peces y puede influir de manera significativa en la regulacion enddcrina y metabdlica
(Campbell et al., 2021; Li et al., 2024; Zhou et al., 2021). En el pez cebra, se han
descrito patrones sexo-especificos bien definidos, que indican que machos vy
hembras adoptan estrategias fisiolégicas y metabdlicas diferenciadas. Analisis
transcriptomicos en tejidos metabolicamente activos, como el higado y el corazén,
han reportado consistentemente una mayor expresion de factores de transcripcion
asociados al metabolismo energético en machos, lo que respalda un perfil
metabdlico caracterizado por mayor actividad energética (Abu Nahia et al., 2024;
Robison et al., 2008; Zheng et al., 2013). De manera concordante, los machos
presentan una activacion mas robusta del eje del estrés y una mayor movilizacion
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energética dependiente del cortisol, traduciéndose en respuestas metabdlicas mas
rapidas ante desafios ambientales (Goikoetxea et al., 2017). A nivel fisioldgico, se
ha descrito que los machos muestran una tasa metabdlica basal mas elevada
durante etapas juveniles (~3 meses), la cual posteriormente disminuye por debajo
de la de las hembras en edades avanzadas (21 afo) (Konadu et al., 2023). En
contraste, las hembras presentan un metabolismo lipidico mas activo, una mayor
tendencia al almacenamiento energético, incremento en la sintesis proteica y
crecimiento celular (Robison et al., 2008), ademas de una mayor sensibilidad a
estimulos sensoriales y una integracion neuroendocrina mas eficiente (Genario et
al., 2020; Gorissen & Flik, 2016). Este contexto fisioldgico sugiere que los sistemas
neuroendocrinos podrian modularse diferencialmente entre sexos en funcion de
demandas energéticas.

En este marco, nuestros resultados evidencian una regulacion sexo-dependiente
del sistema TRHérgico en el pez cebra adulto. En los machos, la mayor expresion
hepatica de trh y la mayor expresién de trh-rila en el corazén se alinean
parcialmente con la evidencia transcriptomica que indica una mayor activacion de
programas génicos relacionados con metabolismo y gasto energético en estos
tejidos. La presencia enriquecida de frh en el higado sugiere un posible papel local
en la modulacion metabdlica, mientras que la mayor expresion de trh-ria en el
corazon podria indicar un sitio especifico de accion de la TRH en este 6rgano. En
modelos mamiferos, se ha documentado evidencia funcional que respalda un papel
de la TRH en el corazén (Peres Diaz et al., 2018), lo que sugiere que esta funcién
podria estar conservada evolutivamente. Ademas, el rango de edad de los
organismos analizados en este estudio (3—12 meses) coincide parcialmente con la
etapa juvenil en la que se ha reportado una mayor tasa metabdlica basal en machos
(Konadu et al., 2023), lo que podria contribuir a explicar las diferencias observadas.

Por otro lado, las hembras exhibieron caracteristicas diferenciales dentro del
sistema TRHérgico, incluyendo mayor expresion de trh-r3 en el tracto Gl y una
expresion consistentemente elevada de trh-de en multiples tejidos. El incremento
en la expresion de trh-de sugiere un control mas estrecho de la disponibilidad local
de la TRH en hembras, posiblemente reflejando una regulaciéon mas fina de la
sefalizacion neuroendocrina. Estas caracteristicas podrian estar asociadas con
procesos de manejo energético, mantenimiento tisular y fisiologia reproductiva. La
presencia de la TRH y/o de sus receptores en el tracto Gl ha sido documentada en
diversas especies de teledsteos, incluyendo medaka (Mekuchi et al., 2011), tilapia
(Bu et al., 2025), el lenguado (Buckley et al., 2010) y la anguila (Feng et al., 2022),
aunque sin una evaluacion explicita de diferencias sexo-especificas. En mamiferos,
la TRH en el tracto Gl ha sido propuesta como un regulador local de la motilidad y
de la secrecion hormonal (Morley et al., 1977), lo que sugiere que funciones
periféricas similares podrian estar presentes en teledsteos.
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10.5 Respuesta hipoglicemiante dependiente del sexo a la TRH bajo
condiciones de desafio metabdlico

