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La frase mas excitante que se puede oir en ciencia, la que
anuncia nuevos descubrimientos, no es [LKUREKA! (flo
encontrél) sino “Ls extrano...”.

(Isaac Asimov)

Lo que caracteriza al hombre de ciencia no es la posesion del
conocimiento o de verdades mrrefutables, sino la bisqueda
desinteresada e mcesante de la verdad.

(Karl Popper)

Lo importante es no dejar de hacerse preguntas. La
curiosidad tiene su propia razon de ser.

(Albert Einstein)
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RESUMEN

La obesidad se ha relacionado con un aumento en los niveles séricos de tirotropina
(TSH) sin producir cambios en la concentracion de hormonas tiroideas. Por lo que
en este trabajo nos enfocamos en estudiar si en un modelo de obesidad aumentan
los niveles séricos de TSH, y si se presentan cambios en la expresion de genes

relacionados con la sintesis de hormonas tiroideas como TSHR, NIS, y PDESB.

Se trabajo con 14 ratas Sprague-Dawley de tres meses de edad, divididas en dos
grupos de acuerdo con su dieta: dieta estandar (control) y dieta de cafeteria (CAF)
administrada durante 15 semanas. Se determinaron parametros morfométricos
semanalmente, los parametros bioquimicos y la concentracion sérica de TSH se
determiné a las 15 semanas. Se realizo la extraccion de RNA de tiroides y mediante
RT-PCR en tiempo real, se evalu6 la expresion del receptor de TSH (TSHR),
simportador de sodio y yodo (NIS) y fosfodiesterasa 8B (PDE8B). Los datos fueron

analizados en GraphPad Prism ® version 6.01 (GraphPad Software, Inc.).

A partir de la semana 5 se observé un aumento significativo del peso corporal del
grupo de cafeteria con respecto a los controles, el cual se mantuvo hasta la ultima
semana. Dentro de los parametros bioquimicos se encontré una disminucion
significativa en las concentraciones séricas de creatinina y ALT en el grupo CAF.
En cuanto a la concentracién de TSH sérica fue mayor en el grupo CAF, aunque no
fue estadisticamente significativo (2.184 ng/mL vs. 2.25 ng/mL para el grupo control

y CAF, respectivamente)



Al determinar la expresion de mRNA se observdé que NIS presentaba una
disminucién estadisticamente significativa en el grupo CAF. Por el contrario, la
expresion de PDE8B aumentd en el mismo grupo en comparacion con el grupo
control. Mientras que, no se observaron cambios estadisticamente significativos en

la expresiéon para TSHR.

Estos resultados sugieren que la obesidad inducida por dieta de cafeteria podria
producir alteraciones en la sintesis de hormonas tiroideas debido a un aumento en
PDES8B la cual esta relacionada con la inactivacién de cAMP, segundo mensajero
generado por la estimulacion de TSH que promueve la produccion de HT. Ademas,
al estar disminuida la expresion de NIS, el principal simportador de yodo a los
tirocitos, se estaria afectando la sintesis de HT. Sin embargo, aun se necesitan mas

experimentos para demostrar esta hipotesis.

Xl



1. INTRODUCCCION
La obesidad y el sobrepeso son un problema a nivel mundial y de acuerdo a la
ENSANUT 2016 en México afectan al 34.4% de los adolescentes, y un 72.5% de
los adultos. La obesidad se ha relacionado con DT2, hipertension etc., y este trabajo
se enfoca en su relacién con el hipotiroidismo subclinico caracterizada por el

aumento en los niveles séricos de TSH y los niveles normales de T3 y T4.

En pacientes obesos se ha encontrado una correlacion positiva con la concentracion
de TSH, la cual se restablece con la disminucion de peso, por lo que se ha asociado
con el hipotiroidismo subclinico presente en el 40% de los pacientes con obesidad

morbida.

Los cambios en la dieta y la inactividad fisica son los principales factores que se
han visto involucrados con la obesidad, principalmente por el consumo de alimentos

hipercaldricos, por ello se ha decidido emplear el modelo de dieta de cafeteria.

Este trabajo planteo la investigacion sobre los efectos del modelo de obesidad (en
ratas Sprague-Dawley) inducida por la dieta de cafeteria (alimentos con alto
contenido energético como galletas, donas etc.) en la modificacion de los niveles
séricos de TSH, ademas de identificar los cambios en la expresion del mMRNA de
genes clave de la sintesis de hormonas tiroideas como el receptor de tirotropina

(TSHR), el simportador de sodio y yodo (NIS) y la fosfodiesterasa 8B (PDESB).

Para lograr la identificacion de los cambios de expresion se realizaron PCR en

tiempo real, utilizando cDNA obtenido de tejido tiroideo, mientras que, para la




determinacion de TSH se utilizé un kit de ELISA, ademas se evalud la integridad del
RNA obtenido y se analizaron las muestras sanguineas para determinar sus

parametros bioquimicos.

Con los resultados obtenidos se podran identificar los posibles mecanismos que se
presentan a nivel de expresién génica en la tiroides por efecto de la obesidad, en la
cual a pesar aumentar los niveles de TSH, no aumenta la produccién de hormonas

tiroideas.




2. MARCO TEORICO

2.1 OBESIDAD Y ENFERMEDAD TIROIDEA
De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el sobrepeso y la obesidad
se definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud, siendo la causa fundamental el desequilibrio energético

entre calorias consumidas y gastadas .

En México, la obesidad se ha convertido en un problema de salud publica debido a
que el 34.4% de los adolescentes (12-19 afios), tienen sobrepeso u obesidad 2, lo
que representa alrededor de 6 325 131 individuos, indicando que uno de cada cinco
adolescentes tiene sobrepeso y uno de cada diez presenta obesidad (Fig. 1).
Aunque la ENSANUT 2016 reporta una reduccion de 1.2 puntos porcentuales en la
prevalencia de obesidad, no se puede concluir una disminucion en la prevalencia
combinada de sobrepeso y obesidad debido a los intervalos de confianza tan

amplios que se presentaron 3.

Fig. 1 Prevalencia nacional de sobrepeso y obesidad en poblacion adolescente de 12 a 19
afios de edad, en la ENSANUT 2012 y 2016 por sexo 3.




En el caso de adultos mayores de 20 afnos se observa una prevalencia combinada
de sobrepeso y obesidad del 72.5%. Para el 2016 se present6 un aumento de 1.3%
con respecto a la encuesta del 2012, aunque no fue estadisticamente significativa,
sugiere que la poblacion adulta tiene mayores posibilidades de sufrir enfermedades
asociadas a la obesidad. También se muestra que en lugar de reducirse la obesidad

al llegar a la edad adulta esta afecta a un mayor nimero de individuos (Fig. 2) 3.

Fig. 2 Prevalencia nacional de sobrepeso y obesidad en poblacion de 20 afios de
edad, en la ENSANUT 2012 y 2016 por sexo °.

Es conocido que la obesidad es una enfermedad multifactorial, donde interactua
tanto la genética como el ambiente, actualmente se han producido en el mundo
cambios en la alimentacion como son: la ingesta de alimentos hipercaldricos altos
en grasa y azucares, al mismo tiempo de la reduccion de la actividad fisica; lo cual
ha contribuido a que la poblacion mundial sufra de sobrepeso, ademas de las
enfermedades asociadas o consecuentes de ésta como lo es la diabetes,

enfermedades cardiovasculares, dislipidemias, entre otras .




Aparte de los factores mencionados anteriormente, se ha propuesto que los
cambios a nivel hormonal podrian asociarse con el desarrollo de obesidad, debido
a que desde hace varios afnos se ha descrito una relacion muy estrecha entre la
disfuncién tiroidea y modificaciones en peso corporal. La obesidad se ha visto
relacionada con altos niveles séricos de la hormona estimulante de tiroides (TSH
por sus siglas en inglés), pero sin modificar los niveles de las hormonas tiroideas
observandose una alta prevalencia de hipotiroidismo subclinico . Por ejemplo, se
ha observado una correlacién directamente proporcional entre el aumento de TSH
sérica y el incremento en el indice de masa corporal (IMC), por el contrario, la
relacion entre el IMC vy tiroxina libre (T4L) es inversamente proporcional, aun en
valores normales de T4L esta proporcion se mantiene. Por otro lado, se ha
observado aumento en la triyodotironina (T3) y triyodotironina libre (T3L). De
acuerdo con estos antecedentes, se ha sugerido que anormalidades en la funcion
tiroidea pueden tener efectos sobre la ganancia de peso, ya que al normalizarse los
niveles, se observa disminucion en la ganancia de peso corporal en pacientes con
hipotiroidismo 7. En el hipotiroidismo subclinico, el cual se caracteriza por la
elevacion en el nivel basal de TSH sin observarse cambios en los niveles de T3 y
T4L, se ha relacionado con alteraciones en el gasto energético teniendo como
consecuencia la ganancia de peso. Sin embargo, al someterse a tratamiento
farmacolégico con L-tiroxina, estos pacientes pierden peso y se normalizan sus

niveles de TSH 8.




2.2GLANDULA TIROIDES
La glandula tiroides es una de las glandulas endocrinas mas grandes, consta de dos
I6bulos adheridos en la parte anterior de la traquea por medio de tejido conjuntivo,
ambos lobulos se unen por medio de tejido tiroideo o itsmo, confiriéndole una
apariencia de mariposa. Cada Iébulo recibe suministro de sangre arterial de una
arteria tiroidea superior y otra inferior; las cuales emergen de la arteria carétida
externa y subclavia respectivamente. La sangre sale de los I6bulos por una serie de
venas tiroideas que vacian en las venas yugular externa y braquiocefalicas,
teniendo asi un flujo mayor que el del riiidn (Fig. 3 A y B) ®'°. Asimismo, recibe
inervacion adrenérgica de los ganglios cervicales e inervacion colinérgica del nervio
vago, la cual regula la funcién vasomotora para aumentar la entrega de tirotropina

(TSH), yoduro y sustratos metabdlicos .

Fig. 3 A. Posicion e Irrigacion gldndula tiroides. B. Esquema gldndula tiroides.
C. Micrografia (250X) de la glandula tiroides, cada foliculo consiste de varios
tirocitos que rodean al coloide 1°.

Los Iébulos tiroideos estan formados por conjuntos de foliculos esféricos (unidad

funcional), recubiertos por una monocapa de células epiteliales cuboides llamadas




tirocitos, éstos se encuentran recubiertos por microvellosidades en la parte
orientada hacia la luz. En la luz del foliculo se encuentra una sustancia espesa,
proteica y gelatinosa denominada coloide, en el cual se encuentra la tiroglubulina
(Tg) 10-25%, proteina que constituye una forma de almacenamiento de las

hormonas tiroideas " (Fig. 3 C).

