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Resumen

El estrés puede definirse como una perturbacién de la homeostasis del organismo. Durante la
adolescencia se desarrollan circuitos neuronales involucrados en el procesamiento del estrés,
por lo que representa una etapa de vulnerabilidad ante estimulos estresantes. El estrés es
principalmente procesado por el eje Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) y por el sistema
nervioso simpético (SNS), donde se desencadena una serie de cambios fisiologicos que
permiten contender contra el estimulo. Una respuesta inmediata es la alteracién del balance
energético con el fin de proveer al organismo la energia necesaria en el momento en que se
presenta el estresor. El balance energético es regulado principalmente por el eje Hipotadlamo-
Pituitaria-Tiroides (HPT). Los ejes HPT, HPA y el SNS son regulados por multiples factores
externos como la alimentacion, los ritmos circadianos, la actividad fisica y el estrés.

El estrés cronico ocasiona alteraciones que afectan al balance energético al actuar como
inhibidor de la actividad del eje HPT, lo que puede ocasionar una disminucién de la movilizacion
de las reservas energéticas ante situaciones de demanda energética. Adicionalmente, el estrés
cronico durante la adolescencia puede generar alteraciones en la maduracion de los circuitos
involucrados en el estrés dando como resultado una respuesta alterada en la edad adulta. En
este trabajo se evalla si el estrés durante la adolescencia inhibe la expresién de genes lipoliticos
regulados por hormonas tiroideas a nivel del tejido adiposo blanco en una situacién de demanda
energética como es el ejercicio voluntario en la etapa adulta.

Para realizar el proyecto se utilizaron ratas macho (N=36) y hembra (N=36) de la cepa Wistar
de 30 dias de edad, que se mantuvieron en habitaciones separadas de acuerdo al sexo y grupo
experimental. Fueron divididas en dos grupos, control (C) (n=18) y estrés crénico variable (ECV)
(n=18), las ratas del grupo EVC fueron sometidas a un protocolo de estrés crénico durante la
adolescencia (hembras: 30 dias; machos: 40 dias). Durante este periodo también se realizaron
pruebas conductuales. Una vez terminado el protocolo y alcanzada la edad adulta las ratas de
ambos grupos experimentales se dividieron en: un grupo sedentario con alimentacioén ad libitum
(S) (n=6); un grupo ejercitado (Ex) (h=6) y; un grupo sedentario con alimentacion pareada al
ejercicio (PF) (n=6). Las ratas en los grupos Ex cumplieron con un protocolo de ejercicio durante
14 dias, el cual consistié en colocar a las ratas individualmente en una caja que contenia una
rueda de ejercicio entre las 19:00 h. y 7:00 h del dia siguiente. Una vez concluido el protocolo
de ejercicio los animales fueron sacrificados y se colectd sangre y tejido adiposo blanco (TAB)
para su posterior analisis.

Se usaron pruebas ELISA para cuantificar la concentracién de Hormonas Tiroideas en sangre,
los resultados no mostraron un aumento en la concentracién de hormonas tiroideas. Pero al
analizar el tejido adiposo blanco por PCR se observa un aumento de desyodasa 2, o que puede
sugerir un aumento en la concentracién de Hormonas Tiroideas (HT) en 6rganos blanco.
Ademas, en los animales del grupo Control-Ejercitados (C-Ex) al compararlos con los animales
del grupo de Estrés Crénico Variable-Ejercitados (ECV-EX) se observa una mayor expresion de
genes regulados por HT que han demostrado estar involucrados en la regulacion al alza de la
lipodlisis. Lo que nos lleva a concluir que el estrés durante la adolescencia produce una
atenuacion en la expresion de ciertos genes involucrados en la lipdlisis y regulados por HT, en
respuesta al ejercicio voluntario en el tejido adiposo blanco en la etapa adulta
independientemente del sexo.
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ACTH Corticotropina

Adrb3 Receptor adrenérgico 3

AVP Arginina vasopresina
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CRH Hormona Liberadora de Coritcotropina
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Dio2 Desyodasa 2
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LC Locus Ceruleus
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MAGL monoaciglicerol lipasa

MC-2 Receptores de melanocortina 2
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OFT Prueba de campo abierto (Open field test)
PAS Sistema de actividad fotoeléctrica (Photobeam Activity System)
PPII Piroglutamil peptidasa I

