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RESUMEN

La prevalencia de la obesidad en el mundo es una situacion preocupante, ya que este trastorno
reduce la esperanza de vida. Esta condicion se define como una acumulacion excesiva de
grasa a causa de un desequilibrio entre el consumo y el gasto energético (OMS, 2018). El
consumo cronico de dietas hipercaloricas y el sedentarismo son factores que contribuyen al
desarrollo y el mantenimiento de la obesidad. La produccion y liberacion de las hormonas
tiroideas son controladas por el eje Hipotdlamo-Pituitaria-Tiroideo (HPT), las cuales juegan
un papel importante sobre la regulacion del balance energético y la tasa metabolica y ejercen
sus acciones en multiples tejidos incluyendo el adiposo. La obesidad puede conducir al
incorrecto funcionamiento del eje y del tejido adiposo, desequilibrando la homeostasis
energeética y aumentando el riesgo de padecer enfermedades metabolicas relacionadas con la
obesidad. La actividad fisica es una de las estrategias mas eficientes para reducir el peso y
atenuar las alteraciones inducidas por la obesidad.

Esta tesis tiene el proposito de dilucidar las inconsistencias que se han observado en algunos
estudios acerca de las diferencias dependientes del sexo en la actividad del eje HPT y el
metabolismo energético, bajo un contexto de obesidad y ejercicio, asi como de aportar
informacidn acerca de lo que sucede en ratas hembras, ya que los datos existentes son muy
limitados. Para ello, se realizaron dos experimentos con ratas adultas de la cepa Wistar. En
el primero, se emplearon tanto hembras (n=11) como machos (n=13), de los cuales 5 hembras
y 6 machos fueron alimentadas con una dieta alta en azlcares y grasas saturadas (HFD; 36%
saturadas, 47% grasas monoinsaturadas, 17% poliinsaturadas, 4.6 Kcal/gr) mientras que los
animales restantes con una dieta estandar (Chow; 84% grasas saturadas, 16%
monoinsaturadas, 3.1 Kcal/gr) durante 10 semanas en condicion sedentaria. En el segundo
experimento, se emplearon 27 ratas hembras y 27 machos, que fueron alimentadas con una
dieta HFD (n=14) o Chow (n=13), y, tras 6 semanas en condicion sedentaria, 6 animales
elegidos aleatoriamente de cada grupo (Chow o HFD) fueron sometidos a un procedimiento
de ejercicio crénico voluntario con rueda giratoria por un periodo de 4 semanas, mientras que
los animales restantes permanecieron en condicion sedentaria con el alimento pareado al
consumido por los animales ejercitados.

Los principales resultados de este estudio mostraron que en las hembras predomina la
acumulacién de grasa subcutanea y en los machos la grasa visceral bajo un régimen de dieta
alta en grasas. En hembras, pero no en machos, el ejercicio redujo la ganancia de peso
corporal inducida por HFD y disminuyd el indice de masa corporal, los depdsitos de grasa
visceral y la concentracién de leptina en suero tanto con la dieta estandar como con la dieta
alta en grasas. Ademas, el consumo ad libitum de la dieta HFD, comparado con la dieta
Chow, redujo la expresion de Trh y la concentracion de T4 en machos; redujo la
concentracion de TSH en hembras y aumento los niveles de T3 en machos, pero los redujo
en hembras. Por otro lado, el ejercicio cronico voluntario aumento la expresion de Trh en
machos con dieta Chow, pero la disminuy6 con dieta HFD; aument6 la concentracion de TSH
en las hembras con dieta Chow y en los machos con dieta HFD; no se observaron cambios
en la concentracion de Ts, mientras que T3 disminuyo en las hembras con dieta Chow. En
conclusion, nuestros resultados sugieren que el consumo ad libitum de la dieta HFD tiende a
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inhibir el funcionamiento del eje HPT de diferente manera dependiendo del sexo, y que el
gjercicio crénico voluntario atenGia algunos parametros asociados a la obesidad en mayor
medida en hembras que en machos y modifica la actividad el eje tiroideo de diferente manera

dependiendo del sexo y de la dieta.
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1. INTRODUCCION

1.1 Obesidad

Desde el descubrimiento del fuego y con ello la posibilidad de cocinar alimentos,
favoreciendo la digestion y transformando las sustancias que pudieran ser toxicas en inocuas,
0 con la invencion de la agricultura y la ganaderia, que aumento el sedentarismo al permitir
el establecimiento de pequefios pueblos, los habitos alimenticios y la actividad fisica han ido
cambiando en la historia de la humanidad®. En la actualidad, el facil acceso a la comida con
alto contenido energético y un estilo de vida con bajos niveles de actividad fisica, han
conducido a un aumento en el indice de masa corporal (IMC; una medida del peso relativa a
la estatura) superior al normal en todo el mundo?. De hecho, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), estimo6 que, durante el 2016, el 39% de la poblacién mundial adulta tenia
sobrepeso (IMC > 25 kg/m?) y cerca de un 13% padecia obesidad (IMC > 30 kg/m?), mientras
que, en Meéxico, el porcentaje de la poblacion adulta que padecia sobrepeso u obesidad
rebasaba el 60%. Estas condiciones se definen como una acumulacion excesiva de grasa a
causa de un desequilibrio entre el consumo y el gasto energético (OMS, 2018).

Entre los factores que contribuyen al desarrollo y el mantenimiento de la obesidad, se
encuentran el consumo cronico de dietas altas en grasas y azucares (hipercaldricas), poca
actividad fisica, o una alta eficiencia metabdlica, la cual promueve una mayor retencion de
grasas en el tejido adiposo®*. La prevalencia de la obesidad en el mundo y en México es una
situacion preocupante, ya que ademas de la discriminacion, prejuicios y actitudes negativas
que sufren las personas con obesidad®, este trastorno incrementa el riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) o algunos tipos de cancer,
ademas de reducir la esperanza de vida®.

1.2 Eje Hipotalamo-Pituitario-Tiroideo
En mamiferos, las hormonas tiroideas participan en maultiples funciones que van desde el
desarrollo y el crecimiento, a la conservacion de las funciones fisioldgicas normales en
maultiples tejidos. Estas hormonas tienen una gran influencia sobre el pancreas, el higado, el
musculo esquelético y el tejido adiposo en los niveles de glucosa, la sensibilidad a la insulina
y el metabolismo de lipidos y carbohidratos’.

La produccion y liberacion de las hormonas tiroideas son reguladas por el eje Hipotalamo-
Pituitaria-Tiroideo (HPT). Este eje esta controlado por la hormona liberadora de tirotropina
(TRH, del inglés Thyrotropin Releasing Hormone), que es sintetizada por las neuronas del
nacleo paraventricular (PVN, del inglés Paraventricular Nucleus) del hipotalamo que
proyectan hacia la eminencia media, de donde es liberada a la circulacion portal®. Estas
neuronas también son conocidas como neuronas TRHérgicas, de las cuales se ha demostrado
que se confinan en el area medio y caudal del PVN en ratas®. La TRH llega a la glandula
pituitaria anterior, donde estimula la sintesis y liberacion de tirotropina, también conocida
como la hormona estimuladora de la tiroides (TSH, del inglés Thyroid Stimulating Hormone).
La glandula tiroidea es estimulada por la TSH, desencadenando una serie de reacciones
quimicas que forman las hormonas tiroideas tiroxina (T4) y triyodotironina (Ts3), que
finalmente son liberadas al torrente sanguineo. A su vez, los niveles circulantes de hormonas

11



tiroideas regulan negativamente la produccion de TRH en el hipotdlamo y de TSH en la
pituitaria; este proceso es mediado a través del receptor a hormonas tiroideas beta 2 (THRp2)
(Figura 1)",

(1) Hipotilamo (PVN)

@ Pituitaria Anterior

-

—

TRH
Regulacion
Negativa

Desarrollo. Crecimiento. Regolacidn
de fonciones fisiologicas.

Fig. 1 Eje Hipotalamo-Pituitaria-Tiroideo en mamiferos. EM, Eminencia Media. Creado en BioRender.

La mayoria de las hormonas tiroideas que viajan por el sistema circulatorio lo hacen unidas
a las proteinas séricas prealblmina, albumina y globulina fijadora de tiroxina en diferentes
proporciones dependiendo de la especie’, dejando una disponibilidad muy baja de hormonas
libres capaces de entrar a las células de tejidos diana, donde ejerceran sus funciones'!. Las
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hormonas tiroideas tienen acciones directas e indirectas sobre el metabolismo energético,
principalmente mediante su interaccion con receptores nucleares de hormonas tiroideas o y
B (THRa y THRP), u otros receptores nucleares como el receptor X farnesoide, receptor X
retinoide, receptor X del higado, receptor activado por proliferador de peroxisoma (PPAR) y
el coactivador PPARy (PGC1-a)'? y por la presencia de transportadores de hormonas
tiroideas en la membrana plasmatica.

En humanos, més del 70% de las hormonas tiroideas son liberadas en forma de T4 y el resto
en T3'% mientras que en roedores, la proporcion de ambas hormonas es similarl. T
experimenta una conversion a Ts, aumentando de este modo la afinidad por unirse a los
receptores de la hormona tiroidea; este proceso es mediado por las desyodasas a nivel celular.
Las desyodasas son enzimas que se expresan diferencialmente entre varios tipos celulares y
tejidos, que regulan la concentracion y disponibilidad de las hormonas tiroideas. La
conversion de T4 a Tz es llevada a cabo por la desyodasa D2 y en menor proporcion por D1,
a través de la remocion de un atomo de yodo del anillo externo de Ta. Por otro lado, la
desyodasa D3 es la encargada de convertir a T4 y Tz a hormonas biolégicamente menos
activas: rTs y T respectivamente'13,

En el pancreas, las hormonas tiroideas regulan la produccion de insulina mediante THRal y
THRPB1'2. Se ha asociado la inactivacion del gen de D2 con resistencia a la insulina y
obesidad inducida por dieta en ratones**. En el higado, las hormonas tiroideas tienen un fuerte
impacto sobre la homeostasis de lipidos; esto se logra regulando la sensibilidad a la insulina
en el higado o la gluconeogénesis*?. El musculo esquelético es otro blanco importante de las
hormonas tiroideas, que participa en el gasto energético y la homeostasis de glucosa y de
lipidos™. En este tejido, las hormonas tiroideas estimulan la funcion contréctil, aumentan la
biogénesis mitocondrial, promueven una respuesta apropiada a la insulina y el metabolismo
y eliminacion de la glucosa'®. En el tejido adiposo, las hormonas tiroideas juegan un papel
importante sobre la regulacion del balance energético y la tasa metabdlica mediante la
sintesis, degradacion y movilizacion de lipidos o estimulando la termogénesis adaptativa’2.