2.2.1 HORMONAS TIROIDEAS
La glandula tiroides tiene como principal funcion la biosintesis de hormonas tiroideas
las cuales se encargan de regular el metabolismo y la termogénesis. Ademas de
estar involucradas en el gasto energético en reposo, participan también en el

metabolismo de la glucosa y oxidacién de lipidos *12.

Al estar involucradas en el gasto energético en reposo, la disfuncion tiroidea puede
generar problemas en el control del peso corporal, como es el caso del
hipotiroidismo donde existe un indice metabdlico basal anormalmente bajo y se
observa un aumento de peso y letargo. Por el contrario, en el hipertiroidismo se

observa una pérdida de peso al aumentarse en indice metabdlico basal.

Mientras que el hipotiroidismo clinico se caracteriza por el aumento de TSH y la
disminucién en la concentracion de las hormonas tiroideas, en el hipotiroidismo
subclinico unicamente se aumenta el nivel sérico de TSH, sin observarse cambios

en los niveles de T3y T4 '3,




La produccion de T3 y T4 se da en una proporcion de 80% y 20%, respectivamente,
dentro de la glandula tiroides (Fig. 4). La tiroxina es una prohormona que requiere

ser desyodada para ejercer su accion biolégica en forma de T3 4.

Fig. 4 Estructura de las hormonas tiroideas.

2.2.2 BIOSINTESIS HORMONAS TIROIDEAS
La biosintesis de las hormonas tiroideas esta regulada por el eje hipotalamo-
hipdfisis-glandula tiroides. En el hipotalamo, se genera la hormona liberadora de
tirotropina (TRH) la cual ejerce su accion en la hipdfisis para liberar a la tirotropina,
también conocida como hormona estimulante de tiroides (TSH), que va a activar a
su receptor (TSHR) en la tiroides para promover la sintesis de T3 y T4. Este proceso
esta regulado mediante una retroalimentacién, debido a que al disminuir los niveles
de T3 y T4 en plasma, se estimula la secreciéon de TRH y por consiguiente de TSH.
Mientras que, cuando aumentan los niveles plasmaticos de T3 y T4 disminuye la
liberacion de TSH 5. Como se menciond anteriormente, el receptor de tirotropina
(TSHR) participa de manera importante en la sintesis y secrecion de las hormonas
tiroideas en la célula folicular. EI TSHR es un receptor que consta de siete regiones

transmembranales, acoplado a proteina G 6. La proteina G se activa al separarse




la subunidad a de By y sus efectos son mediados por Gas y Gagi1 7. La proteina
Gas, es el intermediario que se encarga de la sefializacion entre el receptor y la
adenilato ciclasa (ambas se encuentra en el lado basolateral del tirocito), la cual al
activarse produce un segundo mensajero el adenosin 3’,5’-monofosfato ciclico
cAMP 1518 que activa a la proteina cinasa A (PKA), entre otras moléculas,
regulando la transcripcion de genes centrales en la sintesis de hormonas tiroideas

(Fig. 5) 15,17,18_

Fig. 5 Receptor de la hormona estimulante de tiroides (TSHR) ’.

La biosintesis de hormonas tiroideas se lleva a cabo en la membrana apical de la
célula tiroidea; para entender mejor este proceso, se explicara en seis fases

incluyendo su secrecion (Fig. 6) °.

a) FORMACION DE LA TIROGLOBULINA (Tg)
La tiroglobulina es una glicoproteina estructural la cual se forma a partir de una
proteina precursora compuesta por dos unidades que se mantienen unidas por

puentes disulfuro. Estas subunidades son sintetizadas en el reticulo endoplasmico




(RE) rugoso, las cuales pasan al RE liso donde se da la dimerizacion y glicosilacién.
En el aparato de Golgi, se encierran las glicoproteinas en vesiculas las cuales viajan
a la membrana apical y se funden con ella. Posteriormente, se obliga a la proteina

precursora de Tg a salir a la superficie de la célula para continuar con la yodacion

11

b) CAPTACION Y LIBERACION DE YODURO
Antes de realizar la yodacidn se requiere captar al yoduro, lo cual se lleva a cabo
por medio del simportador (cotransportador unidireccional) de sodio y yodo (NIS), el
cual se encuentra en la membrana plasmatica basal de la célula folicular 8. NIS
utiliza el gradiente de sodio a través de la membrana basal para transportar un
atomo de yoduro junto con dos iones de sodio hacia el interior del citosol de la célula
folicular. Se necesita la Na*K*ATPasa para bombear sodio fuera de la célula y asi
mantener el gradiente de sodio, también puede captar otros iones como bromuro,
tiocianato y perclorato, que funcionan para reducir la captacion de yoduro. Debido
a esta captacion, la concentracion de yoduro es mucho mayor en los tirocitos que
en circulacion. Una vez dentro de la célula, la pendrina se encarga de transportar el

yoduro hacia el foliculo para yodar a Tg .

c) OXIDACION Y ORGANIFICACION
La enzima tiroperoxidasa (TPO), se encuentra en la membrana apical de los
tirocitos, cataliza la yodacion de algunos residuos de tirosina en la proteina
precursora de Tg. Esta enzima microsomal requiere de una fuente de perdxido de

hidrégeno (H20:2), el cual se genera en el interior del tirocito por la accion del sistema

10




generador DUOX. La TPO oxida al ién yoduro y al residuo de tirosina formando
radicales libres de vida corta. Como resultado se tiene un residuo de
monoyodotirosina (MIT), que se une a la tiroglobulina mediante un enlace peptidico
20, De la misma forma se pueden seguir afiadiendo otro atomo de yodo formando

un residuo de diyodotirosina (DIT) &1,

d) ACOPLAMIENTO
Los residuos generados que aun se encuentran unidos a la molécula precursora de
tiroglobulina, pasan por una reaccién de acoplamiento formandose asi la
yodotironina. Se cree que la TPO cataliza esta reaccion por medio de la oxidacién
de residuos cercanos de tirosina yodada a radicales libres de vida corta. Estos
radicales libres experimentan otros procesos de adicidn para producir un residuo de
yodotironina y un residuo de deshidroalanina. Si se acoplan dos residuos DIT se
forma T4 y en menor proporcion (20-25 %) se une un residuo de MIT con un DIT

para generar la T3 ',

e) SECRECION
Para que se lleve acabd la liberacidn de hormonas tiroideas, es necesario la
fagocitosis de la tiroglobulina por parte de los tirocitos. Durante la pinocitosis las
vesiculas que se generan migran hacia la region basal donde los lisosomas se
funden a las gotas que contienen la tiroglobulina y la hidrolizan hasta sus
componentes aminoacidos. De esta forma se liberan la T3, T4 y los otros

aminodacidos yodados en el interior del citosol .

11




Las hormonas tiroideas se liberan a la circulacion capilar mas cercana, y se unen
inmediatamente a proteinas plasmaticas como la globulina fijadora de tiroxina
(TBG). Mientras que, en el interior del tirocito la MIT y DIT se desyodan rapidamente

para asi volver a utilizar el yoduro liberado para yodar a la tiroglobulina .

12




Fig. 6 Sintesis de las hormonas tiroideas

11,20
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f) DESYODACION

La produccién de T3 ocurre principalmente fuera de la tiroides como consecuencia

de la desyodacion de T4 en tejidos periféricos, es asi como los cambios en la

expresion de las desyodinasas participan en la homeostasis de T3. La desyodinasa

tipo 2 (D2) cataliza la conversién de T4 en T3 al quitar el atomo de yodo del anillo

fendlico y asi incrementa sus niveles intracelulares. Por otra parte, la desyodinasa

3 (D3) se utiliza como mecanismo de regulacion de la concentracion de T3 al

eliminar el yodo de la posicidn 5- pero del anillo tirosilo interno, generando un

metabolito bioldgicamente inactivo, la T3 inversa (rT3). Otra forma de inactivarla T3

libre (T3L) es con la desyodinasa 1 (D1) la cual elimina el mismo yodo que la D3

para formar T2 (Fig. 6) 421,

Fig. 7 Desyodacidn de las hormonas tiroideas **.
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Un aumento en la formacién de T3 intracelular causa el efecto conocido como
tiroxicosis, mientras que, D3 cataliza la conversion de T3 a T2, generando un
hipotiroidismo intracelular. Ademas, cada tejido puede tener un estado de tiroxicosis
o hipotiroidismo independiente de la concentracion sérica, y esto se debe a la
actividad de las desyodinasas y de su capacidad de transformar las hormonas

tiroideas 4.

2.2.1 FOSFODIESTERASA (PDE)
Las fosfodiesterasas (PDE), son enzimas tipo hidrolasa que actuan sobre
nucleodtidos ciclicos generando su correspondiente 5’-nucleosido fosfato, algunos
de sus principales sustratos son cAMP y cGMP, esto dependiendo de su
especificidad (Fig. 8) ?2. Se ha observado que la concentracién basal de cAMP es
de 1 uM, aunque para activar PKA se requieren concentraciones diez veces
mayores. Si se mantuviera la concentracién elevada de cAMP, se alcanzaria un
equilibrio en el cual se perderia su actividad, asi que la PDE actua para disminuir la
concentracion de cAMP. La activacion de algunas isoformas de PDE se ha visto que
es mediante PKA al fosforilar cierto residuo de serina 3. La familia de las PDE esta
implicada en la patogénesis en un gran numero de enfermedades, incluyendo
enfermedades cardiovasculares, problemas renales, hiperplasia, y algunas
variantes en patogénesis inflamatoria 2°. La fosfodiesterasa 8B, es una isoforma que
se encuentra en la glandula tiroides, por su accion es especifica sobre cAMP y se

ha descrito que afecta la sefializaciéon de TSH y la produccion de hormonas tiroideas

24,25
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Fig. 8 Familia de fosfodiesterasas (PDE’s) #.

2.3 ENFERMEDADES TIROIDEAS
Para el diagnostico de las enfermedades tiroideas The American Thyroid
Association’s Guidelines sugiere que se realice un tamizaje de TSH para todos los
pacientes a partir de los 35 anos y se verifique cada 5 afnos. Y en el caso de tener
familiares con antecedentes de enfermedades tiroideas se lo pueden hacer en

periodos de tiempo mas cortos 2226-29,

Los factores de riesgo incluyen anemia perniciosa, diabetes mellitus, radiacién
previa en la region de cabeza y cuello, vitiligo, historial familiar de enfermedad
tiroidea, enfermedades autoinmunes; y consumo de medicamentos con yodo

(ejemplo: medio de contraste) 26.