PVN Nucleo Paraventricular (Paraventricular nucleus)
RNA Acido ribonucleico

RNAmM RNA mensajero

SNS Sistema Nervioso Simpatico

TAB Tejido Adiposo Blanco

TG Triacilglicerol

TAP Tejido Adiposo Pardo

T3 Triyodotironina

T4 Tiroxina




|. Introduccion

Nuestra sociedad se desenvuelve en un entorno con mdultiples estimulos estresantes a
consecuencia del estilo de vida ajetreado que hemos adoptado. Como consecuencia de ello
ha habido un incremento en enfermedades relacionadas con el estrés como desérdenes
psiquiatricos, problemas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, obesidad, entre otras.
Pero ¢como se define estrés? este es un concepto que ha sido dificil de definir debido a su
multicausalidad, aunque varios autores coinciden al definirlo como una interrupcion en la
homeostasis del organismo que da como resultado la redireccion adaptativa del gasto de
energia y el comportamiento (Ulrich-Lai y Herman 2009; Rabasa y Dickson, 2016). De
acuerdo con esta definicion los seres vivos nos encontramos ante situaciones que
comprometen la homeostasis de nuestro organismo constantemente, por lo que
evolutivamente hemos desarrollado mecanismos que nos permitan contender contra
estimulos estresantes.

En animales, el estrés genera una respuesta integral que involucra la activacion e
interaccion de multiples procesos, los cuales incluyen los sistemas conductual, autbnomo,
endocrino e inmunoldgico (Ulrich-Lai y Herman, 2009). El principal componente endocrino
de esta respuesta implica la activacion del eje hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA), lo que
desencadena una cascada neuroendocrina que da como resultado la sintesis y secrecion
de glucocorticoides (cortisol en humanos y corticosterona en roedores y otras especies). La
principal accion fisiologica de los glucocorticoides es la redistribucion de energia a través
del aumento en disponibilidad de sustratos energéticos para promover la supervivencia ante
factores estresantes. Simultdneamente, el estimulo activa el Sistema Nervioso Simpético
(SNS) el cual estimula la liberacion de catecolaminas en las terminales nerviosas simpéticas
(norepinefrina, NE) y de las glandulas suprarrenales (epinefrina, E). La liberacién de
catecolaminas estimula receptores de diferentes 6rganos blanco que promueven la
respuesta de “lucha o huida”, incrementando la movilizacién de las reservas energéticas
(Rabasa y Dickson, 2016). Otro sistema neuroenddécrino que regula el gasto energético es
el eje Hipotalamo-Pituitaria-Tiroides (HPT), que se encarga de controlar alrededor del 30%
del gasto energético basal (Fekete y Lechan, 2014) y a diferencia de los antes mencionados
es inhibido por ciertos tipos de estresores (Joseph-Bravo y col., 2015a).

Los ejes HPT, HPA y el SNS son regulados por diferentes factores externos cémo la
alimentacion, los ritmos circadianos, la actividad fisica y el estrés; pudiendo afectar el
balance energético de manera positiva o negativa (Herman y col., 2012; Joseph-Bravo y
col., 2015a).

El estrés agudo activa el HPA y SNS, los cambios producidos son esenciales para la
sobrevivencia; en cambio, el estrés cronico produce varias alteraciones que pueden llevar
a la ansiedad o depresion y es considerado como un factor que induce a la obesidad ya
gue provoca alteraciones en el balance energético que contribuyen a un aumento en el
consumo de alimento y a la acumulacion de tejido adiposo por los efectos adipogénicos de
los glucocorticoides (Rabasa y Dickson, 2016). Algunos tipos de estrés agudo o crénico
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inhiben la actividad del eje HPT en estado basal y en su respuesta a retos metabdlicos, lo
gue disminuye el gasto energético (Joseph-Bravo y col., 2015a). La Organizacion Mundial
de la Salud define a la obesidad como una acumulacién anormal o excesiva de grasa
ocasionada por un desequilibrio entre la ingesta y el gasto de energia, siendo perjudicial
para la salud. En los ultimos 30 afios, la obesidad se ha convertido en una epidemia que
afecta a uno de cada tres adolescentes y nifios, y a siete de cada diez adultos en México
(Riveray col., 2018).