Las neuronas TRHérgicas del PVN pueden ser estimuladas o inhibidas por impulsos
neuronales de diferentes partes del cerebro que reciben informacion del estado nutricional,
el ritmo circadiano del individuo, o el descenso de temperatura del exterior'®. Ademas, el eje
HPT esta regulado multifactorialmente en varios pasos de la sintesis de hormonas tiroideas,
como por la expresion de las desyodasas que convierten T4y Ts'! o la expresion y actividad
de la enzima degradadora de TRH (Piroglutamil Peptidasa II; PP11)*. Se ha documentado
que el eje es inhibido por la deficiencia energética como en el ayuno®®, por la falta de yodo®®,
por el aumento en los niveles circulantes de corticosterona?® o por enfermedades como el
sindrome de enfermedad no tiroidea®'. Por otra parte, se ha observado en roedores un
incremento en la actividad del eje HPT en situaciones de demanda de energia como el
gjercicio voluntario??, o el frio?3, y en condiciones de exceso energético, como en animales
alimentados con dieta hipercaldrica?*?°. El incorrecto funcionamiento del eje puede conducir
a un desequilibrio en la homeostasis energética, por lo que su estudio es relevante para
atender los problemas de la obesidad.
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1.3 Tejido adiposo
El tejido adiposo es un blanco importante de las hormonas tiroideas, que participa en
multiples funciones vitales para los mamiferos, como la lactancia, el control de la presion
sanguinea, la respuesta inmune, la regulacion del estado tiroideo y reproductivo y la
regulacion del balance energético. Esto es posible gracias a la secrecion de neuropéptidos,
hormonas y citocinas, y su estrecha comunicacién con el sistema nervioso y con otros
6rganost®26:27,

Este tejido no tiene un lugar o una forma anatomica especifica (Figura 2); se contiene en
varios depositos en dos compartimentos del cuerpo: debajo de la piel o depdsitos
subcutaneos, y rodeando los 6rganos o depdsitos viscerales?’. Se han identificado tres tipos
de tejido adiposo, cada uno con morfologia y funcién fisioldgica diferente, y marcadores
genéticos especificos.
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Fig. 2 Comparacion de los mayores depésitos de tejido adiposo entre roedores y humanos. Aunque la disposicion
anatdmica difiere un poco, el impacto metabolico es similar. Tomado y modificado de Tchkonia et al., 2014.

En primer lugar, el tejido adiposo blanco (WAT, del inglés White Adipose Tissue), el mayor
reservorio de energia (Figura 3A). Ademas de participar en la respuesta inmune y en la
lactancia, cumple un papel esencial para la supervivencia, ya que almacena la energia en
forma de lipidos que pueden ser sintetizados y liberados en tiempos prolongados de ayuno o
durante la enfermedad. También influye en el metabolismo de la glucosa, acidos grasos y
triglicéridos, y funciona como soporte para otros tejidos?’?°. Aunque se conforma por
fibroblastos, células endoteliales vasculares y células inmunes, sus principales componentes
son los precursores de adipocitos y los adipocitos blancos?®. Los adipocitos blancos se
caracterizan por tener una gran vesicula lipidica; como consecuencia, el nucleo es desplazado
a la periferia al igual que las mitocondrias, que también son reducidas en nimero y tienen
una menor expresion de la proteina desacopladora de la mitocondria (UCP1, del inglés
Uncoupling Protein 1)?’, proteina de la cual se habla con mas detalle en el siguiente parrafo.
Ademas, los adipocitos secretan leptina, una hormona involucrada en la regulacién de la
alimentacion y el balance energético. La concentracion de leptina en el plasma correlaciona
positivamente con el volumen de los depésitos de tejido adiposo®.
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En segundo lugar, el tejido adiposo pardo (BAT, del inglés Brown Adipose Tissue), que ayuda
a mantener la homeostasis energética mediante la termogénesis adaptativa (Figura 3B). Hasta
hace poco mas de una década, se comenz0 a reconocer la actividad del BAT en humanos
adultos, pues se pensaba que este tejido desaparecia tras los primeros meses del nacimiento
o se reducia a un tamafio que lo volvia funcionalmente inviable®-3, La termogénesis de BAT
no sélo es activada por el frio, sino que también se ha visto en ratas que puede ser inducida
por una dieta hipercaldrica®*, jugando asi un papel importante en la regulacion del balance
energético. Es un tejido altamente vascularizado y enervado, compuesto por células
mesenquimales perivasculares, preadipocitos y adipocitos pardos®. Los adipocitos pardos
tienen muchas vesiculas lipidicas pequefias y son ricos en mitocondrias esparcidas en el
citosol. Se caracterizan por tener una alta expresion y actividad de UCP1, a diferencia de los
adipocitos blancos. Esta proteina se localiza en la membrana interna de la mitocondria, donde
desacopla el gradiente de protones de la fosforilacion oxidativa, impidiendo asi la sintesis de
ATP y, en su lugar, liberando la energia en forma de calor*®?’.

Las hormonas tiroideas trabajan en conjunto con el sistema nervioso simpatico (SNS),
facilitando la termogénesis adaptativa®®, ya que la expresion de UCP1 estd regulada
sinérgicamente por norepinefrina (NE) y Ts®'. Las catecolaminas epinefrina y NE aumentan
la conversidn de Ts a Tg, al estimular la activacion de una desubiquitinasa que acta sobre la
D2, aumentando la actividad de D2 y los niveles de Ts en el ntcleo. Adicionalmente, las
hormonas tiroideas a través del su receptores THRf regulan la expresion de UCP1 en el BAT
y THRa regula la sensibilidad de la estimulacion adrenérgica®®. Los nervios simpaticos
estimulan adrenérgicamente a los adipocitos pardos, permitiendo que capturen glucosa y
acidos grasos para generar calor a traves de la accion de UCP1, a la vez que disminuyen la
disponibilidad del sustrato evitando que se almacene en el WAT34041,

Finalmente, el tejido adiposo beige (Figura 3C). Son pequefias islas celulares que surgen
dentro de WAT con un fenotipo similar al de los adipocitos de BAT, pero con la expresion
de marcadores genéticos distintos a los adipocitos blancos o pardos. Se denominan adipocitos
beige o brite (del inglés brown in white) y se distinguen de los adipocitos blancos porque
tienen algunas vesiculas lipidicas, pero no tantas como los adipocitos pardos, son
metabolicamente mas activos que los adipocitos blancos y poseen una mayor expresion de
UCP1 a nivel mRNA. El proceso que hace posible la aparicion de estos adipocitos recibe el
nombre de pardeamiento (browning), y es favorecido por condiciones particulares como el
frio, la estimulacién B-adrenérgica o el ejercicio®***. Aln se desconoce si este evento se debe
a la conversion de los adipocitos blancos o a la diferenciacion de las células progenitoras
residentes del WAT, sin embargo, se ha observado que las hormonas tiroideas tienen una
gran influencia regulando la transcripcion de varios genes asociados a este proceso, como
PRDM16 y CIDEA*#, El surgimiento de los adipocitos beige dentro del WAT visceral
(VWAT) ha sido asociado a un incremento en la sensibilidad a la insulina y resistencia a la
obesidad, por lo que su aprovechamiento es una alternativa de mucho interes para enfrentar
la obesidad*®>*’.
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Fig. 3. Cortes histologicos de tejido adiposo. A) Tejido Adiposo Blanco; B) Tejido Adiposo Pardo; C) Tejido Adiposo
Beige. Imagenes tomadas y modificadas de https://www.shutterstock.com

La obesidad da lugar a la expansion del WAT, que es consecuencia de un aumento en el
tamario de los adipocitos y la cantidad de preadipocitos*®. Este crecimiento anormal altera la
distribucion y la funcion del tejido adiposo, situacion que ha sido asociada a las enfermedades
metabolicas relacionadas con la obesidad, como la resistencia a la insulina, DM2 o afecciones
del sindrome metabdlico como la esteatosis hepatica®.

1.4 Actividad fisica

La pérdida de peso en individuos con obesidad esta relacionada a mejoras importantes sobre
la salud, por lo que se han hecho esfuerzos clinicos para inducir la reduccion de masa
corporal. Las estrategias mas eficientes son los tratamientos con farmacos, la cirugia
bariatrica, o las modificaciones en el estilo de vida que incluyen cambios en la dieta y en la
actividad fisica*. La actividad fisica es el movimiento corporal producido por la contraccion
del masculo esquelético que aumenta el gasto energético™. Se ha observado que la actividad
fisica tiene multiples beneficios sobre el estado de la salud mental y fisico, que van desde
disminuir la depresion y el estrés psicolégico o promover mejoras cognitivas, a atenuaciones
del sindrome metabdlico o el aumento de la esperanza de vida®°2. Estos efectos son posibles
gracias a, entre otros, a la secrecion de proteinas que regulan la comunicacion entre el
musculo y otros tejidos, como el adiposo. Algunos ejemplos de estas proteinas, conocidas
como miocinas, son las interleucinas IL-6,-8, y -15, el factor de crecimiento del fibroblasto
21 (FGF21) o fibronectina tipo 111 con 5 dominios (FNDC5)%,

La actividad fisica es un elemento fundamental en la vida diaria de los animales. Se produce
de manera obligada, como en la busqueda de comida o la huida de depredadores; o de manera
facultativa cuando no es requerida directamente para la supervivencia o el mantenimiento de
la homeostasis®. La actividad fisica facultativa puede variar en su intensidad y duracion.
Dentro de esta categoria se encuentra el ejercicio voluntario, que abarca movimientos
corporales repetitivos con el fin de mejorar o mantener la aptitud fisica; y el entrenamiento
de resistencia, disefiado para aumentar la fuerza y la resistencia muscular®. Comparado con
el ejercicio voluntario, el entrenamiento de resistencia aumenta la produccion de hormonas
relacionadas al estrés?>>>% |o que puede generar un sesgo si se desea evaluar el efecto del
gjercicio en roedores sobre el eje HPT, ya que altos niveles de glucocorticoides pueden
inhibir la actividad del eje®"8,
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2. ANTECEDENTES