La primera fase del tamizaje es la examinacion de parte de la cabeza y cuello

utilizando la palpacion del cuello. Si se encuentran anormalidades anatomicas de la
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tiroides se prosiguen con los estudios de laboratorio, para confirmar hipo- o
hipertiroidismo, la determinacion de TSH es la mejor prueba debido a que

representa la retroalimentacién de las hormonas tiroideas con el hipotalamo 26:30.31,

Los niveles normales de TSH son 0.45-4.5 mUI/L y los niveles normales de T4L son
0.7 —1.24 ng/dL, a partir de los cuales se hace la clasificacion de las enfermedades
tiroideas.

Las principales enfermedades tiroideas son (Tabla 1):

« Hipotiroidismo: Refleja una glandula tiroides hipo-activa. El hipotiroidismo
significa que esta no es capaz de producir suficiente hormona tiroidea para
mantener el cuerpo funcionando de manera normal. Los niveles sanguineos
de hormonas tiroideas en estos pacientes es baja. Algunas de las causas
frecuentes son la Tiroiditis de Hashimoto enfermedad autoinmune, en la que
se sugiere la eliminacién quirargica de tiroides y el tratamiento farmacolégico
32

» Hipotiroidismo primario
Clinico: Definido como concentraciones de TSH elevadas (mayor de
10 mUI/L) con niveles séricos de T4L baja.
Subclinico: Definido por elevacion de TSH fuera del rango de
normalidad (mayor de 4.5 mUI/L) con niveles séricos de T4L normal.
Leve: Cuando se presentan niveles de TSH mayores a 4.5 pero
menores de 10 mUI/L.

Severo: Presenta niveles de TSH mayores de 10 mUI/L 2733,
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» Hipotiroidismo secundario
Se caracteriza por una concentracion de TSH inapropiadamente
normal o baja, con niveles bajos de T4L.

« Hipertiroidismo: Se refiere a cualquier condicidn en la cual existe demasiada
hormona tiroidea en el organismo. En otras palabras, la glandula tiroides esta
hiper-activa 34.

= Hipertiroidismo subclinico: Hormonas tiroideas normales y TSH >0.1-
<0.45 mUI/mL.

= Hipertiroidismo clinico: TSH <0.01 mUIl/mL y T4L elevada (primario) y
TSH normal o aumentada con T4L normal (secundario) 3.

» Enfermedad de Graves o hipertiroidismo autoinmune esta
caracterizado por el aumento en los niveles de las hormonas tiroideas,
y la presencia de anticuerpos para Tg, TPO y TSHR 27:35,

Tabla 1 Test de tamizaje de la funcién tiroidea 2%2°.

Hipertiroidismo primario - +
Hipertiroidismo secundario +/N +
Hipotiroidismo primario + -
Hipotiroidismo secundario -IN -
Hipotiroidismo subclinico + N
Hipertiroidismo subclinico - N
Estado eutiroideo N N
« - = Disminucion niveles séricos

e +=Aumento niveles séricos
N = Niveles séricos normales
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2.4 RELACION ENTRE TSH, HORMONAS TIROIDEAS Y LA OBESIDAD
La obesidad es caracterizada por un desequilibrio cronico de calorias consumidas
contra las gastadas, lo cual genera un aumento en el almacenamiento de energia
en forma de depdsitos intracelulares de triglicéridos en el adipocito. Este
almacenamiento se manifiesta por la acumulacion de lipidos intracelulares y el
tamafio del adipocito (hipertrofia) y por el nimero de adipocitos (hiperplasia) 3¢. El
receptor para TSH se encuentra en los adipocitos y se ha observado que su
estimulacion promueve la adipogénesis, favoreciendo la maduracién de
preadipocitos a adipocitos 6. Mientras que en un modelo de obesidad con dieta alta
en grasa (HF “high-fat”) en ratas Sprague-Dawley, se identificd, que este tipo de
dieta induce disfuncion tiroidea aumentando los niveles de TSH y disminuyendo los
niveles de T4L, asi como cambios morfolégicos anormales en la tiroides.
Igualmente, se observé que en estos animales obesos aumentan los niveles de

triglicéridos 3.

Por otra parte, en estudios clinicos llevados a cabo en nifios obesos, se ha
observado que hay una elevacion en TSH y disminucion en T3L, pero no hay
cambios en T4L. Estas alteraciones se contrarrestan al bajar de peso, aunque no
son significativos si la disminucién de peso no es sustancial por ejemplo de un IMC
basal de 2.4 a 1.7 38. En otro estudio, se analizaron pacientes con obesidad morbida
y se identificd que los sujetos obesos presentaban altos niveles de TSH sérica de
manera similar a los pacientes con hipotiroidismo subclinico (HS), aunque no se

encontré relacidn entre los niveles de T4L y su IMC, si se observo que en 8% de los
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pacientes disminuyo T4L y T3L y aumentaron la TSH sérica en comparacion con los

controles sin HS 3°.

De acuerdo a los antecedentes mostrados por varios estudios, los niveles de TSH

se encuentran aumentados en la obesidad, sin embargo, los mecanismos

responsables no son del todo claros. Al respecto, se han propuesto algunas teorias

que tratan de explicar la alteracion a los niveles de TSH por efecto de la obesidad

(Fig. 9):

a)

Es bien conocido que en la obesidad se observa incremento en los niveles
plasmaticos de leptina (hiperleptinemia), la cual estimula la transcripcion de
pro-TRH y como consecuencia la produccion de TRH y TSH. Ademas,
estimula la actividad de desyodinasas provocando un desequilibrio en las
hormonas tiroideas.

Se cree que el incremento en la conversion de T4 a T3 por la actividad de las
desyodinasas es para controlar la acumulacion de grasa al aumentar el gasto
energeético.

Se considera que la obesidad se caracteriza por |la presencia de un proceso
inflamatorio de bajo grado donde hay una produccion de citocinas
proinflamatorias como TNFa, IL-1, IL-6 las cuales inhiben la expresion de
MRNA de NIS 'y a su vez la capacidad de capturar yodo.

Resistencia a la insulina es un desorden caracteristico de la obesidad, se ha
encontrado una asociacion positiva entre los niveles séricos de TSH y la

resistencia a la insulina.
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e) Elaumento de TSHy T3 para contrarrestar la disminucion en la respuesta de
los tejidos a las hormonas tiroideas (Resistencia a las HT) se considera como

mecanismo compensatorio 44041,

Fig. 9 Teorias sobre el aumento de TSH en la obesidad **.
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2.5 DIETA DE CAFETERIA
El incremento de la obesidad esta relacionado por cambios en los habitos
alimenticios, con mayor ingesta de alimentos hipercaléricos, debido a que se incluye
comida rapida, snacks, etc. El modelo dieta de cafeteria (CAF), consiste en la
induccidn de obesidad mediante una dieta energéticamente elevada, la cual incluye
alimentos altos en grasa, energia y azucar, tales como chocolates, galletas, panes,
crema de cacahuate; entre otros. A los animales también se les proporcionan
peletes de comida balanceada y asi pueden elegir el alimento a consumir. En
estudios previos, se ha observado que la dieta de cafeteria es un buen modelo para
inducir obesidad, debido a que produce hiperfagia (desregulacion del apetito) y
obesidad al provocar una desregulacion en el tejido adiposo. Se ha propuesto como
un modelo importante en la generacion de sindrome metabdlico debido a cambios
en el higado como hepatoesteatosis e inflamacion. Las cepas de ratas comunmente

utilizadas en este tipo de dieta son las ratas Sprague-Dawley y Wistar 4244,

2.6 CAMBIOS DE TSH-R, NIS Y PDE8B EN LA OBESIDAD.
Al identificarse que los pacientes obesos presentan elevacion en los niveles de TSH,
se han realizado evaluaciones in vitro de cdmo estas concentraciones de TSH
alteran los niveles de expresiéon de algunos genes en la tiroides. Se ha identificado
que existe relacion entre los niveles de TSH y la expresion de NIS, el cual codifica
para el simportador transmembranal que se encarga de la captura de yodo. En
cultivos celulares de tirocitos, se ha observado que la TSH incrementa la expresién

de mRNA de NIS %5, y este aumento también se refleja en sus niveles de proteina
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37 En estudios in vitro, se demostré que esta regulacién era a través de la liberacion
de cAMP 4647 Ademas de tener efecto a nivel transcripcional sobre NIS, se encontrd
que TSH también tenia efectos a nivel postrascripcional. Esto se observo al estudiar
vesiculas de membrana preparadas en células FRTL-5, las cuales perdian la
capacidad de captar el yodo tras privarlas de TSH. Sin embargo, al estimularlas
nuevamente con TSH podian captar yodo nuevamente, lo que sugirié que la
proteina de NIS estaba presente en las vesiculas. Ademas, se demostré que la

fosforilacion y la vida media de NIS son mediadas por la presencia de TSH 4.

Aunque existen en la literatura varios trabajos donde describen que la obesidad
produce cambios en la expresion del TSHR en tejidos extratiroideos, por ejemplo el
adiposo. Hasta la fecha no se han reportado estudios que demuestren que los
cambios en la produccion de hormonas tiroideas se deben a alteraciones en la
expresion de TSHR en la tiroides de pacientes con obesidad o hipotiroidismo
subclinico. La informacion reportada es uUnicamente sobre polimorfismos que
pueden alterar la funcionalidad del receptor, teniendo como consecuencia un

hipotiroidismo subclinico 48,

Por otra parte, se ha descrito que los SNPs en el gen PDESB (rs6885099,
rs2046045 y rs4704397), se asocian con variaciones en los niveles de TSH. Por
ejemplo, el polimorfismo rs4704397 se ha visto asociado con hipotiroidismo
subclinico en el embarazo y con niveles elevados de TSH en nifios obesos. Por lo

que se ha propuesto que PDES8B podria generar la reduccion de cAMP en la
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glandula tiroides, disminuyendo asi la respuesta estimulante de TSH vy, por lo tanto,

los niveles de las hormonas tiroideas 4°.

Los datos anteriores muestran cierta similitud a lo que se ha descrito en modelos de
hipotiroidismo en animales #6. De igual manera, estudios realizados en un modelo
de obesidad con dieta alta en grasa, encontraron que este tipo de dieta provoca un
aumento en los niveles de TSH y las hormonas tiroideas (T4, T3, T4L y T3L),
ademas de cambios en la expresion de moléculas involucradas en la biosintesis de

estas hormonas ¥’.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La obesidad es una de las principales enfermedades que afecta a la poblacion
mexicana; caracterizandose por generar un desequilibrio a nivel metabdlico. Se ha
relacionado con alteraciones morfolégicas y funcionales en la tiroides . De acuerdo
con datos reportados por el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) el
hipotiroidismo subclinico (HS) puede afectar aproximadamente al 10% de la
poblacion mexicana %°. Sin embargo, en obesidad se ha observado un aumento de
esta prevalencia, alcanzando valores de hasta 48.5% en pacientes con obesidad

extrema °1.