Debido a los cambios hormonales que ocurren durante periodos dinamicos de desarrollo y
maduracion, la forma en que el estrés es procesado se relaciona con el sexo y la edad del
individuo (Bale y Epperson, 2015). La adolescencia es un periodo particularmente
vulnerable a los estimulos del estrés, durante el cual se dan procesos de desarrollo
neuroldgico que ayudan al organismo a contender contra el estrés (Hammerslag y Gulley,
2016). El ejercicio es considerado como una alternativa para disminuir los efectos nocivos
del estrés, si bien promueve la activacion del eje HPA, también se liberan
neurotransmisores que amortiguan los efectos de los glucocorticoides (Chen y col., 2017).
El eje HPT se activa por el ejercicio voluntario, pero esta respuesta se encuentra atenuada
cuando los animales son previamente sometidos a estrés crénico, con la subsecuente
disminucién en la movilizacion de las reservas de grasa (Parra-Montes de Ocay col., 2019).
En este trabajo se plantea evaluar los efectos del estrés crénico variable durante la
adolescencia sobre la respuesta al ejercicio voluntario de genes lipoliticos regulados por
hormonas tiroideas.

——
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II. Marco tedrico

IT.I Adolescencia

La adolescencia es definida como un periodo de transicién gradual de la nifiez a la adultez
y comprende un importante periodo de neurodesarrollo postnatal (Spear, 2013).
Evolutivamente, es durante la adolescencia cuando maduran las habilidades sociales y
cognitivas adultas que permiten incrementar la independencia de los individuos. En ratas,
se estima que la adolescencia comienza aproximadamente desde el dia posnatal (DPN) 30
y comprende aproximadamente 30 dias en hembras y 40 dias en machos (Figura 1).

PUBERTAD

DPN 30 DPN 40 DPNso DPN 60 DPN70

ADOLESCENCIA

PUBERTAD

DPN 30 DPN 40 DPN50 DPN 60 DPN70
ADOLESCENCIA

Figura 1. Periodo de pubertad y periodo estimado de adolescencia en ratas hembra y macho. Se estima que la
adolescencia en ratas comienza a partir del DPN 30 y se extiende hasta aproximadamente el DPN 60 en
hembras y 70 en machos. DPN: dia postnatal (Modificado de Schneider, 2013).

Los procesos de desarrollo neurol6gico que ocurren durante esta etapa se superponen e
interactan con el periodo de desarrollo puberal durante el cual se alcanza la madurez
sexual (Schneider, 2013). Este periodo representa una etapa de vulnerabilidad a causa de
los procesos de desarrollo neuroldgico de los sistemas subcorticales y de control prefrontal
que tienen lugar durante esta etapa (Hammerslag y Gulley, 2016). Entre estos procesos se
encuentran cambios a nivel celular en regiones limbicas y prefrontales, produccién de
nuevos axones y sinapsis, seguida de podas rapidas y crecimiento continuo en la densidad
de las fibras que conectan la amigdala y la corteza prefrontal. Sin embargo, estos procesos
no ocurren de manera simultanea, siendo las regiones limbicas las que se desarrollen antes
que las regiones prefrontales, lo que provoca una tendencia a tomar decisiones impulsivas
y tener actitudes riesgosas (Casey, 2008). La desregulacion de los neurocircuitos de estrés
es la caracteristica mas comun en las enfermedades neuropsiquiatricas. Es durante la
adolescencia cuando tienden a presentarse los primeros sintomas de este tipo de
padecimientos (Bale y Epperson, 2015). Ademas de la predisposicién a enfermedades
neuropsiquiatricas generada por el estrés durante la adolescencia, el tener un estimulo
estresante cronico durante este periodo de desarrollo puede provocar que la respuesta al
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estrés en el individuo adulto esté alterada; a diferencia de los efectos del estrés durante la
edad adulta, que suelen ser reversibles con el tiempo, los efectos del estrés durante la
adolescencia pueden ser permanentes (Romeo, 2013).