Numerosos estudios sugieren que los estrégenos contribuyen fuertemente en la funcion y
distribucion sexo-especifica del tejido adiposo en humanos®®®2. Estos grupos de
investigacion reportaron que los hombres tienden a acumular mas VWAT en la cavidad
abdominal, mientras que en las mujeres predomina la acumulacion de WAT subcutaneo
(SCWAT) en las regiones femoral y glutea; pero tras la menopausia, las mujeres adquieren
una distribucion de grasa semejante a la del hombre. Esto es importante ya que los
mecanismos que subyacen al crecimiento de VWAT tienen una estrecha relacion con
complicaciones cardiovasculares, mientras que el aumento de la masa de sCWAT puede
conferir proteccion contra desordenes metabdlicos®3%4, Sobre el BAT, se ha reportado que la
distribucion es similar entre hombres y mujeres, sin embargo, las mujeres almacenan mas
grasa parda y como consecuencia poseen una tasa metabolica mas alta de este tejido®. En
roedores también se han documentado patrones de distribucion sexo-especificos de tejido
adiposo blanco, especialmente la tendencia a conservar o aumentar el SCWAT en hembras®®-
0. Del mismo modo, la distribucion de BAT es similar entre roedores de ambos sexos, y al
igual que en humanos, también se ha observado mayor acumulacion de grasa parda en las
hembras que en los machos respecto al peso corporal’t, ademéas de una mayor capacidad
termogénica y oxidativa’?.

Mas evidencia sustenta que los estrégenos brindan proteccion contra factores de riesgo de la
DM2, del sindrome metabdlico y de enfermedades -cardiovasculares; como la
hiperinsulinemia, hiperglucemia, dislipidemia, o la ganancia de peso total y de WAT
abdominal en mujeres’®"*. Asimismo, se ha reportado que en ratas®®’® y ratones hembras’®"’
bajo un régimen de dieta alta en grasas, las hormonas sexuales también tienen una notable
influencia sobre estos desordenes metabdlicos.

Han sido ampliamente documentadas las diferencias relacionadas al sexo de la actividad del
eje HPT en ratas. Por ejemplo, en multiples estudios, se ha registrado que los machos poseen
mayores concentraciones de TSH y T4 en suero, pero niveles inferiores de Tz comparados
con las hembras®%. Sin embargo, otros estudios han generado resultados discordantes®+®’.
A nivel hipotalamico, no se han encontrado diferencias del contenido de TRH®® ni de
mRNA de TRH 8 entre animales de ambos sexos. A nivel pituitario, se han reportado
mayores niveles de TSH% y de mRNA de TSHpB® en ratas machos jovenes comparados
con hembras de la misma edad, pero también se ha reportado lo contrario® o no se han
encontrado diferencias®®.

La actividad del eje tiroideo también ha sido estudiada bajo un contexto de obesidad. Algunos
estudios muestran que en ratas macho con esta condicion aumenta la expresion del mMRNA
de Trh hipotalamico®*?® mientras que otro estudio observo que la expresion disminuye®®. Se
ha encontrado un aumento en los niveles séricos de TSH?4%, pero también se ha reportado
una reduccion®®®t, Aunque Araujo et al. (2010) y Jaimes-Hoy et al. (2019) reportan que no
hay cambios en los niveles séricos de T4y Ts, Perello et al. (2010) observaron un aumento
en la concentracion de estas hormonas y Shao et al. (2014) una disminucion de Ts. En
hembras se ha observado que aumentan los niveles de T4, pero no hay cambios en la
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concentracion sérica de T3 ni de TSH, ni en la expresion del mMRNA de TRH hipotalamico®.
Una comparacion entre ratas obesas Zucker machos y hembras, alimentadas con diferentes
dietas altas en grasas, no reportd diferencias en los niveles séricos de T3 y T4%

Se ha reportado que el ejercicio cronico voluntario por 14 dias en ratas macho con dieta
estandar, disminuyen los niveles del mMRNA de Trh en PVN y de TSH en suero??, mientras
que los animales sedentarios con alimento pareado al grupo de ejercicio disminuyeron los
niveles de Tz y aumentaron los de corticosterona. Otro estudio reporto que el ejercicio cronico
voluntario por 14 dias aumentd la expresion de Trh en el PVN y no afectd los niveles de TSH
en ratas macho?. Ambos estudios coinciden en que el ejercicio no alter los niveles de Tz y
Tsen suero y Uribe et al. (2014) que la expresion de Trh en PVN disminuye. En hembras, se
ha reportado que el ejercicio cronico voluntario induce un aumento en la concentracion de
TSH y T4 en suero®.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque se han documentado diferencias por la dieta en la actividad del eje HPT en ratas en
ambos sexos, 0 bajo un contexto de ejercicio, la comparacion entre los resultados de los
diferentes estudios con el mismo paradigma se vuelve inconsistente. Ademas, los articulos
reportados con estos tratamientos son limitados y la mayoria han sido llevados a cabo con
ratas macho como sujetos experimentales. Derivado de la falta informacién se plantea la
siguiente pregunta: ¢Cuéles son los efectos del ejercicio cronico en individuos obesos de
ambos sexos sobre la actividad del eje hipotalamo-pituitaria-tiroideo y el metabolismo
energético?

4. JUSTIFICACION

La obesidad representa un problema de salud mundial. Esta condicién puede conducir al
incorrecto funcionamiento del eje tiroideo y del tejido adiposo, desequilibrando la
homeostasis energética y aumentando el riesgo de padecer enfermedades metabdlicas
relacionadas con la obesidad y reduciendo la esperanza de vida. Por otro lado, la actividad
fisica es una de las estrategias mas eficientes para reducir el peso y atenuar las alteraciones
inducidas por la obesidad. En esta tesis se pretende contribuir al incremento del conocimiento
sobre la respuesta metabdlica y del eje HPT ante un protocolo de ejercicio cronico voluntario
en condiciones de obesidad inducida por una dieta alta en grasas en ratas de ambos sexos, ya
gue machos y hembras son dos sistemas bioldgicos muy diferentes, por lo que necesitan ser
estudiados por separado. El estudio del eje tiroideo bajo un contexto de obesidad y ejercicio
en ambos sexos es relevante ya que puede llevar al refinamiento de las técnicas y estrategias
empleadas en el tratamiento de la obesidad.

5. HIPOTESIS

La dieta alta en grasas inducira obesidad y modificara la funcion basal del eje tiroideo en
ambos sexos. Sin embargo, los machos tendrdn mayor volumen de grasa visceral, mientras
que las hembras acumularan mas grasa subcutanea y tejido adiposo pardo. La disfuncién del
eje tiroideo, en conjunto con el aumento de grasa visceral en machos, los hara mas
susceptibles a desarrollar marcadores del sindrome metabdlico, como la hiperinsulinemia e
hiperglucemia basal, dislipidemia o la ganancia de peso total, mientras que el aumento de la
grasa subcutanea y parda conferira proteccion en las hembras. El ejercicio activara el eje
tiroideo y podria mejorar el metabolismo energético y atenuar las alteraciones inducidas por
la obesidad, en mayor medida en las hembras que en los machos.

19



6. OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar los efectos de una dieta alta en grasas y del ejercicio voluntario sobre la actividad
del eje HPT y algunos parametros del metabolismo en ratas adultas machos y hembras.

Objetivos Particulares

e Evaluar los efectos de una dieta alta en grasas y del ejercicio sobre el consumo
caldrico y la ganancia de peso total, asi como de diferentes depositos de grasa y la
morfometria.

e Evaluar los efectos de una dieta alta en grasas y del ejercicio sobre algunos
marcadores metabdlicos asociados a la obesidad en suero (leptina, triglicéridos,
glucosa e insulina).

e Evaluar los efectos de una dieta alta en grasas y del ejercicio sobre algunos
marcadores de la actividad del eje HPT, a nivel mMRNA (TRH en el PVN medio
posterior) y en suero sanguineo (TSH, Tz y Ta).

e Analizar si existen diferencias dependientes del sexo.
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7. METODOLOGIA

7.1 Manejo de animales y grupos experimentales

Ratas hembras y machos adultas (2-3 meses de edad y 260-330 gr) de la cepa Wistar
obtenidas del bioterio del Instituto de Biotecnologia fueron alojadas en pares, en cuartos
distintos de acuerdo a su sexo, en condiciones controladas de temperatura de 22 + 1 °C y un
ciclo de luz/oscuridad de 12h (7:00 AM - 7:00 PM). Tuvieron libre acceso a alimento y agua
durante todo el proyecto, excepto cuando se indica lo contrario. Todos los animales fueron
cuidados de acuerdo a las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO0-
1999 vy los protocolos de la guia de National Institute of Health para uso y cuidado de
animales de laboratorio, y el protocolo fue aprobado por el Comite de Bioética del Instituto
(Proyecto No. 318). Al termino de los experimentos, los animales fueron sacrificados por
decapitacion en una guillotina con una navaja afilada por una persona experimentada, ya que
es un procedimiento rapido y con el menor sufrimiento para provocar la muerte en animales
pequefios sin contaminar tejidos con quimicos como gases 0 anestésicos®.

7.1.1 Primer experimento: Efecto y diferencias dependientes del sexo de una dieta

hipercaldrica
El primer experimento se realizé con ratas hembras (n=11) y machos (n=13). Aleatoriamente,
6 hembras y 7 machos fueron alimentados con una dieta alta en grasas (HFD; 45% de grasa
del total de las calorias, de las cuales, 36% son saturadas, 47% grasas monoinsaturadas y
17% poliinsaturadas, 4.6 Kcal/gr; Envigo TD.06415), mientras que las 5 hembras y los 6
machos restantes fueron alimentados con una dieta estandar (Chow; 84% grasas saturadas,
16% monoinsaturadas, 3.1 Kcal/gr; Envigo 2018SX). Todos los animales de este
experimento se mantuvieron en condicion sedentaria y la duracion total fue de 10 semanas
(Figura 4, diagrama superior). El peso de las ratas fue registrado cada semana y el consumo
de alimento cada dos dias. Dado que los animales se encontraban en parejas, el consumo
individual de cada rata fue promediado a partir del consumo total de ambos animales.