Como se menciond, el HS se caracteriza por el incremento de la concentraciéon
sérica de TSH sin modificacién de la concentraciéon de las hormonas tiroideas (T3 y
T4). Se ha descrito que las hormonas tiroideas regulan negativamente la produccion
de TSH en la hipdfisis. Por lo tanto, al no producirse en concentraciones adecuadas
contribuyen a mantener altos los niveles séricos de TSH. Sin embargo aun no se ha
descrito como es que a pesar del aumento de TSH en la obesidad, los niveles de
las hormonas tiroideas no se alteran, generando asi un hipotiroidismo subclinico en

los pacientes con obesidad.

Razon por la cual este trabajo se enfocé en investigar si el modelo de obesidad por
dieta de cafeteria en animales podria alterar los niveles séricos de TSH, y si la
obesidad produce modificaciones en la expresion de genes relacionados con la

sintesis de hormonas tiroideas como TSHR, NIS, y PDESB.
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4. HIPOTESIS
La obesidad inducida a ratas Sprague-Dawley por dieta de cafeteria aumentara los
niveles de TSH y modificara la expresion de NIS, TSHR y PDES8B, genes

relacionados con la sintesis de hormonas tiroideas en la glandula tiroides.

5. OBJETIVOS

« OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la obesidad inducida por dieta de cafeteria sobre los niveles
séricos de TSH, asi como en la expresion de los genes TSHR, NIS y PDES8 en la

glandula tiroides de ratas Sprague-Dawley.

o« OBJETIVOS PARTICULARES

v' Evaluar semanalmente el cambio en el peso corporal de las ratas Sprague-
Dawley del grupo control y dieta de cafeteria.

v" Analizar el perfil bioquimico (glucosa, colesterol, triglicéridos) en ambos
grupos para identificar alteraciones en el grupo de dieta de cafeteria.

v Determinar el cambio en los niveles séricos de TSH producidos por la dieta
de cafeteria por medio de la técnica de ELISA.

v" Evaluar los cambios en la expresion de los genes TSHR, NIS y PDE8 en la
glandula tiroides de ratas Sprague-Dawley utilizando RT-PCR.

v' Realizar pruebas preliminares para determinar si la incubacion in vitro de

tiroides con TSH produce cambios en la expresion de TSHR, NIS y PDESB.
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6. DISENO EXPERIMENTAL
6.1 TIPO DE ESTUDIO

Experimental.

6.2 LUGAR DONDE SE REALIZO EL ESTUDIO
El Proyecto se realiz6 en la Unidad de Investigacién Médica en Bioquimica que se

encuentra en el Hospital de Especialidades Bernardo Sepulveda, Centro Médico
Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social.

6.3 CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION

Tabla 2 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion para los animales utilizados.

INCLUSION EXCLUSION ELIMINACION
Ratas Sprague-Dawley de 3 Enfermedades Enfermedades
meses de edad gastrointestinales gastrointestinales y respiratorias
Aumento de peso constante Enfermedades Pérdida de cabello,
como el resto del grupo respiratorias anormalidades en tejidos, por

ejemplo nédulos.

6.4 MATERIAL Y METODOS
6.4.1 Sujetos de estudio
Se trabajo con 14 ratas Sprague-Dawley de tres meses de edad proporcionadas por
el bioterio de CMN siglo XXI, las cuales se dividieron en dos grupos: control (n=7)y
dieta de cafeteria (n=7). Los animales se mantuvieron en una habitacién con ciclos
de 12/12 horas luz/oscuridad, y condiciones de temperatura y humedad controladas.
Para sus camas se utilizé viruta estéril y se mantuvieron en cajas de acrilico con

tapas de acero.
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6.4.2 Dieta
Grupo control: Tuvo libre acceso a agua y alimento estandar Formulab Diet 5008.
Se midid la ingesta de alimento diariamente para calcular el consumo energético de

acuerdo a los datos del fabricante (LabDiet).

Grupo cafeteria (CAF): Tuvo libre acceso a agua, alimento estandar Formulab Diet
5008 (LabDiet) y a alimentos hipercaléricos de marcas comerciales como: galletas
saladas y dulces, donas, frituras, cereales, chicharron de cerdo entre otros. Durante
las dos primeras semanas se identificaron los alimentos de su preferencia para
posteriormente continuar con la dieta durante 15 semanas. Se midié el consumo

diario de alimento y de agua para obtener el consumo energeético.

Los animales de los dos grupos se pesaron semanalmente para determinar la
ganancia de peso corporal. Se midi6é la circunferencia abdominal y la longitud
hocico-ano para calcular el indice de masa corporal (IMC) de acuerdo a lo reportado

por Novelli y cols. %2.

6.4.3 Diseccion
Al término de las 15 semanas de dieta, las ratas se sacrificaron anestesiandolas con
pentobarbital sddico (30-50 mg/Kg de peso corporal) por via intraperitoneal (I.P.).
Se recolectod la sangre total mediante puncion cardiaca, en un tubo morado que
contenia EDTA como anticoagulante y uno rojo sin anticoagulante para la obtencién
de plasma y suero, respectivamente. Posteriormente se disectd la tiroides,
realizando un corte longitudinal en el cuello, se limpid retirando el tejido graso y

conjuntivo, asimismo de las glandulas paratiroides. Se colocé en una solucién salina
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amortiguadora de fosfatos (PBS) en frio, donde se midié y se corté en fragmentos
que fueron guardados en Tripure® para la extraccion de RNA y en medio de cultivo

(DMEM) para las pruebas preliminares de incubaciéon con TSH.

Asimismo, se midio el tamafno de las glandulas tiroideas en ambos grupos.

6.4.4 ELISA
Se realiz6 la cuantificacion sérica de TSH, por medio del kit de ELISA para murinos
(ABNOVA). Para lo cual se utilizd el suero obtenido por puncion cardiaca. Este
meétodo se basa en el principio de un ensayo inmunoabsorbente en fase sélida con

enzima conjugada, es una ELISA tipo sandwich directa.

» Preparacion de reactivos

Los reactivos se mantuvieron a temperatura ambiente antes de comenzar. Los
estandares se encontraban liofilizados, asi que se reconstituyeron con 1 mL de
standard/simple diluent, una vez reconstituido se debe guardar a -20 °C si no se
usa. Por otra parte, la solucidon amortiguadora de lavado se diluyé con agua

destilada 1 parte con 19 partes de agua (es estable de 1 a 3 meses a 4-8 °C).

=  Muestras

Se dividié la placa en tres partes, una para la curva estandar (100 yL por estandar:
0,1, 2.5, 5, 10, 25 ng/mL), otra para los controles de calidad (100 pL de cada uno
QC1 1.5-2 ng/mL y QC2 4-5 ng/mL) y la ultima para las muestras (100 yL suero por

muestra). Se agregaron 100 uL de la enzima conjugada a cada pozo y se agité la
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placa por 30 s, posteriormente, se incubd a 37 °C en bafio Maria por 3 horas en

una bolsa sellada.

= |[avados

Se removio la mezcla de incubacién por decantacién de la placa en un contenedor,
se enjuagaron y decantaron los pozos cinco veces con la solucién amortiguadora
de lavado. Se agit6 la placa rapidamente en un papel absorbente hasta remover

todas las gotas.

= Color

Se agregaron 100 uL de TMB (3,3,5,5-Tetrametilbencidina) en cada pozo y agitd
10 s e incubd durante 20 min a temperatura ambiente. Para detener la reaccion se
adicionaron 50 pL de la solucién stop (HCI 2N) en cada pozo, luego se agité por 30

S, Y se observo el cambio de color azul a amairrillo.

= |ectura

Se ley6 a una densidad 6ptica de 450 nm.

NOTA: El paso de lavado es critico, si es insuficiente el resultado tiene poca

precision y lecturas elevadas, las cuales pueden resultar falsas.

6.4.5 Extraccion de RNA
La extraccién de RNA se realiz6 homogenizando 500 mg de tiroides en 1 mL de
Tripure® a 4 °C. Después se adicionaron 200 uL de cloroformo, se agitdo 15 sy se

dejo reposar a temperatura ambiente por 15 min. Se centrifugd a 1400 rpm durante
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15 min a 4 °C, se extrajo la fase acuosa y se adicionaron 500 uL de isopropanol
para precipitar el RNA y se centrifugé a 1400 rpm durante 15 min a 4 °C. El
precipitado se lavd con 1mL de etanol al 75% en agua DEPC (Dietilpirocarbonato)
en 2 ocasiones, centrifugando durante 10 min a 12000 rpm para compactar el RNA,
se decanto el etanol y se dejo secar durante 10-20 min para eliminar el exceso de
etanol. EI RNA se disolvié en 30 uL de RNA storage solution (buffer de citrato de

sodio 1M, Ambion).

6.4.6 Electroforesis
Para evaluar la integridad del RNA obtenido se realiz6 un gel de agarosa al 1%
teiido con bromuro de etidio, agente intercalante el cual se excita con luz UV para
emitir fluorescencia. En el transiluminador Gel Doc 2000 Bio Rad se observaron las
bandas pertenecientes a la subunidad mayor y menor del RNA ribosomal 28s y 18s

respectivamente.

28S ——p . . - A0 E ey 20 8 » » l
185 ——p 3 N s 5 » 5 "3 A . : - :
L 2] |

Fotografia 1 Electroforesis de RNA.
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6.4.7 Cuantificacion
Para determinar la concentracion y calidad del RNA se colocaron 2 yL de muestra
en el espectrofotometro Epoch, el cual realiza lecturas a diferentes longitudes de
onda: 260 nm, 280 nm y 320 nm en los que determina la concentracion de RNA,
proteinas y contaminacién con disolventes, respectivamente. Conjuntamente, se
evaluo la relacion 260/280 la cual se encontrd entre 1.6-2 para asi considerarla una

muestra de buena calidad.

6.4.8 Tratamiento con DNasa
A 1 ug de RNA total se le adicion6 1uL del amortiguador de reaccién con MgClz 10x,
1uL de DNasa |, RNasa-free (#EN0521) y agua libre de nucleasas suficiente para
10uL de volumen total de reaccion, este paso se realizé a 4 °C. Posteriormente se
incubo a 37 °C por 30 min, al terminar la incubacion se adiciond 1 uL de EDTA 50
mM, el cual es un agente quelante y detuvo la reaccion. El RNA se encuentra listo

para utilizarse en la reaccion de transcriptasa reversa.