ITI.II. Estrés

El estrés como término fue definido por H. Seyle en 1936 como una perturbacion de la
homeostasis del organismo (Engelmann y col., 2004). La naturaleza de los estimulos
estresantes es variable, por lo que es necesario clasificarlos de acuerdo a sus
caracteristicas, en funcion al tipo de amenaza al organismo, al tiempo de exposicién, a su
repeticion a través del tiempo y al tipo de vias neuronales que se activan ante ellos. Los
estresores psicolégicos 0 amenazas predictivas son aquellos que no atentan directamente
contra la vida del organismo, son procesados por el sistema limbico que involucra a la
amigdala, el hipocampo y la corteza prefrontal, donde se procesa la informacién sensorial
y emocional que se transmite al hipotalamo activando al eje HPA y al SNS. Los estresores
fisicos son aquellos que ponen en riesgo la supervivencia inmediata del organismo, estos
activan rutas somaticas y viscerales que activan ndcleos del tallo cerebral que inervan al
hipotalamo donde se desencadena la respuesta al estrés (Du Preez y col., 2021). De
acuerdo a la duracion un estresor se le puede clasificar como agudo cuando se presenta
en un periodo de minutos, segundos u horas o crénico cuando se prolonga por dias,
semanas, meses e incluso afios. El estrés crénico se puede clasificar a su vez en estrés
homotipico que se refiere a cuando un mismo estresor se presenta repetidamente a lo largo
del tiempo; y heterotipico donde se presentan distintos estresores a lo largo del tiempo. Una
respuesta apropiada al estrés altera los procesos fisioldgicos y de comportamiento para
promover la supervivencia.

Los mecanismos clave en la respuesta al estrés que se han descrito hasta ahora involucran
a la corteza cingulada anterior (ACC) y la amigdala que, al intercambiar informacién con la
corteza orbitofrontal, puede desempefiar un papel clave en la respuesta a las amenazas al
bienestar (Figura 2). EI complejo ACC-amigdala estimula dos importantes proyecciones
descendentes: la via hacia el locus coeruleus (LC) y la via hacia los nucleos hipotalamicos
ventromedial (VMN) y paraventricular (PVN), estimulando asi el SNS y el HPA. Estas vias
al ser activadas coordinan respuestas fisiolégicas que entre sus efectos promueven la
movilizacién de reservas energéticas para contender contra el estrés (Peters y col., 2017).
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Figura 2. Circuitos neuronales y respuestas fisioldgicas ante un estresor. Cuando el organismo es
sometido a un estresor, el complejo ACC-amigdala activa tres subsistemas que retroalimentan al
cerebro: el LC, el SNS y el eje HPA. El impulso de LC conduce a la liberacion de norepinefrina (NE)
cortical, lo que mejora la transmisién de informacién cortical. EI SNS asigna la energia adicional
requerida al cerebro que es necesaria para respaldar la transmision de mensajes neuronales
mejorada y mas precisa. El eje HPA libera glucocorticoides que inhiben la plasticidad cortical
(Modificado de Peters y col., 2017).

El correcto funcionamiento de estos sistemas permite que el organismo contienda contra el
estrés y logre volver a su estado de homeostasis, este mecanismo se le conoce como
alostasis. Cuando el estrés ocurre de manera crénica representa una amenaza prolongada
a la homeostasis del organismo sometiéndolo a una carga alostética (Peters y col., 2017),
ocasionando alteraciones que caracterizan una amplia gama de enfermedades y sindromes
pudiendo alterar la regulacién del balance energético (BE) a través de la actividad
neuroendocrina.

IT.III Generalidades del eje HPT

El eje HPT se encarga de la regulacion del metabolismo a largo plazo y en situaciones de
demanda energética (Fekete y Lechan, 2014; Joseph-Bravo y col., 2015a). El eje HPT esta
regulado por la hormona liberadora de tirotropina (TRH), un tripéptido compuesto por tres
amino&cidos: &cido piroglutamico, histidina y prolinamida (pGlu-His-ProNH,) que se
sintetiza en varias areas del cerebro incluido el hipotalamo (Joseph-Bravo y col., 2015b).
La produccion de TRH esta regulada por una red compleja de axones neuronales y
sefializaciébn humoral que inciden sobre las neuronas TRH hipofisiotrépicas en el PVN,
permitiendo al eje HPT responder a los cambios fisiol6gicos y ambientales (Ortiga-Carvalho
y col., 2016). Las neuronas TRHérgicas hipofisiotropicas envian proyecciones hacia la capa
externa de la eminencia media, liberando TRH en los vasos portales hasta llegar a la
pituitaria anterior, promoviendo la sintesis y liberacién de tirotropina (TSH). La TSH es
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transportada por circulaciéon sistémica hacia la glandula tiroides donde estimula la sintesis
y la liberacion de las hormonas tiroideas (HT, T3y T4). Aunque T3y T4 se producen en la
glandula tiroides, la mayor parte de la T3 se deriva de la conversion de T4 a T3 por la
actividad de las desiodasas (Dio), presentes en tejidos blanco; la concentracion de T3 sérica
deriva principalmente de la conversion en el higado y los rifiones. A través de un mecanismo
de retroalimentacion negativa, la T3 inhibe la actividad del eje HPT a nivel de pituitaria y
directamente sobre las neuronas TRH hipofisiotropicas (Fekete y Lechan, 2014).