En el modelo de hiperglicemia empleado, la administraciéon de la TRH redujo
significativamente los niveles de glucosa circulante exclusivamente en machos
adultos, lo que demuestra que la TRH es bioactiva bajo condiciones de desafio
metabdlico y que su efecto es dependiente del sexo. Este hallazgo respalda la
hipétesis de que la sefalizacibn TRHérgica puede participar activamente en la
modulacion del metabolismo glucémico en teledsteos.

Nuestros resultados son consistentes con evidencia en mamiferos que vincula la
senalizacion de la TRH con el control de la glucosa. La deficiencia de la TRH o de
su receptor se asocia con alteraciones glicémicas, incluyendo hiperglicemia
(Yamada et al.,, 1997; Zeng et al.,, 2007). Ademas, diversos estudios han
documentado respuestas sexo-dependientes a la TRH en modelos de disfuncion
metabdlica. Ao et al. (2005) demostraron que la administracion central del analogo
RX 77368 produjo respuestas diferenciales en ratas Goto—Kakizaki, induciendo
hiperglicemia con marcada hiperinsulinemia en machos, mientras que en hembras
genero un efecto hipoglicemiante con actividad insulinotrépica moderada. De forma
similar, BaCova et al. (2005) reportaron que la exposicién neonatal a la TRH en ratas
tratadas con estreptozotocina provoco alteraciones endocrinas pancreaticas a largo
plazo con efectos diferenciados sobre los niveles de glicemia dependientes del
sexo. En conjunto, estos antecedentes respaldan el dimorfismo sexual de la accion
metabdlica de la TRH.

La ausencia de un efecto hipoglicemiante en hembras en nuestro modelo podria
explicarse por diferencias en la expresion de los componentes TRHérgicos, en la
sensibilidad tisular o en la biodisponibilidad del péptido. En particular, la mayor
expresion periférica de trh-de observada en hembras sugiere un control mas estricto
de la disponibilidad local de TRH mediante degradacion enzimatica, lo que podria
limitar su eficacia sistémica.

Dado que en teledsteos el eje HHT participa en la adaptaciéon osmoética e interactua
con cortisol, GH y prolactina (Deal and Volkoff, 2020), era pertinente considerar una
posible contribucion del estrés osmotico derivado del modelo de inmersion en
glucosa. Sin embargo, la evidencia indica que la hiperglicemia inducida por este
modelo es predominantemente metabdlica y no osmotica. McCarthy et al. (2021) y
Tanvir et al. (2018) demostraron que la exposicion a glucosa incrementa la glicemia,
mientras que controles osmaoticos con manitol no reproducen este efecto. Ademas,
la osmolaridad ambiental generada por 111 mM de glucosa (~115-125 mOsm/kg)
permanece muy por debajo de la osmolaridad plasmatica del pez cebra (~280-330
mOsm/kg; Lawrence, 2007; Koztowski et al., 2017), manteniendo un medio externo
hipotdnico. No obstante, considerando la sensibilidad de la sefalizacion TRHérgica
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a estimulos metabdlicos y neuroendocrinos, no se puede excluir completamente
una interaccién secundaria con sefales de estrés. En este contexto, la ausencia de
la respuesta hipoglicemiante en hembras podria reflejar una integracion sexo-
especifica entre el estado metabdlico y la regulacién neuroendocrina.

10.6 Regulacion transcripcional asociada a la modulacion metabdlica
mediada por la TRH

El analisis molecular del pancreas, el higado y el musculo permitié profundizar en
los mecanismos subyacentes al efecto hipoglicemiante observado. Nuestros
hallazgos indican que la TRH participa en la regulacion de la homeostasis glicémica
en el pez cebra, independientemente de un efecto insulinotrépico directo.