6.4.9 RT-PCR

6.4.9.1 cDNA
Después de obtener el RNA se realizo la reaccion de transcriptasa reversa, donde
se utilizé 1ug de RNA total, para la obtencion del cDNA se utilizo el kit RevertAid RT

(Promega).

Se hizo una mezcla de reaccion con 1 uL de primers, 4 uL de Buffer de reaccién 5x,
1 uL de RiboLock, 2 yL de dNTPs 10 mM, 1 uL de ReverAid RT, por 10 uL de la

muestra obtenida del paso de DNasa. Después de agregar la mezcla de reaccién
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se coloco en el termociclador de punto final Axygen Maxygene, con las siguientes

condiciones:

Tabla 3 Condiciones cDNA; Se utiliza la reaccion de la transcriptasa reversa para obtener cDONA a

partir de RNA.
50 °C 95 °C 95 °C 60 °C 4 °C
2 min 10 min 15 s 1 min 8

6.4.9.2 PCR Tiempo Real

Para determinar los niveles de expresion de NIS, PDESB y TSHR se realizé una
mezcla de reaccion con 2.5 pL de Master Mix SYBR Green/Rox (2X), el cual
contiene maxima SYBR Green gPCR amortiguador (KCI, (NH4)2S0O4), Taqg DNA
polimerasa, dNTP’s, MgClz, etc., elementos requeridos para la amplificacion, 0.5

MM de los cebadores a utilizar (NIS, PDES, TSHR y -actina)*, y 1 yL de agua.

La secuencia de los cebadores utilizados es:

Tabla 4 Secuencia de cebadores; se utilizo como gen de referencia (Housekeeping) a f-Act para
evaluar la expresion de TSHR, NIS y PDESB.

- CCTGAGCGCAAGTACTCTGTGT GCTGATCCACATCTGCTGGAA
GACCCACTTTGCTAGACGTG GAGAGTCCAGGTG TTCTTCGC
GCCCTTGTAGATTTCAGTAGGCA GTGACAGCCCTCCGTTTCTC

TCAAGAATATCGACAGGAACCAC TCACATGTTCAAAGTGTTTIGTCA
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Se colocé en la placa 1 uL de la muestra en el fondo de cada pozo (Se utilizaron
placas de 384 pozos) y posteriormente se agregaron 4 uL de la mezcla de reaccién

antes preparada, dando un volumen total de 5 pL de reaccion.

Las muestras se cargaron por duplicado, una vez listas las muestras se procesaron

en el equipo 7900 HT fast Real-Time PCR System®3.
Las condiciones de amplificacion fueron:

Tabla 5 Condiciones de PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa); para cuantificar la expresion
relativa de RNA se utilizé la PCR en tiempo real.

30 ciclos 1 ciclo
B0°C |95°C 95 °C 60 °C 80°C |80°C 895°C
2 min 10 min 15 s 1 min 15s 15s 15s

Al final del programa de termociclado, se agregd una curva de disociaciéon para
determinar la temperatura de fusion (Tm “Melting temperature”), la cual permite
identificar la especificidad de la PCR, mediante la presencia de un solo producto de

amplificacion.

6.4.10 Incubacion de explantes de tiroides con TSH
Se realizaron pruebas preliminares incubando explantes de tiroides con TSH en
medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco), utilizando Ila
incubadora Nuaire modelo UN-425-400 con 95% de humedad, 5% de CO2 a 37 °C.

Se emplearon tres concentraciones de TSH (1 mUI, 10 mUl y 100 mUl), por 30 min,
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1 hora y 2 horas. Posteriormente se realizo la extraccion de RNA y se determind la
expresion de NIS, TSHR y PDES8B, las concentraciones de TSH que se escogieron
fueron previamente reportadas en la literatura, y son concentraciones superiores a

las fisiologicas 54-%.

6.4.11 Calculo para la determinacion de la expresion relativa
Se determino la expresion de los genes por medio del método 2-24Ct en el cual se
tiene un grupo control y un gen de referencia para determinar las veces de cambio

en la expresion relativa del gen problema.

AACt= (Gen deinteres — G€N referencia) — (G€N de interes —“GEN referencia)

Grupo experimental Grupo control

6.5 ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados se reportaron como la media o mediana + error estandar (e.e.) para
todos los datos. Se realizé la prueba de t de Student o U-Mann-Whitney. Se
determiné una diferencia significativa con una p<0.05. Los datos se analizaron con

el software GraphPad Prism ® version 6.01 (GraphPad Software, Inc.).

= METODO
Para la realizacion de este trabajo se siguieron los pasos establecidos en el
diagrama de flujo (Fig. 10), y en la Tabla 6 se representan las variables

independientes y dependientes de los experimentos realizados.
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6.6 DIAGRAMA DE FLUJO

Fig. 10 Diagrama de flujo.
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6.7 VARIABLE

Tabla 6 Variables independientes y dependientes de los experimentos a realizar.

Administracion de dieta de cualitativa nominal Grupos: Control y Exposicion a la dieta por 15 semanas.
cafeteria Dieta de cafeteria

Ganancia de peso Cuantitativa continua g Medicidon semanal del peso

Calorias consumidas Cuantitativa continua Kcal Medicion diaria del alimento consumido y
calculo de calorias

Perfil bioquimico Cuantitativa continua mg/dL, Determinacion de glucosa, colesterol,
triglicérides, HDL, LDL en suero.

Concentracion de TSH Cuantitativa continua muUl/dL Determinacion de TSH en suero

Expresion génica Cuantitativa continua Expresion relativa con  Determinacidn de los cambios de expresidn
respecto al gen de génica de TSHR, NISy PDES8B con (B-actina
referencia como gen de referencia.
Expresion génica en explantes Cuantitativa continua Expresion relativa con  Determinacion de los cambios de expresidn
de tiroides respectoal gende  génica de TSHR, NISy PDESB con §-actina
referencia como gen de referencia

VARIABLES INDEPENDIENTES

ol LR ER B ETERE RS Cuantitativa continua 1,10y 100 pUI
incubacion

= - r

Tiempo de incubacion Cuantitativa continua 30min, 1h,2h
Peso de la tiroides incubada Cuantitativa continua g
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Ingesta de alimento

7. RESULTADOS

7.1 CONSUMO ENERGETICO
En este trabajo se empled el modelo de dieta de cafeteria para inducir obesidad en
ratas Sprague-Dawley de tres meses de edad durante 15 semanas y al grupo control

se le dio dieta estandar.

Se mididé el consumo diario de alimento y agua, encontrandose con estos datos un
aumento en el consumo semanal de alimentos en el grupo de cafeteria, sin ser
significativo (Graf. 1). Siendo el consumo semanal de alimento estandar

significativamente menor en el grupo de cafeteria (Graf. 2).

INGESTA SEMANAL DE ALIMENTO INGESTA SEMANAL DE DIETA ESTANDAR
300 - 200 -
8
S 150
200 E
— Tﬂ —
2 2 T 1004
100 4 ] o
o
o 50 4
£
0 T T u
& N T T
(@) o G‘é\ (,?g
Graf 1 Ingesta semanal de alimento (g) por rata,
grupo control y grupo de cafeteria (CAF), Graf 2 Ingesta semanal de diesta estandar (g) por rata,
p=>0.05, n=7. grupo control y dieta de cafeteria (CAF) "™ p<0.0001, n=7.

Con respecto al consumo de agua se observé disminucion significativa a partir de
la semana seis, la cual se mantuvo hasta la semana 15 en el grupo de cafeteria

(Graf. 3).
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Se realizé la medicién semanal de las calorias consumidas para determinar que la

dieta de cafeteria fuera hipercaldrica. Se encontrd diferencia significativa desde la

primera semana hasta las 15 semanas de experimentacidn, lo que indica que

realmente la dieta de cafeteria es hipercaldrica con respecto a la dieta estandar del

grupo control (Graf. 4).

Para ver el consumo energético total ver anexos Graf. .
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Se realiz6 el desglose de las calorias consumidas para identificar su procedencia,
con el cual se identificd que el consumo semanal de carbohidratos fue elevado pero

también muy variable con respecto a cada semana (Graf. 5).

Al hacer el analisis de las calorias totales provenientes de carbohidratos se observo

aumento significativo en el grupo de cafeteria (Anexos Graf. Il).

Con respecto al consumo de lipidos se encontré un aumento significativo en las
primeras nueve semanas, posteriormente disminuyd; sin embargo, siempre fue
mayor al consumo del grupo control (Graf. 6). Al igual que con los carbohidratos, el
consumo total fue significativamente mayor en el grupo de cafeteria (Anexo Gréaf.

11
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En el caso del consumo de proteinas los resultados muestran que la dieta de
cafeteria tiene un contenido significativamente menor que la dieta estandar (Graf.

7).
PROTEINAS

60 4
CAF

CTRL

Calorias
.
(=]

L]
=]
1

T T T T T T
N ko 0A D O,0NIDDE

Semana
Graf.7 Evaluacion semanal del consumo de proteinas
del grupo control y CAF *p<0.05,"p=<0.001,
***p<0.0001 n=7.

El consumo total de proteinas se encuentra en el anexo, Graf. IV.

7.2 DATOS MORFOMETRICOS
El principal objetivo de la dieta de cafeteria es inducir obesidad, lo cual se determino

por el peso corporal e indice de masa corporal (IMC).

Los resultados obtenidos muestran aumento significativo en el peso corporal a partir
de la semana cinco, este se mantuvo hasta la semana quince en los animales de
dieta de cafeteria. Lo anterior demuestra que el modelo de dieta de cafeteria

promueve el incremento del peso corporal a las pocas semanas (Graf. 8) 4.
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Graf.8 Evaluacion semanal del peso corporal,
en el grupo contol y de cafeteria *p<0.05, **p<0.001

y ***p<0.0001 n=7.

La determinacion de los parametros morfométricos de IMC y diametro abdominal se

realizaron de acuerdo a lo reportado por Novelli y cols. °2. Se observé que a las 15

semanas de dieta tanto el IMC (0.85 y 0.69) como el diametro abdominal (23 y 20.34

cm) fueron significativamente mayores en el grupo de cafeteria con respecto al

grupo control (Graf. 9y 10).
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Graf. 9 Medidas del IMC del grupo control y
grupo de cafeteria ** p< 0.01 n=7.
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Graf 10 Medida promedio del diametro
abdominal en el grupo control y grupo de
cafeteria ™ p<0.01 n=7
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7.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LA TIROIDES
Tras la diseccion de los animales de experimentacion, se realizé la comparacion del
tamano de los Iébulos de la tiroides. En las fotografias 2 y 3 se muestran las tiroides
de una rata del grupo control y de dieta de cafeteria, respectivamente. Se identifican
los dos Iébulos que constituyen a la tiroides, los cuales son simétricos y alargados
lo que le confiere la apariencia de mariposa o mofio de acuerdo con lo reportado en

la literatura.