Hipotalamo
TAB N
) Sistema a
28 cardio y /Iy
EaED vascular -
4
TAP L
. Regulacién
Tejido autocrina y
musculo (:, paracrina
-esquelético " .‘w Pituitaria SN

Higado

L T3YT4 Tirotro
Pancreas Gléndula pos
Tiroides
T3YT4 ) TSH

[l 'nhibicién
[ Estimulacién
B Organos blanco

Figura 3. Eje Hipotalamo-Pituitaria-Tiroides. La actividad del eje HPT esta regulada por las neuronas
hipofisiotrépicas del PVN que liberan TRH; este péptido es liberado en la eminencia media y circula
por el sistema porta-hipofisiario hasta la pituitaria anterior, favoreciendo la sintesis y secrecién de
TSH. Esta hormona actta en la tiroides donde controla la produccion y secrecion de hormonas
tiroideas (HT, T4 y T3). Las HT acttan sobre diferentes 6rganos blanco que regulan el balance
energético; también producen un efecto de retroalimentacion negativa en el eje a nivel de pituitaria
e hipotalamo (Modificado de Ortiga-Carvalho, 2016).

Las HT actian en multiples 6rganos y tejidos que estan involucrados en el metabolismo
energético. En particular, la sefializacion de HT y la estimulacion del SNS promueven la
termogénesis adaptativa y la biogénesis mitocondrial en tejido adiposo pardo (TAP); regulan
las funciones cardiovasculares, incluida la presion arterial y la frecuencia cardiaca; modulan
la homeostasis de la glucosa a través de acciones en las células 3 pancreaticas, ademas
de regular la produccion de glucosa enddgena en el higado; favorece la diferenciacion de
adipocitos y promueven la lipdlisis y la lipogénesis en el tejido adiposo blanco (TAB);
favorecen el desarrollo de fibras musculares, contraccién de los miocitos y biogénesis
mitocondrial en musculo esquelético (Mullur y col., 2014; Obregon, 2014). La actividad del
eje HPT se encuentra regulada por el estado energético, paradigmas como el ayuno o la
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restriccion de alimento inhiben la actividad del eje, mientras que situaciones de demanda
como la exposicion al frio y el ejercicio voluntario la promueven (Joseph-Bravo y col.,
2015a).

II.IV Ejercicio

El ejercicio se refiere a cualquier actividad fisica estructurada y repetitiva que induce el
gasto energético (Dishman y col., 2006). Dependiendo de la intensidad y del tiempo, el
ejercicio puede generar diferentes respuestas fisioldgicas. Ante el ejercicio agudo la primera
respuesta que se desencadena en segundos es la activacion del SNS que resulta en la
liberacion de NE en 6rganos blanco y en la circulacion, a través de la conexiéon simpatica
con la glandula suprarrenal a esta respuesta se suma la liberacién de E a la circulacién. Al
mismo tiempo se disminuye la secrecién de insulina pancreatica y aumenta la de glucagon.
Segundos mas tarde, aproximadamente a menos de un minuto del comienzo del ejercicio,
el hipotalamo comienza a liberar hormonas como TRH, la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) y el factor de liberacion de hormonas crecimiento (GHRF) para
estimular la glandula pituitaria anterior. Una vez estimulada se liberan hormonas tréficas a
la circulacion, que actian sobre su objetivo periférico especifico. Una de las acciones mas
rapidas que se dan durante esa cascada es la del CRH que provoca la liberacion de ACTH
que a la vez provoca la liberacién de cortisol (Hackney y col., 2016). Al liberarse TRH se
estimula la liberacion de TSH en la pituitaria y posteriormente de T3 y T4. Las HT
contribuyen a la regulacién de varios eventos involucrados en el ejercicio (Uribe y col., 2014;
Parra-Montes de Oca y col., 2019), favorecen la movilizacién de las reservas de glucosa
del higado, aumentan la contraccion muscular y la biogénesis de mitocondrias en musculo
esquelético, ademas de actuar en sinergia con el SNS aumentando la frecuencia cardiaca
y facilitando la movilizacion de las reservas de lipidos del TAB (Little, 2016).

La activacion del SNS y del eje HPA que ocurre durante la realizacion del ejercicio
contribuye a establecer un balance energético negativo ya que se promueve la lipdlisis y la
liberacion de acidos grasos del tejido adiposo, ademas de la glucogendlisis y
gluconeogénesis en el higado (Rabasa y Dickson, 2016).