7.1.2 Segundo experimento: Efecto y diferencias dependientes del sexo del ejercicio

cronico voluntario en ratas con obesidad inducida por una dieta hipercalérica
El segundo experimento se realizd con ratas hembras (n=27) y machos (n=27). Elegidos al
azar, 14 animales de cada sexo fueron alimentados con una HFD, mientras que los otros 13
con la dieta Chow. Tras seis semanas en condicion sedentaria (Sed), 6 animales de cada dieta,
elegidos al azar, fueron sometidos a un protocolo de ejercicio cronico voluntario (Ev),
mientras que el resto permanecio en condicion sedentaria (Figura 4, diagrama inferior). En
esta primera fase del experimento, el peso de las ratas fue registrado cada semana y el
consumo de alimento cada dos dias. Durante las siguientes cuatro semanas en las cuales se
llevé a cabo el protocolo de ejercicio, cada noche los animales fueron introducidos
individualmente en cajas de acrilico con una rueda giratoria de 25 cm de didmetro y un
contador magnetico (AccuScan Instruments Inc) el cual marca el nimero de vueltas que corre
cada rata, o individualmente en cajas de acrilico sin rueda giratoria (grupos sedentarios). El
numero de vueltas se multiplico por la circunferencia de la rueda para obtener la distancia
recorrida en metros. Durante el dia, las ratas se mantuvieron alojadas con sus respectivas
comparfieras de caja sin ningun estrés adicional. Se ha reportado que el ejercicio voluntario
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induce una disminucién del consumo de alimento de aproximadamente el 20%22, por lo tanto,
para evaluar los efectos del ejercicio, se pared el alimento ofrecido al grupo sedentario de
acuerdo a la cantidad de alimento consumido por el grupo de ejercicio. En esta fase del
experimento se registrd diariamente el alimento consumido y las revoluciones de la rueda
por cada rata.

Primer Experimento: Efecto de una dieta hipercalérica

PTG
Hembras DP90 (n=11) Morfometria
Machos DP60 (n=13) Ciclo Estral
I 10 Semanas I

Hembras n=5, machos n=6

Chow
Hembras n=6, machos n=7

HFD

Segundo Experimento: Efecto del ejercicio en ratas con obesidad inducida por dieta

PTG
Hembras DP60 (n=27) Ejercicio Voluntario Morfometria
Machos DP60 (n=27) Alimento Parcado Ciclo Estral
In:13 6 Semanas | 4 Semanas |

Chow _— 7

n=14 S == = s s g 070

HFD — n=8

S - e = w6

Fig. 4. Disefio de los dos experimentos y linea del tiempo. DP: Dia Postnatal. PTG: Prueba de tolerancia a la glucosa. La
linea continua indica condicion sedentaria y la punteada condicion de ejercicio voluntario.

7.2 Indice de Masa Corporal
Tres dias antes del sacrificio se pesaron las ratas y se midi6 la longitud corporal (medido
desde la nariz hasta la base de la cola) para calcular el indice de masa corporal (IMC) de los
animales, (Ecuacion 1):

IMC= [Peso (g)/Longitud (cm)?]

Ecuacioén 1

7.3 Prueba de tolerancia a la glucosa
Tres dias antes del sacrificio, se realizd la prueba de tolerancia a la glucosa (PTG), los
animales se sometieron a un ayuno previo de 16h. La glucosa se administré via
intraperitoneal (2 g/kg de peso) y se tomaron muestras de sangre de la punta de la cola de las
ratas al tiempo cero, 30, 60 y 120 min, de las cuales se cuantificd la concentracion de glucosa
utilizando tiras reactivas (Roche) y la concentracion de insulina por técnicas inmunomeétricas,
como se explica mas adelante.

7.4 Diseccion de tejidos
El sacrificio se llevd a cabo en un horario de 9:00 AM a 12:00 PM. Se colecto la sangre
troncal y posteriormente fue centrifugada a 825 x g por 25 minutos para obtener el suero, el
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cual se guardd en alicuotas a -20°C para el posterior analisis de hormonas. En las ratas
hembra se realizaron frotis vaginales para determinar el ciclo estral por colpocitologia
(Anexo 1). Los cerebros fueron removidos inmediatamente y colocados cuidadosamente
sobre hielo seco; una vez congelados se almacenaron a -70°C para la purificaciéon de mRNA
y el andlisis de la expresion de Trh en el PVN. Se pesaron en fresco los depdsitos de WAT y
BAT: el VWAT de la region perigonadal (QWAT) y retroperitoneal (rWAT), y el SCWAT de
la zonainterescapular (IWAT), asi como el BAT del area interescapular, y fueron
almacenados a -70°C. EI WAT total (tWAT) es la suma de los depdsitos de VWAT y sSCWAT.

7.5 Determinacion de parametros bioguimicos en sangre
Un radioinmunoensayo es una técnica inmunomeétrica en la que un antigeno sin marcar y el
mismo antigeno marcado radioactivamente compiten por unirse a una cantidad limitada de
un anticuerpo especifico. Se puede cuantificar el antigeno de interés gracias a su
desplazamiento por el antigeno marcado radioactivamente en la union al anticuerpo; es decir,
la concentracion del antigeno de interés esté inversamente relacionada a la concentracion del
antigeno marcado radioactivamente®*.

Con ayuda del Q. Miguel Cisneros, se realizaron radioinmunoensayos para cuantificar la
concentracion sérica de corticosterona y TSH utilizando los reactivos y protocolos del
National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseasses (rango de sensibilidad
2.5-80 ng/ml) y corticosterona usando los reactivos de Merck-Millipore, PerkinElmer, y
Sigma (rango de sensibilidad 20-2000 ng/ml).

En un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, del inglés Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay), un antigeno de interés reacciona con un anticuerpo (que recubre a
las cavidades de los pocillos) y con conjugado enzimético de cantidad constante. Los
anticuerpos no unidos son eliminados mediante un lavado y se agrega el sustrato de la enzima
para su reaccion, permitiendo la cuantificacion del antigeno de interés gracias a una sefial
detectable, cominmente un cambio de color®. La intensidad del color es proporcional a la
cantidad presente de la enzima conjugada y se relaciona inversamente a la cantidad del
antigeno de interés en la muestra.

Las concentraciones séricas de T4 total (rango de sensibilidad 1-30 pg/dl) y Ts total (rango
de sensibilidad 0.75-10 ng/ml), fueron cuantificados utilizando un kit de ELISA (Diagnostica
Internacional, Zapopan, JAL., México) siguiendo las instrucciones del fabricante, excepto
por una modificacion: se adicionaron 25 uL de suero de rata hipotiroidea a los calibradores
de la curva estandar de acuerdo a como se recomienda en la literatura®. Brevemente, esto se
hizo porque muchos kits comerciales son desarrollados para suero humano, por lo que la
afinidad y capacidad de las proteinas de union son inferiores en estudios con suero de roedor;
esto se corrige adicionando suero de rata hipotiroidea a los calibradores de la curva
estandar®. La concentracion sérica de leptina (rango del ensayo 0.2-12.8 ng/ml) e insulina
(rango de sensibilidad 0.1-12.8 ng/ml) se midi6 usando kits de ELISA de Crystal Chem Inc.
(Downers Grove, IL) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las absorbancias se leyeron
con un lector de micropozos Multiskan FC (ThermoFisher Scientific) a 450 nm durante los
primeros 15 minutos que las reacciones se detuvieron.
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La cuantificacion de triglicéridos se realizé empleando un método enzimatico colorimétrico.
Este método se basa en la hidrolisis enzimética de los triglicéridos del suero para producir
glicerol y acidos grasos libres mediante la accion de la lipoproteina lipasa. El glicerol liberado
es medido por un sistema de reaccion enzimatico acoplado. La ultima reaccion del
procedimiento da un color parpura/rojo cuya absorbancia es medida a 530-550 nm.

Los experimentos 1y 2 fueron analizados independientemente, y para cada uno, las muestras
de machos y hembras fueron medidas por duplicado dentro de un solo ensayo.

7.6 Evaluacion de la expresion a nivel de mensajero de TRH en el PVN

A partir de los cerebros congelados, se realizaron tres cortes coronales de 100 um en un
criostato (Bregma -1.44 a -1.8 mm)® para obtener el PVN medio-posterior. Tras los cortes,
la zona del PVN medio-posterior se obtuvo utilizando un sacabocado con un diametro de 1
mm (Fine Science Tools, Foster City, CA). Los cortes del sacabocado fueron depositados en
microtubos de 1.5 mL y congelados a -70°C hasta la extraccion del RNA. EI RNA total del
PVN medio posterior se obtuvo por el método de tiocianato de guanidina®” y con ayuda de la
Q. Fidelia Romero. Luego, se cuantific6 el RNA y verificO su pureza utilizando un
espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific); las preparaciones mostraron una relacion
de absorbancia de 260/230 y 260/280 nm superiores a 1.5. Posteriormente se verifico la
integridad del RNA corriendo alicuotas sobre un gel de agarosa al 1%. Se llevo a cabo una
retrotranscripcion (RT) para obtener el DNA complementario (cDNA) a partir de 300 ng de
RNA extraido como se ha descrito previamente %%, Brevemente, se resuspendio 1 pg de
RNA en 12 uL de agua tratada con DEPC; las muestras se desnaturalizaron por 5 minutos a
65°C y se agrego la mezcla de reaccion: 8.9 uL de agua tratada con DEPC, 6 uL de
amortiguador para RT 5%, 3 uL de DTT, 0.6 uL de dNTPs 10mM, 1 uL de oligo dT 0.5
pg/uL, 0.5 puL de enzima M-MLV. Posteriormente se dej6 incubar a 37°C durante 2 horas.
Al término de la incubacion se amplific6 el cDNA mediante PCR en tiempo real o
cuantitativa (QPCR) en el termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen). La mezcla de reaccion que
se afiadi6 a cada muestra se prepar6 con 6 puL de master mix KAPA SYBR FAST Universal,
1.2 uL de oligonucleotido sentido (500 nM), 1.2 uL de oligonucledtido antisentido (500 nM),
1.2 uL de agua estéril y 2.4 uL de cDNA para tener un volumen final de 12 pL de reaccion
por tubo.