Fotografia 2 Tiroides grupo control. Fotografia 3 Tiroides grupo dieta de cafeteria.

De acuerdo a los resultados obtenidos el tamano promedio de los I6bulos de la
glandula tiroides en el grupo control es de 0.85+0.0378 mm por 1.643+0.02716 mm
y el grupo de cafeteria es de 0.8385+0.02895 mm por 1.621+0.06305 mm, no se

observan cambios significativos en el tamano de las tiroides (Graf. 11).
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TAMANO LOBULOS TIROIDEOS
2.5-

2.04
1.5

1.01

Tamafo en cm
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0.0 T

Graf. 11 Medidas del ancho y largo de los
lobulos tiroidesos, grupo control y grupo de
cafeteria p>0.05 n=7.

7.4 PRUEBAS BIOQUIMICAS
Se realiz6 la evaluacion de los parametros bioquimicos como el perfil lipidico (HDL,
LDL vy triglicéridos), glucosa, creatinina y los parametros enzimaticos (ALT y AST),
se analizaron con la prueba no paramétrica U-Mann-Whitney. Estos sirven para

evaluar los cambios producidos por la dieta de cafeteria en el metabolismo.

En el caso del perfil lipidico no se encontraron cambios significativos de HDL, donde
los controles tuvieron una concentracion de 31-39 mg/dL y el grupo de cafeteria fue
de 23-33 mg/dL. La concentracion de LDL en el grupo control fue de 16-21 mg/dL y
en el grupo de cafeteria fue de 13-20 mg/dL (Graf. 12). Mientras que los triglicéridos
en el grupo de cafeteria tuvieron un aumento, este no fue estadisticamente
significativo, el grupo control tuvo una concentracion de 85-109 mg/dL y en el grupo

de cafeteria es de 47-98 mg/ dL (Graf. 12).
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Graf.12 Concentracion de HDL, LDL v trigliceridos a los
3 meses de dieta, no se observan cambios significativos n=7
p>0.05.

La concentracion de glucosa en el grupo de cafeteria fue mayor (143-213 mg/dL)
con respecto al grupo control (131-180 mg/dL) aunque debido al error estandar no

hubo una diferencia estadisticamente significativa (Graf. 13).
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Graf. 13 Concentracion de la glucosa a los 3 meses,
no se observo cambios significativos n=7 p>0.05.

Se determind la concentracién sérica de creatinina como indicador de la disfuncién
renal, debido a que es un parametro que se encuentra aumentado cuando los
individuos tienen problemas a nivel de la filtracion glomerular. Los resultados

muestran una disminucion en la concentracion sérica de creatinina en el grupo de
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cafeteria, aunque esta no es estadisticamente significativa, la mediana para el

grupo control fue de 0.3-0.5 UI/L, y en el grupo de cafeteria fue de 0.3-0.5 UI/L (Graf.

14).
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Graf. 14 Concentracion de la creatinina a los 3 meses,
no se observo cambios significativos n=7 p>0.05.

Los parametros enzimaticos se utilizan para evaluar el dafo hepatico. Los

resultados de aspartato aminotransferasa (AST) no muestran cambios significativos

entre el grupo control (113-153 mg/dL) y el grupo de cafeteria (98-139 mg/dL).

Mientras que la alanino aminotransferasa (ALT) tuvo una disminucion significativa

en el grupo de cafeteria (32-41 mg/dL) con respecto al grupo control (45-73 mg/dL)

(Graf. 15).
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Graf.15 Concentracion de las enzimas hepaticas
ALT y AST a los 3 meses, n=7 *p<0.01.

7.5 CONCENTRACION SERICA DE TSH (ELISA)
Uno de los principales objetivos de este proyecto fue determinar si la obesidad
inducida por la dieta de cafeteria tenia consecuencias en el aumento de la TSH

sérica, para lo cual se utilizé una prueba de ELISA.

Los resultados muestran que los niveles de TSH tienen una mediana de 2.17-2.46
ng/mL y de 2.13-4.30 ng/mL en el grupo control y de cafeteria respectivamente. A
pesar de que se observa aumento en los niveles de TSH por la dieta de cafeteria,

este cambio no es estadisticamente significativo (p=0.2318) (Graf. 16).

CONCENTRACION DE TSH
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Graf. 16 Cuantificacion de TSH por ELISA a los 3 meses de
la dieta, grupo control y al dieta de cafeteria p>0.05 n=7. 47




7.6 CORRELACION ENTRE [TSH]-PESO Y [TSH]-IMC EN EL GRUPO DE

DIETA DE CAFETERIA

De acuerdo a los resultados obtenidos, de peso corporal, IMC y concentracion

sérica de TSH, se realizé la correlacion de los parametros morfométricos y la

concentracion de TSH, para identificar si el aumento de peso se podria relacionarse

con el incremento de la concentracion de TSH.

Los resultados muestran que la correlacion de Spearman entre el nivel de TSH

ng/mL-IMC en el grupo de dieta de cafeteria fue de 0.679, siendo una correlacién

positiva aunque no significativa p=0.110 (Graf. 17) y en la correlacion con el peso

corporal se observa el mismo comportamiento correlacion de 0.393 siendo no

estadisticamente significativo p=0.397 (Graf. 18).

CORRELACION TSH ng/mL-IMC
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Graf.17 Se observa que no existe una correlacion
entre el peso y la concentracion de TSH,
r=0.4015y p>0.05.
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Graf.18 Se observa que no existe una correlacion
entre el peso y la concentracion de TSH,
r=0.3708 y p=>0.05.
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7.7 EXPRESION GENICA
Por medio de PCR en tiempo real se determiné la expresion relativa de TSHR, NIS
y PDES8B en la tiroides de ambos grupos (CAF y controles), para conocer si la
obesidad inducida por la dieta de cafeteria genera cambios a nivel de expresién
genética, los cuales puedan estar relacionados con el hipotiroidismo subclinico que

se presenta en algunos pacientes con obesidad.

7.7.1 Expresion del receptor de TSH (TSHR).
La expresion del receptor de TSH no se ha evaluado en la obesidad, aunque como
ya se ha mencionado sus polimorfismos pueden asociarse con enfermedades
tiroideas como el hipotiroidismo, por lo que se buscé determinar el efecto que tiene
la dieta de cafeteria sobre la expresion de este receptor. Los resultados muestran

que hay un aumento aunque no es significativo (p=0.056) (Graf. 19).
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Graf.19 Se oberva un aumento en la expresion
de TSH-R en tiroides, aungue no es significativo
p=0.05 n=5.
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7.7.2 Expresion del simportador de Na/l (NIS)
El simportador de sodio y yodo es el encargado de transportar el yodo necesario
para la sintesis de las hormonas tiroideas por lo que la modificacién en la expresion
de este gen puede ser un indicador del efecto de la dieta de cafeteria sobre la
sintesis de estas. Los resultados muestran la disminucion significativa (**p=0.0022)
de NIS en el grupo de cafeteria, lo cual podria relacionarse con alteraciones en la

sintesis de hormonas tiroideas (Graf. 20).
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Graf 20 Se oberva una disminucion significativa en la
expresion de NIS en tiroides, *p<0.01 n=6.

7.7.3 Expresion de la fosfodiesterasa 8B (PDE8B)
Se evaluaron también los cambios en la expresion de la fosfodiesterasa 8B ya que
al ser la enzima encargada de hidrolizar al cCAMP (segundo mensajero generado en
la sefalizacién de TSH para la sintesis de hormonas tiroideas), su modificacién
repercute en la sintesis de las hormonas tiroideas. Los resultados indican un
aumento significativo en su expresion (**p=0.006) en el grupo de dieta de cafeteria

(Graf. 21).
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Graf 21 Se oberva un aumento en la expresion de
PDES8B en tiroides, p<0.01 n=5.

7.8 CAMBIOS EN LA EXPRESION DE EXPLANTES DE TIROIDES
INCUBADOS CON TSH

Para determinar el efecto de concentraciones supra fisioldgicas de TSH en la

modificacion de la expresion del TSHR, NIS y PDES8B, se realizaron experimentos

in vitro, incubando explantes de tiroides con diferentes concentraciones de TSH.

Los resultados obtenidos muestran cambios en la expresion a diferentes
concentraciones de TSH (1 mUl, 10 mUl, 100 mUl). Para determinar el tiempo de

incubacion se eligié aquel en el cual habia una mayor respuesta (Anexo Graf. V-X).

7.8.1 EXPRESION TSHR in vitro
Al incubar durante una hora con 1 mUI/mL, 10 mUI/mL y 100 mUI/mL de TSH, se
observa que al aumentar la concentracion de TSH la expresién de TSHR disminuye
en el grupo control (Graf. 22), mientras que en el grupo de cafeteria tiende a

aumentar la expresion siendo mayor a la encontrada en el grupo control (Graf. 23).
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EXPRESION DE TSHR

Graf 22 Expresion relativa del TSHR en
explantes de tiroides del grupo control,
incubados durante 1 hora con TSH.

7.8.2 EXPRESION NIS in vitro
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Graf 23 Expresion relativa del TSHR en
explantes de tiroides del grupo de cafeteria,
incubados durante 1h con TSH.

Al igual que en TSHR el mayor cambio en la expresién de NIS se dio tras incubar
una hora, observandose en el grupo control un aumento en la expresion de NIS al
ir aumentando la concentracion de TSH (Graf. 24), siendo el efecto contrario al
encontrado en el grupo de cafeteria donde la expresion de NIS llega a niveles mas

bajos que los reportados en los controles (Graf. 25).

EXPRESION DE NIS

Graf 24 Expresion relativa de NIS en
explantes de tiroides del grupo control,
incubados durante 1 h con TSH.
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Graf.25 Expresion relativa del NIS en
explantes de tiroides del grupo de cafeteria,
incubados durante 1 h con TSH.
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7.