En el pancreas, la hiperglicemia indujo un aumento robusto en la expresion del gen
insa en ambos sexos, consistente con una respuesta compensatoria previamente
descrita en este modelo (Nipu et al., 2022). Sin embargo, el tratamiento con la TRH
no incremento la expresion de insa; por el contrario, normalizé su sobreexpresion
en hembras y la redujo por debajo de los niveles basales en machos. Estos datos
sugieren que el efecto hipoglicemiante de la TRH no depende de una estimulacién
sostenida de la transcripcion de la insulina, sino que podria reducir incluso la
necesidad de su activacion prolongada.

Esta interpretacion es consistente con estudios en mamiferos que demuestran que
la TRH no estimula la secrecion de insulina bajo condiciones fisioldgicas estables,
sino que actua principalmente cuando la funcion de la célula B se encuentra alterada
(Najvirtova et al., 2005; Luo et al., 2008; Strbak, 2018). Asi, mas que actuar como
un secretagogo directo, la TRH podria desempefiar un papel modulador,
preservando la integridad funcional de las células 3 bajo condiciones de estrés
metabdlico. No obstante, debe considerarse que los efectos de la TRH sobre la
secrecion de la insulina pueden ser transitorios. En nuestro disefio experimental, la
evaluacion se realizo tres dias después del tratamiento inicial de glucosa, por lo que
efectos tempranos y de corta duracion sobre la expresion o secrecion de insulina
podrian no haber sido detectados.

A nivel pancreatico, la TRH moduld la expresidon de componentes de su propio
sistema de senalizacion de manera dependiente del sexo. En machos, la
hiperglicemia redujo la expresion de trh-de, mientras que el tratamiento con la TRH
la restauré a niveles basales; asimismo, la administracion de la TRH disminuy® la
expresion de trh. En hembras, la hiperglicemia incrementé significativamente la
expresion de trh, efecto que fue atenuado por la administracion de la TRH. En este
contexto, la activacion del sistema TRHérgico bajo condiciones de demanda
metabdlica sugiere su participacion en mecanismos locales de regulacion
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pancreatica orientados a preservar la integridad funcional del tejido ante estrés
celular. Ademas, estos patrones se alinean con procesos de autorregulacion tisular,
dado que la TRH ha demostrado modular la expresion de sus propios componentes
de sefalizacién (Cook and Hinkle, 2004; Harris et al., 2001; Heuer et al., 1998; Pech-
Pool et al., 2020).

En el higado, los resultados refuerzan la idea de que la TRH actua como modulador
endocrino-metabdlico mas que como factor insulinotropico. En machos, la
hiperglicemia redujo la expresion hepatica de trh, y esta disminucion se acentué
después del tratamiento con la TRH, sugiriendo la activacion de mecanismos
homeostaticos locales que atenuan el tono TRHérgico en condiciones de elevada
demanda energética. Este fendmeno podria limitar la activacion excesiva de rutas
metabdlicas asociadas con estrés celular, lipogénesis o desequilibrio energético,
previamente descritas en pez cebra bajo activacion sostenida de ejes
neuroendocrinos (Faught and Vijayan, 2019; Nipu et al., 2022; Ruiz-Jarabo et al.,
2018). De manera notable, la sobreexpresion del receptor trh-r2 en el higado de
hembras sugiere la activacion de vias TRHérgicas dependientes del sexo
involucradas en la regulacidon metabdlico-endocrina, las cuales merecen una
investigacion mas profunda para esclarecer su papel funcional especifico.