Las condiciones de amplificacion para el cDNA de Trh en PVN (5’-
GCTAGTGAAGGGAACAGGATAG-3’ y 5’-AGAGGGAGAGGGTGTCTTAAT-3’) fueron las
siguientes: Temperatura de fusion (Tm) =60 °C. El nivel de expresion del mRNA de Trh fue
normalizado contra el gen constitutivo Rplp0 (5’-CTTTGTCTGTGGAGACTGACTAC-3’ y
5’-GAAGAGACCGAATCCCATGTC-3’; Tm=60°C). Los oligonuclettidos utilizados fueron
disefiados por la Dra. Lorraine Jaimes-Hoy y sintetizados en Integrated DNA Technologies
(IDT). Los experimentos 1 y 2 fueron analizados independientemente y separados por sexo;
para cada uno, la curva estandar se hizo con una dilucion 1:3 de cDNA y amortiguador para
RT 5x respectivamente por triplicado, y las muestras por duplicado dentro de un solo ensayo.
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7.7 Analisis estadisticos

Los datos estan presentados como la media el error estandar de la media (EEM). Se uso el
programa estadistico GraphPad Prism 8.0.2 y los datos fueron analizados por ANOVA de
dos vias en el experimento 1 para evaluar los efectos de la dieta y el sexo, o de tres vias en el
experimento 2 para evaluar los efectos de la dieta, el sexo y el ejercicio. Se usé la prueba
post-hoc de Tukey, el nivel de significancia fue de p<0.05. Adicionalmente, en algunos casos
se evaluaron cambios significativos entre dos grupos utilizandose la prueba de t de Student
de dos colas no pareada y con un nivel de significancia de p<0.05.
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8. RESULTADOS

A pesar de que el consumo cronico de una dieta alta en grasas es un protocolo bien
establecido para inducir la obesidad en ratas, se ha reportado que en la cepa Wistar, cerca del
25% de los animales®%l y en la cepa Sprague-Dawley, cerca de la mitad %219 son
animales resistentes a la obesidad (OR), ya que ingieren cantidades equivalentes de alimento
gue los animales propensos a la obesidad, pero, comparados con ellos, los animales OR tienen
una menor ganancia de peso corporal (similar a ratas alimentadas con una dieta estandar),
tienen una menor eficiencia metabdlica y no aumentan la termogénesis inducida por dieta
100102103 De hecho, este fendomeno ha sido estudiado con distintos enfoques por varios
autores, desde las diferencias fisioldgicas y metabolicas, hasta del transcriptoma 1041%, Se
designaron como ratas OR a aquellas que se encontraron por debajo del cuartil inferior en la
ganancia de peso, es decir, las que ganaron menos peso corporal con la dieta alta en grasas
al término de los experimentos, de acuerdo a como se ha descrito en la literatural®. Ademas,
para reducir la arbitrariedad, Unicamente se descartaron los datos de estos animales si el
promedio de éstos se encontraba al menos a tres errores estandar respecto a la media de los
animales restantes. En el primer experimento hubo 4 ratas OR ante el consumo de una dieta
hipercaldrica; en el segundo experimento también fueron 4 ratas OR (en ambos
experimentos, fueron dos machos y dos hembras). Por lo tanto, estos animales no se
incluyeron en los analisis de resultados.

8.1 Experimento 1: Efecto y diferencias dependientes del sexo de una dieta
hipercalorica
Tras retirar los animales OR, los datos del primer experimento se realizaron con ratas Wistar
hembras n=9 y machos n=11. En el anexo 2 se muestra el resumen de los datos y analisis
estadisticos del primer experimento.

8.1.1 Efecto de la dieta hipercalorica sobre el peso corporal y el consumo de

alimento
Los grupos de ratas macho mostraron un mayor incremento de peso que las hembras
independientemente del tipo de dieta consumido. En ambos sexos, la dieta hipercalorica tuvo
un efecto sobre la ganancia de peso, ya que los animales alimentados con esta dieta ganaron
mas peso que los del grupo control (Figuras 5A y 5B). En ambos sexos, los grupos con HFD
tendieron a ingerir menos alimento que sus controles (Figuras 5C y 5D), sin embargo, el
consumo calérico fue mayor (Figuras 6A y 6B). Al normalizar la ingesta de Kcal por Kg de
peso corporal, se observa que, en las hembras, solamente las dos primeras semanas fue mayor
las Kcal/Kg de peso en el grupo HFD vs Chow (Figura 6C), mientras que en los machos se
observo una mayor ingesta de Kcal/Kg de peso las primeras 6 semanas (Figura 6D).
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Fig. 5. Ganancia de peso y consumo de alimento. Los datos estan presentados como la media + EEM y fueron analizados
con pruebas de t de Student para comparar las dietas en cada semana. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

El consumo total de Kcal por Kg de peso fue mayor en las hembras que en los machos en
ambas dietas. Los machos que se alimentaron con la dieta hipercalérica consumieron mas
Kcal/Kg que aquellos alimentados con dieta Chow [Sexo F (1, 16) =42.09, p<.001; Dieta F 1,
16) =0.5842, p=.456] (Figura 7).
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Fig. 7. Consumo total de Kcal por Kg de peso corporal. Los datos estan presentados como la media + EEM y fueron
analizados mediante un ANOVA de dos vias. *p<0.05, ***p<0.001. ### p<0.001 (t-test).
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8.1.2 Efecto de la dieta hipercal6rica sobre el indice de masa corporal y pesos del

tejido adiposo
El consumo de una dieta hipercal6rica aument6 el IMC [Sexo F (1, 16)=1.307, p=.270; Dieta
F (1,16)=16.58, p<.001; Figura 8A], el peso de rWAT [Sexo F (1, 16) =9.528, p=.007; Dieta F
1,16)=16.46, p<.001; Figura 8C] y tWAT [Sexo F (1,16)=.06030, p=.809; Dieta F (1, 1) =14.61,
p=.001; Figura 8E]. En machos, el consumo de la dieta HFD aumento el peso de gWAT
[Sexo F @, 16 =1.097, p=.311; Dieta F (1, 16) =6.984, p=.018; Figura 8B], mientras que en
hembras tanto iWAT como BAT aumentaron [IWAT: Sexo F (1,16 =12.79, p=.003; Dieta F
@, 16) =11.31, p=.004; Interaccion F (1, 1) =5.698, p=.030; Figura 8D. BAT: Sexo F (1, 1)
=4.481, p=.050; Dieta F (1, 16) =0.05240, p=.822; Interaccion F (1, 16y =10.42, p=.005 (Figura
8F)].
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8.1.3 Efecto de una dieta hipercal6rica sobre la prueba de tolerancia a la glucosa
La concentracién de glucosa basal fue mayor en las hembras alimentadas con una dieta HFD
comparado al grupo Chow, mientras que en los machos la concentracion de glucosa fue
mayor a los 120 minutos en las ratas con dieta HFD vs Chow (Figuras 9A y 9B). No se
encontraron cambios significativos en el area bajo la curva (ABC) de la glucosa en ningln
sexo [Sexo F (1, 16)=4.516, p=.050; Dieta F (1, 16)=0.2381, p=.632] (Figuras 9C y 9D).

En hembras con una dieta HFD se observd una tendencia a aumentar la concentracion sérica
de insulina con respecto al grupo Chow durante la prueba de tolerancia a la glucosa, siendo
significativo a los 120 min [Sexo F (1, 16) =0.3565, p=.559; Dieta F (1, 16y =5.553, p=.032]
(Figura 9E). En machos no se encontraron cambios significativos en la concentracion basal
de insulina entre las ratas HFD y Chow, desafortunadamente, se perdieron las muestras de
suero de los machos del tiempo 30, 60 y 120 a causa de un sismo (Figura 9F).
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*n<0.05.
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8.1.4 Efecto de una dieta hipercaldrica sobre la concentracion de corticosterona,

leptina y triglicéridos
La concentracidn de corticosterona en suero fue mayor en las hembras que en los machos de
los grupos con dieta Chow, como se ha reportado. La dieta hipercaldrica redujo la
concentracion de corticosterona Unicamente en hembras [Sexo F (1, 15)=42.31, p<.001; Dieta
F @, 15) =7.752 p=.014; Interaccién F (1, 15y =23.31, p<.001] (Figura 10A). Se observé una
tendencia a aumentar la concentracion sérica de leptina en las ratas HFD de ambos sexos
[Sexo F (1,16)=0.3607, p=.557; Dieta F (1, 16) =6.649 p=.020] (Figura 10B). No se observaron
cambios en la concentracion de triglicéridos [Sexo F (1, 16) = 2.363, p=.144; Dieta F (1, 16) =
0.1018, p=.754] (Figura 10C).
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Fig. 10 Concentracion sérica de corticosterona, leptina y triglicéridos. Los datos estan presentados como la media +
EEM y fueron analizados mediante un ANOVA de dos vias. ***p<0.001.
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8.1.5 Efecto de una dieta hipercaldrica sobre la actividad del eje Hipotalamo-

Pituitaria-Tiroideo
En machos, el consumo de una dieta alta en grasas indujo una disminucion en la expresion
de Trh en el PVN medio (Figura 11A) y de la concentracion de T4 en suero (Figura 11D)
[Trh: Dieta F 1, 14) =9.105, p=.009. T4: Sexo F (1, 15) =86.42, p<.001; Dieta F (1, 15) =24.12,
p<.001; Interaccion F (1, 15) =6.488, p=.022]; la concentracién de T3 aumenté comparado al
grupo Chow (Figura 11C) [Sexo F (1, 16) =268.1, p<.001; Dieta F (1, 1) =1.588, p=.226;
Interaccion F (1, 16)=9.841, p=.006]. En cambio, en hembras alimentadas con la dieta HFD se
observo una disminucién en la concentracion de TSH (Figura 11B) y T3 en suero (Figura
11C).
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Fig. 11 Parametros del eje Hipotalamo-Pituitaria-Tiroideo en respuesta a la dieta hipercalérica. Los datos estan
presentados como la media + EEM y fueron analizados mediante un ANOVA de dos vias. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
#p<0.05 (t-test).
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8.2 Experimento 2: Efecto y diferencias dependientes del sexo del ejercicio
cronico voluntario en ratas con obesidad inducida por una dieta
hipercaldrica
Tras retirar los animales OR, los datos del segundo experimento se realizaron con ratas
Wistar hembras n=23 y machos n=23. En los anexos 3, 4 y 5 se muestra el resumen de los
datos y analisis estadisticos del segundo experimento.