8.3 EXPRESION PDES8B In vitro

Al realizar la incubacion con las distintas concentraciones de TSH durante 30 min,

se observé que efectivamente la expresion de PDESB esta aumentada en el grupo

CAF en comparacién al grupo control. Sin embargo al aumentar la concentracion de

TSH, encontramos que la expresion de la fosfodiesterasa 8B aumenta de manera

dependiente de la concentracion en el grupo de cafeteria; mientras que, en los

controles esta permanece constante (Graf 26-27).
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Graf.26 Expresion relativa de\PDEBB en

explantes de tiroides del grupo control,
incubados durante 30" con TSH.
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Graf. 27 Expresion relativa de PDESB en

explantes de tiroides del grupo de cafeteria,

incubados durante 30' con TSH.
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8. DISCUSION

8.1 CONSUMO ENERGETICO Y DATOS MORFOMETRICOS
La obesidad va en aumento a nivel mundial debido al consumo de alimentos
hipercaldricos, generalmente snacks o comida rapida que generan incremento en el

IMC y en el tamafio de la circunferencia abdominal.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la dieta de cafeteria fue
capaz de aumentar el peso corporal en las ratas, debido a una mayor ingesta de
productos con alto contenido caldrico. De acuerdo a los datos, esta ganancia de
peso es producida por un mayor contenido de lipidos y carbohidratos, y bajo
contenido de proteina en la dieta, en comparacion con el grupo control. Siendo

similar a lo reportado previamente por otros trabajos 4244,

El consumo energético promedio fue 34.2% mayor en el grupo de cafeteria (Graf. 4
anexo Graf. I). En cuanto a las calorias provenientes de carbohidratos se aumenté
un 7.89% (Graf. 5 anexo Graf. ) y de lipidos el 16.04% en promedio (Graf. 6 anexo

Graf. lll). Por otro lado las dietas altas en grasas aumentan un 10% el consumo .

El consumo de proteinas fue significativamente menor en el grupo de cafeteria, con
respecto al grupo control, del 43.88% (Graf. 7 Anexo Graf. IV). Se ha reportado que
una dieta baja en proteinas genera problemas de hipertension y resistencia a la
insulina, efectos semejantes a los que ocurren en modelos de obesidad, aunque

pueden suceder por vias distintas °”.

Por el contrario, se ha demostrado que las dietas altas en proteinas aumentan la

saciedad, de acuerdo a lo reportado por la escala analoga visual (VAS por sus siglas
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en inglés), esto ocasiona una disminucion del apetito, por lo que algunas dietas
como Atkins, South Beach, Stillman, y the Zone reducen la cantidad de
carbohidratos y aumentan las proteinas para disminuir de peso. Aunque ya se ha
observado que aun sin disminuir la cantidad de carbohidratos consumidos el
aumento de proteinas consumidas cumple este objetivo %8. El incremento de la
saciedad en este tipo de dieta esta relacionado con el efecto térmico producido por
la ingesta de alimentos, el cual afecta el balance energético siendo mayor en las
proteinas con un 15-30%, mientras que es de un 5-10% en carbohidratos y 0-3% en

lipidos %8. Este efecto térmico se ve disminuido en la obesidad °°.

Ademas, se ha observado que una dieta alta en proteinas modula la reduccion de
la resistencia a la insulina y la esteatosis hepatica ¢°. Por lo que la disminucion en
el consumo de proteinas por parte del grupo de cafeteria tiene una gran relevancia
para generar un exceso de peso corporal y favorecer caracteristicas propias del
sindrome metabdlico. Por el contrario, si se usara una dieta alta en proteinas, se
reducirian los efectos causados por la dieta de cafeteria principalmente respecto al
aumento de peso. Ya que también se ha notado que una dieta alta en proteinas

tiene menor masa grasa corporal en relacion a una dieta baja en proteinas .

El indice de masa corporal (IMC), se ha propuesto como un indice para determinar
obesidad en humanos, en el cual considera la masa vy la talla de los individuos (IMC=
peso/estatura?). De acuerdo a la OMS un IMC de 18.5-24.99 se considera normal,
mientras que valores 230 ya se consideran como obesidad '. Sin embargo, aunque
el célculo de IMC en ratas se hace de manera similar (IMC=peso/talla?), no existen

puntos de corte para considerar valores normales u obesidad, ya que esto esta en
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funcién de la edad, la cepa de los animales y el tipo de modelo para producir
obesidad. Novelli y cols. (2007) %2 reportaron que durante el crecimiento las ratas
Wistar llegan a tener un IMC de 0.68, el cual se mantiene sin cambios significativos
a partir del cuarto mes de edad. Mientras que, los animales a los que se les
proporciona una dieta alta en grasa o en sacarosa, su IMC puede aumentar hasta
0.72 o 0.82 respectivamente %2. Estos valores coinciden con los resultados que se
obtuvieron en este trabajo, donde el valor de IMC para el grupo control fue de 0.69
y para el grupo de dieta de cafeteria de 0.85 (Graf. 9), el cual fue mas parecido a
0.82 del grupo de sacarosa y mayor al grupo de dieta alta en grasa 0.72 ambos

reportados por Novelli y cols. (2007) °2.

Con respecto al diametro abdominal Novelli y cols. (2007), registraron que las ratas
Wistar adultas, pueden llegar a tener una circunferencia de 17.2 cm, mientras que
el grupo de sacarosa aumenta su diametro a 22.1 cm. En este modelo, se observo
que el grupo de cafeteria present6 el diametro de 23 cm, significativamente mayor
al obtenido por el grupo control (20.34 cm) (Graf. 10). En los dos grupos el diametro
abdominal fue mayor a los valores reportados previamente, posiblemente estos

cambios puedan ser debidos a que se utilizaron diferentes cepas de animales.

Los resultados obtenidos en este trabajo, asi como los reportados en la literatura
coinciden en que la dieta de cafeteria puede ser un buen modelo para la induccion

de obesidad en animales.
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8.2 TAMANO DE TIROIDES
Al evaluar si la obesidad produce cambios morfolégicos en la tiroides, Shao SS y
cols. (2014), realizaron un ultrasonido de alta frecuencia con el cual identificaron
diferencias significativas del volumen lobular y tiroideo al comparar el grupo de dieta
alta en grasa con el grupo control, ademas de rasgos heterogéneos %’. Sin embargo,
en este estudio no se encontré cambios significativos en el tamafno promedio de los
I6bulos de la glandula tiroides al comparar ambos grupos. Lo que sugiere que la
obesidad inducida por dieta de cafeteria no es capaz de generar cambios
morfologicos en la tiroides durante las 15 semanas que durd la dieta. Aunque seria
interesante evaluar estos cambios en tiempos de exposicion a la dieta mas

prolongados.

8.3 PRUEBAS BIOQUIMICAS
Se realizé la evaluacion de los niveles séricos de glucosa, perfil lipidico (HDL, LDL

y triglicéridos), creatinina y parametros enzimaticos (AST y ALT).

Dentro del perfil bioquimico no se encontraron cambios significativos entre ambos
grupos, de acuerdo a articulos donde se utilizan modelos de obesidad el HDL no
sufre cambios significativos, sin embargo en el LDL vy triglicéridos se ha reportado
aumento, a pesar de que el caso de triglicéridos se observa un aumento, no es
significativo debido al error estandar para lo cual es necesario aumentar el tamafio
de muestra (Graf.12).También el que no haya cambios en HDL y LDL puede

deberse al poco tiempo de exposicidn a la dieta.

En el caso de la glucosa, existe un aumento pero este no es significativo (Graf. 13),
de acuerdo a Macedo y cols. (2012) 4% en ratas con dieta alta en grasa los valores
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de glucosa son de 71.4 mg/dL mientras que en los controles fue de 67.92 mg/dL,
aunque los valores de este trabajo fueron mucho mayores que los reportados, se
toma en cuenta que Macedo y cols. no encontraron cambios significativos ademas

que el tiempo de dieta fue mucho menor 42,

La creatinina sérica elevada es un marcador de disfuncién renal, es un residuo
aminoacido que indica el filtrado glomerular. No obstante, los resultados indican que
el grupo de cafeteria presenté una disminucion significativa con respecto al grupo
control. Esto se puede explicar debido a que la creatinina esta relacionada con la
ingesta proteica y con la masa muscular del individuo %2, en padecimientos como
distrofia muscular, en donde los individuos tienen una menor masa muscular se han
encontrado valores disminuidos de creatinina 3. Lo anterior se puede relacionar con
una disminucion de la masa muscular en las ratas de dieta de cafeteria y su aumento

de masa grasa (Graf. 14).

En el caso de los parametros enzimaticos, la aspartato aminotransferasa (AST) no
presentd cambios significativos. Mientras que la alanino aminotransferasa (ALT)
tuvo disminucion significativa en el grupo de cafeteria. Estas pruebas evaluan la
funciéon hepatica siendo sensibles para el dafio hepatocelular, especialmente ALT
64, En los resultados se encontré que hay una disminucion significativa de ALT en
el grupo de cafeteria, aunque generalmente el aumento es el indicador del mal
funcionamiento se han reportado que su disminucion puede estar relacionada con

higado graso no alcohdlico (Graf. 15) 5.
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8.4 CAMBIOS EN LOS NIVELES DE TSH
Se ha descrito ampliamente que durante la obesidad se puede generar una
disfuncion tiroidea trayendo como secuencia el aumento de la concentracion sérica
de la TSH. También, los niveles de TSH se correlacionan significativamente con un
aumento en el IMC. Aunque los mecanismos para que se lleve a cabo este
fenobmeno no estan del todo claro, se ha propuesto que esto se debe a la
estimulaciéon de leptina en el hipotalamo o por las citosinas proinflamatorias
producidas debido a la inflamacion crénica generada de bajo grado 4%4'. Se han
sugerido otros factores causales del aumento de TSH en la obesidad, por ejemplo,
la dieta. Se ha descrito que el consumo de alimentos hipercaldricos con alto
contenido en grasas, ademas de producir obesidad, contribuyen a generar
complicaciones a nivel metabdlico, como hipertension, diabetes etc. 2. En este
sentido, se ha reportado que la dieta alta en grasa puede producir cambios en la

funcion tiroidea, generando aumento de TSH y disminucion de T4 y T4L 0.

Los resultados muestran incremento en los niveles de TSH en el grupo de cafeteria
con respecto al grupo control (Graf. 16), ademas de una correlacion positiva entre
los niveles de TSH con el IMC y el peso corporal (Graf. 17-18), sin embargo, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas. A pesar de que el 30% de la
poblacién que consumio la dieta de cafeteria si presentd niveles elevados de TSH
(Graf. 16). Posiblemente, sea necesario aumentar el tiempo de exposicion a la dieta
de cafeteria para poder observar cambios significativos en el aumento de TSH, ya
que en otros trabajos en los que utilizan una dieta alta en grasa, observan cambios

significativos en los niveles de TSH entre las 18-24 semanas de dieta .
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8.5 EXPRESION GENICA DE TSHR, NIS, PDESB
Aunque se ha descrito que el hipotiroidismo subclinico es una enfermedad que se
caracteriza por una concentracion elevada de TSH sin alteraciones en los niveles
de las hormonas tiroideas, existen estudios que indican que los niveles de TSH por
tiempos prolongados, pueden llegar a modificar la sintesis de hormonas tiroideas,
generandose asi el hipotiroidismo clinico ?7. En los pacientes con obesidad morbida
ya se ha reportado una incidencia del 48.5% que presentan valores elevados de
TSH 51, Aunque aun existe la discrepancia entre si el IMC tiene una correlacién

positiva con la TSH sérica 4'.