Ademas, la hiperglicemia sostenida junto con el tratamiento de la TRH promovio en
el higado y en el musculo una disminucion en la expresion de genes asociados a la
sefalizacion de insulina, como slc2a12 e ins-ra, patron previamente descrito en
contextos de hiperglicemia cronica e hiperinsulinemia como un mecanismo
adaptativo destinado a proteger a las células de la glucotoxicidad (Dos Santos et
al., 2020; Tokarz et al., 2018). Factores de transcripciéon como foxo1y srebp1c han
sido implicados en la regulacion negativa de genes relacionados con el metabolismo
de la glucosa en respuesta a incrementos sostenidos de glucosa intracelular (Bi et
al., 2014; Shimomura et al., 2000), y estas vias estan presentes y funcionales en el
pez cebra (Gong et al., 2018; Pan et al., 2019). Aunque su participacion especifica
no fue evaluada en este estudio, los patrones observados son consistentes con la
activacion de programas compensatorios destinados a preservar la homeostasis
energética.

Desde una perspectiva integradora, nuestros datos sugieren que la TRH podria
modular la glicemia mediante mecanismos independientes a la estimulacién directa
de la insulina, potencialmente involucrando regulacion autondmica central,
modulacion de la produccion hepatica de glucosa o interaccion con hormonas
contrarreguladoras como el glucagén (Fekete y Lechan, 2014; Joseph-Bravo et al.,
2015). Este efecto fue particularmente evidente en machos, quienes exhibieron un
perfil metabdlico mas favorable después de la administracion de la TRH.
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En conjunto, los resultados posicionan a la TRH como una hormona moduladora
que ajusta finamente las respuestas metabdlicas y contribuye a la preservacién de
la homeostasis celular bajo condiciones de estrés metabdlico. Mas que activar
directamente vias insulinotropicas, la TRH parece funcionar como un regulador
integrador que coordina respuestas tisulares de manera dependiente del sexo y del
organo. Asimismo, estos hallazgos consolidan al pez cebra como un modelo valioso
para investigar las acciones metabdlicas sexo-dependientes de la TRH tanto a nivel
periférico como central.

10.7 Alcances y perspectivas del estudio

Aunque este estudio proporciona una caracterizacion integral del sistema
TRHérgico en el pez cebra y muestra su participacion en la regulacion del
metabolismo glicémico, es importante reconocer algunas limitaciones vy
perspectivas. El andlisis funcional se centré en la expresidn génica, sin evaluar de
manera directa los cambios a nivel proteico ni las modificaciones postraduccionales,
aspectos fundamentales para confirmar la relevancia funcional de los hallazgos.

Asimismo, no se exploraron de forma directa las vias de sefializacién intracelular
potencialmente implicadas. En el pancreas, habria sido relevante analizar la
activacién de factores como CREB y la dinamica del calcio intracelular, mientras
que en las vias dependientes de insulina la evaluacion de efectores como AKT o
IRS-1 habria fortalecido la interpretacion mecanistica. La identificacion precisa de
las rutas responsables del efecto hipoglicemiante inducido por la TRH constituye,
por tanto, un paso necesario en investigaciones futuras.

Por otro lado, los resultados abren diversas lineas de investigacion. El uso de
herramientas genéticas disponibles en el pez cebra, como modelos transgénicos y
edicién génica mediante CRISPR/Cas9, permitira abordar con mayor resolucién el
papel tejido-especifico del sistema TRHérgico en pancreas, higado y musculo.
Finalmente, el marcado dimorfismo sexual observado posiciona a este modelo como
una plataforma idonea para estudiar la interaccion entre hormonas sexuales y
sistemas peptidérgicos en la regulacion metabdlica, con implicaciones potenciales
para el entendimiento sexo-especifico de enfermedades como la diabetes mellitus.
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11. Conclusiones

En conjunto, los resultados de este estudio demuestran que los componentes del
sistema TRHérgico en el pez cebra presentan una organizacidn molecular
conservada y potencialmente funcional, cuya accion no se restringe al nivel central
como regulador neuroendocrino, sino que se extiende hacia la modulacién periférica
del metabolismo glicémico. Mediante un enfoque integrador que combiné analisis
bioinformaticos, evaluacion ontogenética, caracterizacion de la expresion génica en
tejidos centrales y periféricos, asi como experimentos in vivo bajo condiciones de
hiperglicemia, se generd evidencia consistente de que la TRH podria participar
activamente en el mantenimiento de la homeostasis metabdlica, y se sugiere
también, implicacion de sus componentes asociados.