8.2.1 Ejercicio cronico voluntario
Como se ha reportado? las hembras recorren una mayor distancia que los machos. La dieta
hipercaldrica, no influyé en la distancia recorrida en ningdn sexo. (Figura 12).

Distancia

70000
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40000
30000
20000-

6000,
£ 6000 4

3 Hembras HFD
E&A Machos Chow

4000~ Machos HFD

Fig. 82 Distancia recorrida. Los datos estan presentados como la media + EEM y fueron analizados mediante un ANOVA
de dos vias. *p<0.05, **p<0.01.

8.2.2 Efecto de la dieta hipercalérica sobre el peso corporal y el consumo de
alimento en respuesta al ejercicio
Las ratas alimentadas con la dieta hipercaldrica ganaron méas peso que los grupos con dieta
Chow en ambos sexos, sin embargo, este efecto fue mitigado por el ejercicio sélo en hembras
(Figuras 13A y 13B). El consumo de alimento fue mayor en las ratas alimentadas con la
dieta Chow en ambos sexos durante todo el experimento (Figuras 13C y 13D).
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Fig. 13 Ganancia de peso y consumo de alimento en respuesta al ejercicio. Los datos estan presentados como la media
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Se observo que en las ratas alimentadas con HFD hubo un mayor consumo calorico que las
alimentadas con la dieta Chow en ambos sexos a lo largo de todo el experimento (Figuras
14Ay 14B). El consumo de Kcal/Kg de peso fue mayor en los grupos HFD de ambos sexos
en las primeras 6 semanas, este efecto se atenud en las cuatro semanas siguientes que los
animales fueron sometidos al protocolo de ejercicio (Figuras 14C y 14D).

El consumo total de Kcal por Kg de peso fue mayor en las hembras que en los machos en
todas las condiciones experimentales [Ejercicio F (1, 38) =5.938 p=.020; Sexo F (1, 38y =181.3
p<.001; Dieta F (1,38=1.591, p=.215; Ejercicio x Sexo F (1, 33y =6.864, p=.013] (Figura 15).
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Fig. 15 Consumo total de Kcal por Kg de peso corporal. Los datos estan presentados como la media £ EEM y fueron

analizados por ANOVA de tres vias. *p<0.05, ***p<0.001.
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8.2.3 Indice de masa corporal y pesos del tejido adiposo en ratas obesas en respuesta
al ejercicio
Los animales que consumieron la dieta hipercalérica presentaron un mayor IMC comparado
a los grupos con dieta Chow, independientemente del sexo; sin embargo, el ejercicio sélo
redujo el IMC en hembras con ambas dietas [Ejercicio F (1, 3y =12.99, p<.001; Sexo F (1, 3g)
=25.37, p<.001; Dieta F (1,38)=26.30, p<.001] (Figura 16A).

El peso del gWAT fue mayor en las hembras sedentarias con ambas dietas que en los machos
en las mismas condiciones. El ejercicio sélo redujo el peso de gWAT en hembras con ambas
dietas [Ejercicio F (1, 38 =12.65, p=.001; Sexo F (1, 38) =15.96, p<.001; Dieta F (1, 33) =43.91,
p<.001; Ejercicio x Sexo F (1,38 =21.27, p<.001] (Figura 16B).

La dieta hipercalorica aumento el peso de rWAT en machos, pero no en hembras. Por otro
lado, las hembras alimentadas con dieta estandar fueron mas propensas a reducir este
deposito con el ejercicio [Ejercicio F (1,38 =7.773, p=.008; Sexo F (1,38 =2.300, p=.138; Dieta
F (1, 38) =38.36, p<.001; Ejercicio x Sexo F (1,38=12.10, p=.001] (Figura 16C).

La dieta hipercaldrica aumento el peso de iWAT solamente en los machos. El ejercicio no
cambid el peso de este depdsito en ningln sexo y con ninguna dieta [Ejercicio F (1, 38) =4.249,
p=.046; Sexo F (1, 38) =0.3843, p=.539; Dieta F (1, 33) =1.406, p=.246] (Figura 16D).

Se observé que la dieta hipercalérica aumento el peso de la grasa total en ambos sexos. Sin
embargo, el ejercicio s6lo redujo el peso de la grasa total en hembras con ambas dietas
[Ejercicio F (1,38 =21.17, p<.001; Sexo F (1,38 =2.028, p=.163; Dieta F (1, 3y =60.03, p<.001,
Ejercicio x Sexo F (1, 38)=25.76, p<.001] (Figura 16E).

El peso del tejido adiposo pardo fue mayor en las hembras ejercitadas comparadas con los
machos ejercitados, independientemente de la dieta [Ejercicio F (1, 3s) =0.3450, p=.560; Sexo
F (1, 38=35.14, p<.001; Dieta F (1,35)=0.1965, p=.660] (Figura 16F).
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Fig. 16 indice de masa corporal y pesos del tejido adiposo en ratas obesas en respuesta al ejercicio. Los datos estén
presentados como la media + EEM y fueron analizados por ANOVA de tres vias. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. #p<0.05,
##p<0.01 (t-test).
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8.2.4 Prueba de tolerancia a la glucosa en ratas obesas en respuesta al ejercicio
Todos los grupos de animales tuvieron niveles basales de glucosa similares. Al igual que en
el primer experimento, las hembras tuvieron un pico més alto en el minuto 30 que los machos
[Sexo F (1, 38y =31.95, p<.001]. El grupo de machos obesos ejercitados tardd mas en
metabolizar la glucosa que el grupo ejercitado con dieta estandar, pues para el minuto 120
tenian una concentracion mayor (Figuras 17Ay 17B).

Similar al primer experimento, las hembras tendieron a tener un area bajo la curva de la
glucosa superior a la de los machos [Sexo F (1, 38)=23.72, p<.001; Sexo x Dieta F (1,38)=7.414,
p=.010] (Figuras 17Cy 17D).

Los machos alimentados con HFD tuvieron niveles basales de insulina mayores que las
hembras alimentadas con HFD, tanto en condicion sedentaria como de ejercicio [Sexo F (1,
37) =23.00, p<.001; Dieta F (1, 37) =4.134, p=.049; Sexo x Dieta F (1, 37) =9.467, p=.004].
Desafortunadamente, se perdieron las muestras de suero del tiempo 30, 60 y 120 de las
hembras a causa de un sismo (Figuras 17E y 17F).
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8.2.5 Concentracion de corticosterona, leptina y triglicéridos en ratas obesas en

respuesta al ejercicio
Similar al primer experimento, la concentracion de corticosterona fue mayor con la dieta
Chow o tendid a serlo con la dieta hipercaldrica en los grupos de hembras comparados con
los machos. La dieta hipercaldrica no alterd los niveles de corticosterona en ningun sexo,
comparada con la dieta Chow. El ejercicio redujo la concentracion de corticosterona
unicamente en machos con dieta Chow. [Ejercicio F (1,37)=5.813, p=.021; Sexo F (1,37)=22.25,
p<.001; Dieta F (1,37)=0.3626, p=.551] (Figura 18A).

Los animales alimentados con la dieta HFD presentaron una mayor concentracion de leptina
en suero vs las ratas Chow en ambos sexos. El ejercicio contribuyo a la disminucion de la
concentracion de leptina solamente en las hembras, independientemente de la dieta
consumida [Ejercicio F (1, 33) =8.488, p=.006; Sexo F (1, 38) =99.86, p<.001; Dieta F (1, 3s)
=58.97, p<.001; Sexo x Dieta F (1,38=17.93, p<.001] (Figura 18B).

Los niveles de triglicéridos fueron mas altos en los machos con dieta estandar, comparado
con las hembras. La dieta hipercaldrica no cambid los niveles de triglicéridos en ningin sexo,
comparada con la dieta Chow. En hembras ejercitadas con dieta Chow, se observo una mayor
concentracion de triglicéridos comparadas con las hembras sedentarias [Ejercicio F (1, 36) =
11.04, p=.002; Sexo F (1,36 =13.80, p<.001; Dieta F (1, 36) =3.514, p=.069] (Figura 18C).
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Fig. 18 Concentracion de corticosterona, leptina y triglicéridos en ratas obesas en respuesta al ejercicio. Los datos
estan presentados como la media = EEM y fueron analizados por ANOVA de tres vias. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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8.2.6 Actividad del eje Hipotadlamo-Pituitaria-Tiroideo en ratas obesas en respuesta
al ejercicio
Ni el ejercicio ni la dieta hipercal6rica tuvieron efecto sobre la expresion relativa del mMRNA
de Trh en el PVN medio en ningun sexo [Ejercicio F (1, 35y =3.690, p=.0629; Dieta F (1, 35)
=2.044, p=.1617]. Sin embargo, con pruebas de t dirigidas, se detecto que la dieta HFD redujo
la expresion en machos comparada con la dieta Chow, y que el ejercicio aumento la expresion
solo en machos con dieta estdndar, comparados con los machos sedentarios (Figura 19A).

El ejercicio aumento la concentracion sérica de TSH en hembras con dieta Chow y en machos
con HFD comparados con sus contrapartes sedentarias, pero la dieta hipercalérica no tuvo
efecto en ningun sexo, comparada con la dieta Chow [Ejercicio F (1, 38)=10.34, p=.003; Sexo
F (1, 38)=0.9635, p=.333; Dieta F (1, 33y =2.391, p=.130; Sexo x Dieta F (1, 33) =5.335, p=.026]
(Figura 19B).

El ejercicio, comparado con la condicion sedentaria, redujo la concentracion de Tz s6lo en
hembras con dieta estandar, pero no con dieta hipercalorica. La dieta HFD no tuvo efecto en
ningun sexo. [Ejercicio F (1, 38) =4.892, p=.033; Sexo F (1, 38y =6.526, p=.015; Dieta F (1, 3g)
=0.2355, p=.630] (Figura 19C).