Se decidio evaluar la expresién del receptor de TSH debido a que no existen datos
sobre los cambios que ocurren durante la obesidad a nivel tiroideo. Se evalud la
expresion de NIS debido a su importancia como transportador, encargado de captar
el yodo extracelular para la sintesis de las HT, y a PDES8B por ser el encargado de
hidrolizar cAMP segundo mensajero producido tras la unién de TSH con su receptor
811222425 |g alteracion de estos genes en la obesidad genera informacion

importante sobre lo que sucede en la senalizacion de TSH.

Los resultados indican un aumento en la expresion del receptor de tirotropina
(TSHR), aunque no fue estadisticamente significativo (Graf. 19). Sin embargo, esta
tendencia que se mantiene al determinar la expresion de TSHR en explantes de
tiroides incubados con TSH. Por el contrario en el grupo control se observa la
tendencia a disminuir la expresion tras aumentar el estimulo con TSH (Graf. 22-23).
En estudios previos en tiroides no se habia evaluado la expresion de este gen

unicamente se habian evaluado polimorfismos; donde se ha reportado que si el
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polimorfismo inactiva a TSHR se produce hipotiroidismo, y si lo activa se produce

hipertiroidismo 6.

Con respecto a la expresion del simportador de sodio/yodo (NIS), se observd una
disminucién significativa **p=0.0022 (Graf. 20), en el grupo de cafeteria. De acuerdo
a los resultados de la incubacion de explantes se muestran que al estimular durante
1 hora con 100 mUI/mL de TSH, la expresion de NIS en el grupo de cafeteria se
disminuye, mientras que en el grupo control es el tiempo al que la expresion deja de
ser constante y se observa aumento (Anexo Graf. VII-VIII). Con la exposicion
durante una hora con las distintas concentraciones de TSH empleadas se observo
una disminucion dependiente de la concentracidn en la expresion de NIS en el grupo
de cafeteria. Sin embargo, en el grupo control se identific6 que se mantenia la
tendencia a aumentar tras un estimulo mayor (Graf. 24-25). De forma habitual se ha
reportado que la TSH estimula la transcripcién y cambios post-transducciones de
NIS por la estimulacién con TSH 3466 | |o cual se identificé en el grupo control,
aunque, los resultados en este trabajo muestran un efecto contrario en el grupo de
cafeteria lo que indicaria la influencia de la obesidad sobre a expresion de NIS,
aunque se requieren realizar mas experimentos para identificar si hay cambios a

nivel transcripcional y su repercusion a nivel post-transduccional (Graf. 24-25).

Por otro lado, se observdé aumento significativo en la expresion de PDE8B en el
grupo de cafeteria (Graf. 21), lo que se corrobord in vitro, ya que la estimulacién por
30 min con TSH a las distintas concentraciones indican una disminucion de la

expresion la cual al estimularse con una mayor concentracidbn se estimula
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positivamente en el grupo de cafeteria, mientras que en el grupo control permanece

constante (Graf. 26-27).

Los niveles elevados de leptina durante la obesidad se asocian con la estimulacion
de pro-TRH la cual a su vez estimula la sintesis de TSH, considerandose asi el paso
central del aumento de TSH #4167, Mientras que los SNPs asociados a la modificacion
de la actividad de PDE8B se han considerado como una via periférica del aumento
de TSH 4287 |o anterior debido a que si hay un aumento de PDE8B se inhibe la
senalizacion de TSH, lo cual se trata de compensar con el aumento de TSH, para

asi mantener la homeostasis de las HT en sangre 2049,

Los resultados de este estudio indican que el grupo de cafeteria genera una sobre
expresion significativa de PDES8B, accion que se relaciona con el aumento en los
niveles de TSH caracteristica de pacientes con obesidad, siendo este aumento un

mecanismo compensatorio en la sefializacién de TSH.

Los resultados sugieren que la obesidad inducida por la dieta de cafeteria genera
cambios en la expresiéon de NIS y PDES8, dos genes clave en la sintesis de hormonas
tiroideas. Por una parte, la disminucioén en la expresiéon de NIS principal simportador
de yodo requerido para la sintesis de hormonas tiroideas; y por otro lado, el aumento
de la fosfodiesterasa la cual es una enzima que se encarga de hidrolizar al cAMP,
el segundo mensajero que se encarga de la sefalizacion de TSH en el tirocito para
activar la expresion de NIS tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional
4766 Ademas de regular la endocitosis de la tiroglobulina y la secrecién de las

hormonas tiroideas 2.
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9. CONCLUSIONES

e La dieta de cafeteria es un modelo eficaz para producir obesidad, al generar
un aumento significativo de peso corporal e IMC con respecto al grupo control
que soélo consumio la dieta estandar.

¢ El aumento en el IMC tiene una correlacion positiva con la concentraciéon de
TSH aunque no es estadisticamente significativa. Si bien se observa
aumento en sus niveles a las 15 semanas es necesario realizar una
exposicidn mas prolongada para encontrar niveles séricos elevados en un
mayor porcentaje de la poblacion.

e La obesidad inducida por dieta de cafeteria disminuyé significativamente la
expresion de NIS, mientras que a la expresion de fosfodiesterasa 8B
aumentod. Estas alteraciones fueron mas evidentes después de incubar el
tejido con TSH.

e Los resultados obtenidos sugieren que la obesidad puede producir
modificaciones en la tiroides que afectan la expresion de genes clave en la
regulacion de la sintesis de hormonas tiroideas.

o Estas modificaciones nos indican las posibles alteraciones en la tiroides que
conllevan a una desregulacion en la sintesis de hormonas tiroideas a pesar
del aumento de TSH sérica. Sin embargo, aun se necesitan mas

experimentos para demostrar esta hipotesis.
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10.PERSPECTIVAS

e Aumentar el tiempo de exposicion de la dieta de cafeteria.

e Aumentar la “n” para identificar si la tendencia observada es significativa en
la expresiéon de TSHR.

e Cuantificar la concentracion sérica de T3, T4 libre (T4L) y evaluar el indice
de T3L/T4L.

¢ Realizar la determinacién de TSH sérica basal, otra medicion a la mitad de la
exposicion a la dieta y al terminar para determinar las variaciones en la
concentracion de TSH.

e Medir niveles séricos de leptina y su correlacion con la concentracion sérica
de TSH.

¢ Realizar la incubacion con TSH a concentraciones inferiores y con un mayor
numero de muestras.

e Realizar cortes histolégicos de la tiroides para determinar cambios
morfologicos.

e Determinar la expresion de los receptores de TSH y NIS por
inmunofluorescencia.

e Evaluar la correlacion entre la expresion de mRNA de NIS y el estado de

inflamacion citosinas proinflamatorias (TNFa, IL-1 , IL-6 etc.).
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11.ANEXOS

11.1  CONSUMO ENERGETICO
El consumo energético total fue de 556.2 calorias para el grupo control mientras que
para el grupo de dieta de cafeteria fue de 747.6 calorias, siendo estadisticamente

significativo el aumento de calorias consumidas en el grupo de cafeteria (Graf. |).
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Graf.| Se observa un aumento significativo en el consumo
energetico total por rata siendo mayor en el grupo de dieta
de cafeteria (CAF), "™ p=< 0.0001 n=7.

El consumo total de carbohidratos en el grupo de cafeteria fue significativamente

mayor (Graf. Il).
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Graf Il Se observa un aumento significativo
en el consumo de carbohidratos totales por rata
siendo mayor en el grupo de dieta de cafeteria (CAF),
***p= 0.0001, n=7.
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En cuanto al consumo total de lipidos consumidos por cada rata, este también se
vio incrementado significativamente, siendo estos dos componentes los que le

brindan a la dieta su contenido hipercalorico (Graf. Ill).
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Graf. Il Se observa un aumento significativo
en el consumo de lipidos totales por rata siendo
mayor en el grupo de dieta de cafeteria (CAF),

***p=<0.0001, n=7.

Mientras tanto el contenido proteico ingerido por el grupo de cafeteria fue

significativamente menor que el grupo control (Graf. V).
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Graf IV Se observa una diferencia significativa en el
consumo de proterinas totales por rata siendo menor en el
grupo de dieta de cafeteria (CAF), ™ p= 0.0001, n=7.
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11.2 EXPRESION GENICA EXPLANTES TIROIDEOS
Dentro de las pruebas preliminares que se hicieron para encontrar el tiempo éptimo
de incubacion, se encontro que a la hora habia el cambio mas grande en la
expresion de TSHR con respecto al tiempo cero en el grupo de cafeteria y fue este
el tiempo que se escogid para realizar la incubacion a diferentes concentraciones,
ademas se observé que el grupo control se mantiene constante hasta las dos horas

donde comienza a observase la disminucion de la expresion de TSHR (Graf. V-VI).
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Graf. V Expresion relativa del TSHR en Graf. VI Expresion relativa del TSHR en
explantes de tiroides del grupo control, explantes de tiroides del grupo de cafeteria,
incubados con TSH 1 mU. incubados con TSH 1 mU/mL

En cuanto al tiempo 6ptimo para evaluar la expresién de NIS se encontré que a la
hora también se presentaba el mayor cambio en la expresion del grupo control
siendo un aumento mientras que en este mismo tiempo el grupo cafeteria

presentaba una disminucion, por lo cual se eligié este tiempo para evaluar distintas

concentraciones (Graf. VII-VIII).
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Graf. VIl Expresion relativa del NIS en
explantes de tiroides del grupo control,
incubados con TSH 100 mU/mL.
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Graf. VIl Expresion relativa del NIS en
explantes de tiroides del grupo de cafeteria,
incubados con TSH 100 mU/mL.

Mientras que la expresion de PDESB el cambio mas grande se presentd a los 30

minutos, aunque en el grupo control esta disminucién se da hasta la hora sin

embargo, posteriormente comienza una recuperacién de los niveles de expresion

en ambos grupos (Graf. 1X-X).
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Graf. IX Expresion relativa del PDEEB en
explantes de tiroides del grupo control,

incubados con TSH 1 mU/mL.
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Graf. X Expresion relativa del PDESB en
explantes de tiroides del grupo de cafeteria,

incubados con TSH 1 mU/mL.
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