El analisis filogenético y comparativo revelé un alto grado de conservacion
estructural entre los componentes del sistema TRHérgico del pez cebra y sus
homologos en otros vertebrados, lo que respalda su relevancia evolutiva. Asimismo,
la deteccion temprana de los transcritos de frh, sus receptores y la enzima
degradadora durante el desarrollo embrionario sugiere que este sistema podria
desempenar funciones no solo neuroendocrinas, sino también asociadas a
procesos de maduracion tisular e integracion entre sistemas centrales y periféricos.

En organismos adultos, la caracterizacion tisular evidencié una amplia distribucion
del sistema TRHérgico tanto en el sistema nervioso central como en tejidos
periféricos clave para el metabolismo energético, incluyendo pancreas, higado y
musculo. De manera relevante, se identificd un dimorfismo sexual en la expresion
basal y en la respuesta ante la hiperglicemia y el tratamiento con la TRH. Los
machos mostraron mayor sensibilidad metabdlica en higado y musculo, mientras
que las hembras presentaron mayor sensibilidad transcripcional en pancreas y
mayor abundancia basal de receptores y trh-de en tejidos periféricos, lo que sugiere
mecanismos regulatorios diferenciados entre sexos.

Aunque no se observd un efecto insulinotropico directo bajo las condiciones
evaluadas, los hallazgos apoyan la hipotesis de que la TRH actua como modulador
hormonal local en tejidos metabdlicamente activos, ajustando la respuesta
transcripcional y funcional frente a estados de desregulacion glicémica.

En conjunto, estos resultados permiten proponer que la TRH ejerce funciones de
control local, tejido-especificas y sexo-dependientes, contribuyendo de manera
integral al mantenimiento de la homeostasis glicémica tanto en condiciones
fisiol6gicas como patoldgicas.
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13. Anexos
Anexo 1. Diseccidn y validacion del pancreas del pez cebra adulto.

El pancreas del pez cebra es un 6rgano pequefio y anatomicamente disperso, lo
que dificulta su aislamiento preciso desde un punto de vista técnico. En
consecuencia, numerosos estudios analizan el tracto digestivo completo en lugar de
realizar disecciones dirigidas especificamente al tejido pancreatico (Houbrechts et
al., 2019; Maddison et al., 2015). Si bien existen descripciones detalladas de la
diseccién pancreatica en la literatura (Chen et al., 2007; Menke et al., 2011; Pérez
Diaz et al., 2025), estos protocolos no se aplican de manera rutinaria en la mayoria
de los estudios. En contraste, el presente trabajo se fundamenta en estas
contribuciones metodoldgicas previas para identificar y aislar de forma confiable el
pancreas del pez cebra adulto, permitiendo asi la realizacion de analisis moleculares
especificos por tejido.

La orientacién espacial del tejido pancreatico se determind mediante analisis
histolégico seriado de peces cebra adultos completos (3 mpf), seccionados a 10 um
de espesor utilizando un micrétomo rotatorio (LEICA RM2135, Leica Biosystems,
Alemania). Los ejemplares fueron fijados previamente en paraformaldehido (PFA)
al 4% y posteriormente incluidos en parafina. Posteriormente se realizaron tinciones
con hematoxilina y eosina (H&E), las cuales permitieron la identificacion de cumulos
acinares exocrinos e islotes endocrinos principales (homologos a los islotes de
Langerhans en mamiferos; Menke et al., 2011), los cuales se emplearon como
referencias anatémicas. La inspeccién macroscopica de las muestras revel6 que el
pancreas se localiza en la region ventral, adyacente a la vesicula biliar, en estrecha
proximidad al tracto gastrointestinal proximal y contiguo al bazo.