Los niveles de T4 tendieron a ser mayores en machos comparados con las hembras,
independientemente de la dieta. Ni el ejercicio ni la dieta HFD cambiaron la concentracion
sérica de T4 en ningun sexo. [Ejercicio F (1, 37=3.748, p=.061; Sexo F (1, 37) =44.16, p<.001,
Dieta F (1,37)=0.2512, p=.619; Sexo x Dieta F (1,37 =5.977, p=.019] (Figura 19D).
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Fig. 19 Actividad del eje Hipotalamo-Pituitaria-Tiroideo en ratas obesas en respuesta al ejercicio. Los datos estan
presentados como la media + EEM y fueron analizados por ANOVA de tres vias. **p<0.01, ***p<0.001. #p<0.05,

##p<0.01, ###p<0.001 (t-test).
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9. DISCUSION

9.1 Efectos de una dieta alta en grasas

El objetivo del primer experimento fue estudiar los efectos de una dieta alta en grasas sobre
la actividad del eje HPT y algunos parametros del metabolismo en ratas adultas machos y
hembras. La obesidad resulta en la expansion del WAT por el aumento en tamafio y nimero
de adipocitos®®; los adipocitos secretan leptina, por lo que la expansion de WAT a su vez
incrementa la concentracion circulante de leptina®®’’. Utilizando un protocolo para inducir
obesidad mediante el consumo ad libitum de una dieta alta en grasas, encontramos que las
hembras ingirieron mas Kcal por Kg de peso comparadas con los machos; es posible que esto
se deba a una estrategia evolutiva que favorezca la obtencion de energia en las hembras,
pues existe una asimetria en el metabolismo energético que va desde los componentes de los
gametos femeninos, pasando por la gestacion y la lactancia'®, a la predisposicion por retener
energia en SCWAT®¢6870 v poseer un BAT metabolicamente mas activo en hembras’ "2,
Ademas, los grupos que consumieron la dieta hipercalorica tuvieron una mayor ganancia de
peso, mayor indice de masa corporal, de peso de la grasa total y una tendencia a aumentar
los niveles de leptina en el suero. Estos resultados concuerdan con lo reportado en la
literatura®®7’.

En multiples estudios se ha sugerido que las hormonas sexuales tienen una estrecha relacion
en la funcion y distribucion sexo-especifica del tejido adiposo®-"°. Nuestros datos apoyan
las publicaciones que reportan una predominancia en la acumulacién de grasa subcutanea en
hembras bajo un régimen de dieta alta en grasas®®®°, pues a diferencia de los machos, fueron
las hembras las que aumentaron la grasa interescapular con la dieta hipercalorica. Del mismo
modo, nuestros resultados respaldan los estudios que sugieren una acumulacion mas
especifica de VWAT en machos®®®, pues, aunque en ambos sexos aumentd la grasa
retroperitoneal con la dieta hipercaldrica, fueron los machos los que aumentaron la grasa
gonadal y no las hembras.

Un estudio previo’ reportd un peso mayor de BAT en las hembras que en los machos con
una dieta estandar (23.5% proteinas, 48.9% carbohidratos, 5% lipidos, 12% agua, 4% fibra 'y
5.7% otros) y un aumento en el peso de BAT en ambos sexos cuando las ratas consumieron
una dieta de “cafeteria” (9% proteinas, 21% carbohidratos, 13.6% lipidos, 51.3% agua, 1%
fibra y 4.1% otros) comparado con la dieta estandar. En el presente trabajo, la masa de BAT
no fue diferente entre sexos de los grupos con dieta estandar, y tnicamente las hembras del
grupo HFD aumentaron el peso de BAT respecto a su control; Es posible que estas diferencias
se deban a la diferencia en el contenido calorico y la composicion nutrimental de las dietas y
a la duracion de los experimentos. Por otra parte, se ha observado que la termogénesis
inducida por dieta y la termogénesis adaptativa tienen un origen metaboélico en BAT, y que
de hecho, situaciones en las que BAT falla al realizar la termogénesis por defectos genéticos,
o cuando el tejido esta ausente, pueden predisponer a la obesidad*, por lo que es posible que
el aumento de BAT en hembras podria ayudar a compensar el exceso energético mediante la
termogénesis.
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La obesidad ha sido asociada a la hiperglicemia, la hiperinsulinemia y la dislipidemia, que
son factores de riesgo de la DM2, del sindrome metabdlico y de enfermedades
cardiovasculares'®’. En un individuo con resistencia a la insulina, el organismo produce mas
insulina como compensacion para intentar mantener la homeostasis'®. Ademas, se ha visto
en ratas resistentes a la insulina, hay un aumento en el contenido de triglicéridos en diferentes
tejidos!®®. En este trabajo, la dieta hipercaldrica no alterd los niveles de triglicéridos en el
plasma, sin embargo, si aumentd la insulina basal en ambos sexos, por lo que podemos
sugerir que los animales estaban desarrollando resistencia a la insulinal'®. Aunque el éarea
bajo la curva de la glucosa no fue diferente entre sexos ni entre dietas, la glucosa basal fue
mayor en las hembras con HFD. Sin embargo, los machos del grupo HFD, comparados con
las hembras, tardaron mas en metabolizar la glucosa, pues la concentracion de glucosa era
superior que la del grupo control para el minuto 120 de laPTG, lo que sugiere que los machos
estaban desarrollando una intolerancia a la glucosa. Esto también puede sugerir que en las
hembras existe una proteccion ante la hiperglucemia, ya sea por efecto de las hormonas
sexuales®®’®"7 o por una regulacion mas eficiente de la homeostasis energética debido a un
mayor volumen de tejido adiposo subcutaneo!' y de BAT2,

Las hembras tuvieron mayores niveles de corticosterona que los machos con dieta estandar;
esto coincide con lo extensamente reportado en la literatura, en la que se ha atribuido esta
diferencia a la regulacion por las hormonas sexuales!®®. Aunque se ha propuesto que en ratas
macho el consumo crénico de una dieta HFD aumenta los niveles de corticosterona'4! en
otros estudios proponen que puede reducir la respuesta al estrés*'®!7 o reducir la ansiedad**2.
En este trabajo no hubo diferencias entre dietas respecto a los niveles de corticosterona en
machos, y de hecho en hembras, la dieta HFD redujo su concentracion, lo que refleja que la
dieta por si misma no causo un estrés adicional a los animales.

Con la dieta estandar, las hembras tuvieron niveles inferiores de TSH, T4 y Tz en suero
comparado con los machos; estos resultados apoyan lo observado para TSH y T4 en varios
estudios’®387 Sin embargo, para T3 otros estudios habian reportado niveles inferiores’®8%
8, 0 sin diferencias®* .

El consumo de la dieta alta en grasas (45% de grasa del total de las calorias, 4.6 Kcal/gr)
redujo la expresion de Trh en el PVN de machos, contrario a los estudios en los que se
observo que una dieta hipercalorica (20, 20 y 60% de calorias de carbohidratos, proteinas y
grasas respectivamente; 5.24 Kcal/gr) por 8 y 12 semanas aumento la expresion®?, Estas
diferencias encontradas en la expresion de Trh podrian deberse a la distinta proporcion de
grasas usadas en la dieta para inducir obesidad. En hembras, no se encontraron diferencias
por la dieta hipercalorica en la expresion de Trh, lo que respalda lo observado en un estudio
con un tratamiento de 60 dias de una dieta alta en grasas y carbohidratos®. La dieta
hipercaldrica no alterd la concentracion de TSH en machos; esto difiere del aumento®° o la
reduccion®®® reportada en otros experimentos. Las diferencias pueden deberse al tipo y
composicion de las dietas y a la duracion de los experimentos. Ademas, la dieta redujo la
concentracion de T4 en machos, opuesto a lo publicado por Perello et al. (2010), pero
apoyando lo reportado en Jaimes-Hoy et al. (2019). En hembras, la dieta redujo los niveles
de TSH y de T3, pero no cambid la concentracién de T4; anteriormente se encontraron niveles
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similares de TSH y un aumento de T42°. Mientras que la dieta aumentd los niveles de T3 en
machos apoyando el estudio de Perello et al. (2010), los redujo en hembras; investigaciones
previas no habian encontrado diferencias®*®; es posible que este aumento en los niveles de
T3 se deba a una mayor actividad de la desyodasa D2, la cual se expresa en la glandula
pituitariay en el BAT, entre otros tejidos y que favorece la conversion de T4 a Ts. En contraste
con un estudio® que compard los niveles de T4 y T3 en ratas alimentadas con una dieta alta
en grasas (85% alimento estandar para roedor suplementado con 15% de manteca) por 30
semanas, en el que no se encontraron diferencias entre sexos, los resultados aqui presentados
muestran que los machos obesos poseen mayores niveles de T4 y de T3 que las hembras
obesas. En conjunto, estos resultados sugieren que el consumo de una dieta alta en grasas ad
libitum tienden a inhibir la actividad del eje HPT, aunque de manera diferente dependiendo
del sexo.

A continuacidn, se presenta una tabla (Tabla 1) en donde se aprecian las diferencias en los
parametros analizados del eje tiroideo, respecto a la dieta estandar de cada sexo del primer
experimento.

Tabla 1. Resumen de la actividad del eje tiroideo en el primer experimento

Machos HFD Hembras HFD
Trh J =
TSH = !
Ts l =
Ts 1 !

Nota. Las flechas hacia arriba indican un aumento significativo, el signo de igual indica que no hubo cambio y
las flechas hacia abajo indican una disminucién significativa respecto al grupo con dieta estandar de cada sexo
respectivamente.

9.2 Segundo experimento
El ejercicio cronico voluntario es un modelo apropiado para reducir la ganancia de peso sin
provocar un estrés adicional en las ratas, como ocurre con otros modelos como el nado o
gjercicio forzado!'®. Teniendo en cuenta que el interés del segundo experimento es el efecto
del ejercicio, el alimento del grupo sedentario fue pareado con respecto al grupo ejercitado
para tener un mejor control sobre esta variable; esto puede explicar las posibles diferencias
en el efecto de la dieta con el primer experimento.