Guiados por estas referencias histoldgicas, se realizaron disecciones en fresco bajo
un estereomicroscopio (Zeiss Discovery V12, Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Alemania) equipado con un lente Zeiss Plan S 1.0x (FWD = 81 mm), una camara
Zeiss AxioCam Cc 5 y dos fuentes de iluminacion LED Zeiss CL 6000. Se efectu6
una incisidon ventral para exponer la cavidad visceral, lo que permitio visualizar los
I6bulos intestinales y hepaticos, las vejigas natatorias y, en el caso de las hembras,
los ovocitos maduros. La masa visceral fue desplazada suavemente para exponer
la vesicula biliar y el bazo (Fig. 18 A-B). Entre estas estructuras y el intestino
proximal se identificd una estructura difusa, esférica y de tonalidad grisacea, la cual
fue cuidadosamente disecada y extraida como una sola unidad (Fig. 18 A-B).

El tejido aislado se procesd para su validacion histologica mediante cortes de
parafina de 10 um tefidos con H&E, observandose una arquitectura acinar
caracteristica y la presencia de islotes endocrinos prominentes (Fig. 19 A-C). Como
confirmacion adicional, se realizé inmunofluorescencia empleando un anticuerpo

107



primario especifico para insulina del pez cebra (anticuerpo anti-insulina de conejo,
1:500, Abcam, #ab210560, Cambridge, Reino Unido) y un anticuerpo secundario
anti-lgG de conejo conjugado con Alexa Fluor 488 (1:1000, Invitrogen, #A-11008,
Waltham, MA, EUA). ElI marcaje fluorescente confirmé la presencia de células
endocrinas positivas para insulina en el tejido disecado (Fig. 20 A-D).

Para la validacion molecular, el ARN extraido del pancreas disecado se utilizé para
sintetizar cDNA, el cual se sometié a una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) empleando los genes de insulina (insa; 151 pb) y glucagén b (gcgb; 168 pb).
Los cebadores fueron disefiados en nuestro laboratorio y se detallan a continuacion:

e insa
sentido: 5-TAAGCACTAACCCAGGCACA-3'
antisentido: 5'-TCCTGGGCAGATTTAGGAGGA-3'

° gCgb
sentido: 5'-GACCAGGAGAGCACAAGACT-3'
Antisentido: 5-CGTCGTCCTCGTCCTGTTTT-3'

La amplificacidn de estos marcadores endocrinos confirmé el origen pancreatico del
tejido aislado y valido la precision del protocolo de diseccion empleado (Fig. 20 E).

En conjunto, esta metodologia proporciona un marco reproducible y
anatomicamente preciso para el aislamiento del pancreas del pez cebra adulto.

Figura 18. (Anexo) Localizacion visceral del tejido pancreatico en el pez cebra
adulto. (A, B) Identificacién de los principales érganos digestivos, incluyendo el
bazo (spleen; rojo), la vesicula biliar (gallbladder; verde), el pancreas (amarillo) y el
tracto gastrointestinal. Los ejemplares se mantuvieron inmersos en PBS y fueron
examinados bajo un estereomicroscopio equipado con una camara digital utilizando
iluminacion incidente. Las 6rganos fueron anotadas digitalmente para facilitar su
reconocimiento anatomico. Barra de escala: 1 mm.
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Figura 19. (Anexo) Identificacion del tejido pancreatico en cortes histolégicos
de pez cebra adulto tenidos con hematoxilina y eosina. Los paneles A-C
muestran diferentes aumentos y regiones de islotes pancreaticos mostrando el
tejido endocrino (END) rodeado por tejido acinar exocrino (EXO). Los cortes se

realizaron de 10 ym y las micrografias se analizaron por microscopia focal. Barras
de escala: 200 ym.

109



Insulin

o't

200 pm

200'm

Insulin + DAPI Negative

Figura 20. (Anexo) Deteccién de insulina en tejido pancreatico de pez cebra
adulto mediante inmunofluorescencia y analisis de los transcritos insay gcgb
por RT-PCR. Los paneles A—D muestran cortes histologicos de 10 ym: (A) tincion
con hematoxilina y eosina (H&E) de un islote pancreatico endocrino; (B)
inmunoreactividad al anticuerpo anti-insulina (verde); (C) imagen sobrelapa con
DAPI; (D) control negativo sin anticuerpo primario. Barras de escala: 200 um.
(E) Electroforesis en gel de agarosa que muestra la amplificacion de los transcritos
de glucagoén b (gcgb) e insulina (insa).

110



Anexo 2. Ensayo dosis—respuesta del efecto del tratamiento de la TRH exégena sobre
los niveles de glucosa en sangre en el pez cebra adulto
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Figura 21. (Anexo) Ensayo dosis-respuesta del efecto de la TRH sobre los
niveles de glucosa en sangre en pez cebra adulto. Se emplearon los siguientes
grupos experimentales: un grupo basal, constituido por peces mantenidos bajo
condiciones normales de alimentacion, sin ayuno ni tratamiento; un grupo control,
conformado por peces sometidos a ayuno e inyectados con vehiculo (sham), sin
exposicion a glucosa; un grupo glucosa, integrado por peces expuestos a 111 mM
de D-glucosa e inyectados con vehiculo; y tres grupos tratados con TRH y glucosa,
en los cuales los peces fueron expuestos a 111 mM de D-glucosa e inyectados por
via intraperitoneal con 0.1, 1 o 10 yg de TRH por gramo de peso corporal,
respectivamente. Todos los tratamientos se realizaron durante tres dias
consecutivos, siguiendo el protocolo descrito en la seccion de Metodologia 8.4.3.
Cada grupo estuvo conformado por n = 20 peces, y los datos representan la media
+ SEM de dos experimentos independientes combinados. El analisis estadistico se
realizd6 mediante ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey (**p <
0.01; *™*p < 0.001; ****p < 0.0007).
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Nota suplementaria. Validacién de la dosificacion de TRH y evaluacion de
seguridad

Durante el protocolo de exposicion de tres dias se observo un efecto claramente
dependiente de la dosis sobre la supervivencia y el comportamiento de los peces.
A la dosis mas alta (10 uyg de TRH/g de peso corporal), se registré6 una mortalidad
del 60% dentro de las primeras 24—48 horas. Los peces tratados con esta dosis
también presentaron alteraciones conductuales marcadas, incluyendo
hiperactividad, respiracion superficial en la superficie y nado erratico con signos de
ansiedad, consistentes con respuestas de estrés o sobrecarga fisioldgica.

En contraste, las dosis de 0.1 y 1 uyg de TRH/g de peso corporal mostraron una
mortalidad aproximada del 10%, sin evidencia de comportamiento anormal. Los
peces tratados con estas dosis mantuvieron patrones normales de nado y
ventilacion, asi como un aspecto general saludable, sin signos de estrés o
enfermedad a lo largo del experimento.

Con base en estas observaciones y en el perfil dosis—respuesta (Fig. 21), la dosis
de 1 uyg de TRH/g de peso corporal fue seleccionada para los experimentos
subsecuentes, ya que produjo efectos consistentes sobre la glicemia sin inducir
estrés ni toxicidad. La supervivencia, el comportamiento y los parametros de calidad
del agua (pH, conductividad) se mantuvieron dentro de rangos normales a esta
dosis, lo que respalda su idoneidad para ensayos metabdlicos en pez cebra adulto.
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Anexo 3. Efecto de la insulina en el modelo de hiperglicemia del pez cebra
adulto
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Figura 22. (Anexo). La administraciéon ip de insulina reduce los niveles de
glicemia en peces cebra con hiperglicemia. Peces cebra machos adultos fueron
sometidos al protocolo de inmersion en glucosa para inducir hiperglicemia y
posteriormente tratados con vehiculo (solucion salina) o insulina humana (1 Ul/kg
de peso corporal; n = 6 por grupo). La insulina se administr6 mediante una unica
inyeccion ip en un volumen de 1 uL/g de peso corporal. Los niveles de glucosa en
sangre se determinaron 1 hora después de la inyeccidon. Los datos se presentan
como valores individuales, con barras que representan la media + error estandar de
la media (SEM). El analisis estadistico se realiz6 mediante prueba t de Student no
pareada y bilateral. Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos (*p < 0.05). Los datos son representativos de un experimento
independiente.
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Anexo 4. Validacién de los primers y analisis de la eficiencia de la gPCR