Del mismo modo que en el primer experimento, las hembras ingirieron més Kcal por Kg de
peso tanto en condicion sedentaria como ejercitada, y en ambas dietas (estandar y HFD),
comparadas con los machos. También, en ambos sexos, los grupos alimentados con HFD
aumentaron la ganancia de peso, su IMC, el peso total de las grasas y los niveles de leptina
en suero. En contraste, la acumulacion de la grasa subcutdnea no aumentd significativamente
en las hembras con dieta hipercal6rica, pero si en los machos. Los resultados sobre la grasa
visceral fueron consistentes en los dos experimentos, ya que la acumulacion de estos
depdsitos también fue mayor en machos.

Las hembras obesas que se ejercitaron redujeron la ganancia de peso corporal, su IMC, el
peso de la grasa total y los niveles de leptina comparadas con las hembras obesas sedentarias;
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en los machos, por el contrario, los animales ejercitados no cambiaron estos parametros
comparados con los sedentarios. En ambas dietas, las hembras que se ejercitaron redujeron
la grasa visceral, mientras que en los machos se observo una retencion de estos depositos de
grasa a pesar de hacer ejercicio; estos datos robustecen la informacion reportada acerca de la
predisposicion a la acumulacion de grasa visceral en machos®®®’. Como en el primer
experimento, el peso de BAT tampoco vario entre los grupos control, pero tampoco la dieta
ni el ejercicio tuvieron efecto sobre el peso de BAT en ningln sexo. Sin embargo, las hembras
gjercitadas, comparadas con los machos ejercitados, tuvieron mayor peso de BAT en ambas
dietas; esto podria conferir en las hembras ejercitadas una mayor capacidad termogénica que
en los machos, independientemente de la dieta, pues, como se mencion0 antes, la
termogénesis inducida por dieta y la termogenesis adaptativa tienen un origen metabolico en
BAT4,

Los niveles de triglicéridos fueron mas altos en los machos con dieta estdndar comparado
con las hembras con la misma dieta. La dieta hipercalérica no alteré los niveles de
triglicéridos en ningun sexo. En hembras ejercitadas con dieta Chow, se observd una mayor
concentracion de triglicéridos comparadas con las hembras sedentarias. Ni la dieta
hipercaldrica ni el ejercicio cambiaron los niveles basales de glucosa en ningun sexo. Las
hembras ejercitadas con dieta estandar tuvieron una mayor AUC de la glucosa que los
machos ejercitados con la misma dieta; el resto de los grupos se mantuvieron similares. Los
machos obesos tuvieron notablemente niveles basales de insulina mayores que las hembras
obesas; esto puede sugerir que las hembras son menos propensas a desarrollar
hiperinsulinemia, apoyando un estudio anterior®®.

Al igual que el primer experimento, las hembras tuvieron mayores niveles de corticosterona
que los machos con dieta estandar, pero, a diferencia del primer experimento, el tratamiento
con la dieta alta en grasas no redujo la concentracion de corticosterona; esta diferencia puede
deberse a la restriccion de alimento en el grupo sedentario. Al igual que en el primer
experimento, el que no se presentaran cambios en los niveles de corticosterona entre dietas,
sugiere que la dieta no caus6 un estrés adicional en los animales. El ejercicio, por otro lado,
redujo los niveles de corticosterona en machos con dieta estandar y en el grupo HFD tendié
a reducirlos (p=0.055, t-test). Esto nos confirma que el ejercicio voluntario no causé estres
adicional en los animales®?, y que incluso en machos tuvo un efecto positivo ante el
estrés®1°2,

Se ha documentado que situaciones demandantes de energia, como el ejercicio, activan el eje
tiroideo, fomentando el aumento en la sintesis y liberacion de TRH en el PVN, de TSH en la
glandula pituitaria y las hormonas tiroideas en la tiroides'®. La distancia corrida por las
hembras fue 10 veces mayor que la de los machos. Esto coincide con lo reportado
previamente?°. El ejercicio voluntario aumentd la expresion de Trh en el PVN de machos con
dieta estandar, pero este efecto se inhibié con el consumo de una dieta alta en grasas, y de
hecho, en los machos sedentarios con HFD disminuyo la expresion de Trh. Por otro lado, no
se observaron cambios en la expresion de Trh en hembras ante ningan tratamiento. La dieta
HFD no cambid la concentracion sérica de TSH en hembras, igual que lo reportado en
Jaimes-Hoy et al. (2019), ni en machos, sin embargo, el ejercicio si aumento la concentracion
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de TSH en las hembras con dieta estandar, similar a lo reportado por Parra et al. (2019) y en
los machos con dieta alta en grasas. Ni la dieta ni el ejercicio alteraron los niveles de T4 en
ningln sexo. Esto coincide con lo publicado por Uribe et al. (2014) y por Parra et al. (2019)
con machos ejercitados, pero difiere con el aumento reportado en Parra et al. (2019) en
hembras ejercitadas contra su control sedentario?. Es posible que esta diferencia se deba a
la duracion del protocolo de ejercicio, pues en Parra et al. (2019), el ejercicio crénico
voluntario tuvo una duracion de 14 dias. A diferencia del primer experimento, no hubo
diferencias en la concentracion de T3 entre sexos con dieta estandar, similar a lo reportado
por Boado et al. (1983) y Christianson et al. (1981). La dieta hipercaldrica tampoco altero
los niveles en machos, similar a lo publicado en Araujo et al. (2010) y en Jaimes-Hoy et al.
(2019), ni en hembras, similar a Jaimes-Hoy et al. (2019). El ejercicio redujo la concentracion
de T3 en hembras con dieta estandar, pero no en machos. Esto coincide con lo publicado en
por Uribe et al. (2014) y por Parra et al. (2019) con machos ejercitados con dieta estandar.
En conjunto, estos resultados sugieren que el ejercicio modifica la actividad del eje tiroideo
de manera diferente dependiendo del sexo, pero estos efectos pueden verse alterados por el
consumo de una dieta alta en grasas.

En las siguientes tablas se aprecian las diferencias dentro de cada sexo sobre los parametros
analizados del eje tiroideo respecto al grupo sedentario con dieta estandar en machos (tabla
2) y en hembras (tabla 3) del segundo experimento.

Tabla 2. Resumen de la actividad del eje tiroideo en machos del segundo experimento

Ev Chow & Ev HFD & Sed HFD &
Trh 1 = J
TSH = 1 =
T4 = = =
T3 = = =

Nota. Las flechas hacia arriba indican un aumento significativo, el signo de igual indica que no hubo cambio y
las flechas hacia abajo indican una disminucidn significativa respecto al grupo en condicion sedentaria y con
dieta estandar en machos.

Tabla 3. Resumen de la actividad del eje tiroideo en hembras del segundo experimento

Ev Chow @ EvHFD @ Sed HFD ¢
Trh = = =
TSH 1 = =
T4 = =
T3 l = =

Nota. Las flechas hacia arriba indican un aumento significativo, el signo de igual indica que no hubo cambio y
las flechas hacia abajo indican una disminucion significativa respecto al grupo en condicién sedentaria y con
dieta estandar en hembras.
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10. CONCLUSIONES

En este trabajo se encontrd que cuando las ratas Wistar consumen una dieta alta en grasas ad
libitum, hay una mayor acumulacion de sSWAT y BAT en hembras, mientras que en machos
es mas marcada la acumulacion de VWAT. Ademas, se observd que el ejercicio redujo la
ganancia de peso corporal inducida por HFD, y disminuy0 el indice de masa corporal, los
depdsitos de grasa visceral y la concentracion de leptina en suero en ambas dietas en hembras,
pero no en machos. El consumo ad libitum de la dieta HFD tiende a inhibir la actividad del
eje HPT de diferente manera dependiendo del sexo. El ejercicio cronico voluntario atenta
algunos parametros asociados a la obesidad en mayor medida en hembras que en machos y
modifica la actividad el eje tiroideo de diferente manera dependiendo del sexo y de la dieta.

11. PERSPECTIVAS

En vista de que las hembras recorrieron mayor distancia con la rueda giratoria, seria
interesante comparar los efectos del ejercicio cronico voluntario, cuando hacen la misma
cantidad de actividad fisica que los machos. Esto podria lograrse sometiendo a los animales
a la misma intensidad, velocidad y tiempo en una caminadora.

Analizar otros parametros asociados a la regulacion de las hormonas tiroideas, como la
actividad de la desyodasa D2 en BAT y en la pituitaria; Analizar la expresion de genes
asociados a la actividad mitocondrial como PGC1la 0 marcadores de la termogénesis como
UCPL1 para tener una mayor comprension de los efectos del ejercicio y la dieta sobre el
metabolismo energético.
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ANEXO 1. Ciclo estral

Ciclo estral: Primer Experimento

Condicion Rata Fase
Sed Chow 6 Diestro-Estro
8 Diestro
13 Diestro-Estro
15 Estro
16 Estro
Sed HFD 7 Diestro
9 Estro
10 Proestro
11 llegible
14 Estro
17 Estro
Ciclo estral: Segundo Experimento
Condicion Rata Fase
Ev Chow 1 Estro-Proestro
2 Diestro
3 Estro-Proestro
4 Estro
5 Estro
6 Estro-Proestro
Ev HFD 7 Estro
8 Proestro
9 Estro
10 Estro-Proestro
11 Diestro
12 Diestro
Sed Chow 16 Diestro
17 Proestro
18 Estro-Proestro
19 Estro
20 Estro-Proestro
23 Estro-Proestro
24 Diestro
Sed HFD 13 Diestro
14 Estro
15 Estro
21 Diestro
22 Diestro
25 Estro
26 Estro
27 Estro
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tros metabdlicos y del eje HPT del primer
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ANEXO 3. Distancia recorrida por las ratas ejercitadas en cada
dieta, en metros.

Machos Hembras
Semana Chow HFD Chow HF ANOVA
1 2215 + 214 | 1707 + 521 | 4191 + 658% 5727 + 403% |S
2 2390 + 276 | 1682 + 766 | 14747 + 3091% | 12160 + 2887%|S
3 2308 + 357 | 1891 + 919 | 27632 + 7414% | 14733 + 5983 |S
4 1729 + 258 | 1817 + 892 | 28633 + 6567% | 14403 + 5716 |S

&Hembras vs. Machos; S efecto del sexo; (ANOVA, p<0.05).
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ANEXO 4. Parametros metabdlicos del segundo experimento.
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ANEXO 5. Parametros del eje HPT del segundo experimento.
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