Para validar la eficiencia de amplificacion de los primers utilizados en este estudio,
se generaron curvas estandar a partir de diluciones seriadas de ADNc. Cada gen
fue evaluado mediante gPCR utilizando el sistema SYBR Green, y se calcularon la
pendiente de la curva, la eficiencia de amplificacion y el coeficiente de determinacion
(R?), con el fin de asegurar la especificidad y la eficiencia adecuada de cada par de

cebadores. La informacién conseguida se detalla en la siguiente tabla:

Tamaio

Puntos

Gen Prim:esr'-s;;tido Primer(g'r:;i;entido amplicon Za"r:‘gcciaéc:‘e de Pendiente Eficziz;icia R? Fuente
(bp) dilucion
trh TEGASCCOBAGET  CeAsTesseTCCTETT 91 1:10"-1:10° 4 -3.9842 78 099 Liang etal, 2015
trhrfa 1T TSCTACCACCA  TTGACCACECATAACTG  4gg 1:10'-1:10° 6 -3.8837 81 0.98 eD;‘:‘jgiid" en este
trh-rib ACT%L%ﬁ@(;?AGG ATGTCGQ(CB((;QGAACTG 295 1:10"-1:107 7 3.8223 82 0.98 eDSI?jg';do en este
trhorz  AMASACCOSCTGA  GAACTCOPOSTAGTEC 179 1:10'-1:107 7 -3.7311 85 0.99 eD:jg‘ii“ en este
trher3 GTcg;(;gggr:TGc CAGTCG?_(FIQSGTCGCT 191 110"110¢ 4 3.8994 80 0.98 eD;?jgiido en este
trh-de AGA(?S;I((;;%GGC CGAGTCT((;,S;GGTGTTT 17 1:10-1:107 7 3.8533 81 0.99 eDSI?ngIE;dO en este
insa TAAfgg(é;gAACCC TCCTG%C;%A(B('ZATTTAG 151 1:10"-1:107 7 3.8523 81 0.99 eDSI?jg'lido en este
siezaz | MECRRCCC TTOATOCTESTEAT 167 1:10'-1:10 5 -3.1231 109 0.98 Ssifjg‘;“ en este
slc2a12 GGGAA(C:é:;(;;:TGG ACATCCCé/;gCAGCATT 156 1:10-1:10° 4 -3.1889 105 0.98 eD;?jgiido en este
ins-ra CGGX;E;(:SSCAA GCAGGC?TA:C:BCATTTG 200 1:10"-1:105 5 -3.9075 80 0.99 eDSi?jgia;do en este
actb1 TGA(‘:A/;I'ACCCACC;AAAQGC CCAGAG:gg:gCACAAT 139 1:10'—1:10° 6 31138 109 0.96 eDsiTjjiido en este
::ZA A earer o TRt T 118 1:10'-1:10 5 -3.3213 100 0.99 Ssifjg‘;“ en este

Tabla 4. (Anexo) Secuencias de los cebadores y parametros de validacion por
gPCR de los genes diana analizados en este estudio. Todas las reacciones se
realizaron en un volumen final de 8 uL y se corrieron por triplicado. Se emplearon
diluciones seriadas de ADNc para generar curvas estandar y determinar la eficiencia
de amplificacion. Todas las reacciones se llevaron a cabo utilizando el mismo
sistema de qPCR descrito en la seccion de Métodos. Se incluyeron controles sin
plantilla (NTC) en cada ensayo para descartar contaminacion o la formacién de
dimeros de cebadores.
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