Debido que el ejercicio promueve la actividad del SNS y del eje HPA, causando elevacion
en los niveles plasmaticos de catecolaminas y glucocorticoides se le ha llegado a considerar
un estresor (Hackney y col., 2016; Cheny col., 2017). Pero al analizar los efectos que tiene
el ejercicio sobre la fisiologia del organismo no se detectan los efectos negativos que tiene
el estrés. Hacer ejercicio aerébico de manera regular mejora la funcién ejecutiva, la
atencion, la memoria y la capacidad cognitiva; ademas de que induce cambios plasticos
gue disminuyen el estrés psicolégico (Hoétting y Rdder, 2013). El ejercicio voluntario se ha
relacionado con aumento en la neurogénesis principalmente en el hipocampo (Stranahan y
col., 2007; Venezia y col., 2016). En un paradigma en el que se aplicaron una variedad de
factores estresantes de manera intermitente, el ejercicio mostro efectos protectores contra
la disminucion de GR del hipocampo observada en animales sometidos a estrés crénico
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leve (Zheng y col., 2006); ademéas de que mantiene los niveles de BDNF, otro factor
relacionado con la plasticidad del hipocampo, en ratones fisicamente activos después del
estrés causado por inmovilizacién (Adlard y Cotman, 2004); también protege contra las
consecuencias conductuales y neuroquimicas producidas por estrés fisico (Stranahan y
col., 2008), indicando que el ejercicio puede ser considerado como una estrategia para
contender con los efectos nocivos del estrés.

IT.V Tejido adiposo blanco y lipdlisis.

El tejido adiposo blanco es el principal sitio de almacenamiento, transporte, sintesis y
movilizacién de lipidos y juega también un papel critico como érgano enddécrino. Los lipidos
son la forma primaria de energia almacenada en los mamiferos y se encuentran en el TAB
como triacilgliceroles (TG). Durante periodos de balance energético negativo, como ayuno
o ejercicio, el TAB es capaz de movilizar sus depésitos de grasa para cubrir las necesidades
energéticas de otros 6rganos (Carmean y col., 2014). La movilizacién de los lipidos se da
a través de un proceso conocido como lipdlisis, el cual consiste en la hidrolisis secuencial
de TG en sus moléculas constituyentes, glicerol y tres acidos grasos, que es catalizada por
tres enzimas diferentes (Figura 4). En la primera etapa de este proceso, una molécula de
TG se hidroliza a diacilglicerol (DG) y una molécula de acido graso, en una reaccion
catalizada principalmente por la enzima lipasa de triglicérido adiposo (ATGL).
Posteriormente, el DG se convierte en monoacilglicerol (MG) y se libera otra molécula de
acido graso por la accién de la lipasa sensible a hormonas (HSL). Por dltimo, la
monoaciglicerol lipasa (MGL) hidroliza el MG, produciendo glicerol y un acido graso. Los
acidos grasos libres son secretados al torrente sanguineo y son utilizados como sustratos
energéticos en otros tejidos (Bolsoni-Lopes y col., 2015).

Adipocito blanco

Perilipina

TS HSL § - > AGL
Mito(:ondria MG
“ MAGL % @7 + AGL
dxidaciéon Glicerol  ~—=="7 --=% Glicerol

AG

Figura 4. Diagrama general de la lipdlisis. En los adipocitos blancos, la inervacion simpatica regula
una cascada de lipdlisis para convertir los triglicéridos almacenados en acidos grasos libres (AGL) y
glicerol que pueden usarse como combustibles de otros tejidos. Esto inicia cuando la NE se une a
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los Adrb3. Provocando un aumentando en la concentracion de AMPc. El AMPc activa la proteina
quinasa A (PKA). La PKA fosforila a la perilipina que a su vez fosforila a la HSL pasando a su forma
activa. Las enzimas ATGL, HSL y MGL hidrolizan a los triglicéridos almacenados en diacilglicerol,
monoacilglicerol, y por Gltimo en acidos grasos libres y glicerol que posteriormente pueden ser
utilizados como combustibles energéticos. NE: norepinefrina; Adrb3: receptor adrenérgico $3; HSL:
lipasa sensible a hormonas; ATGL: lipasa adiposa de triacilglicéridos; MAGL: monoaciglicerol lipasa;
TG: triacilglicerol; DG: diacilglicerol; MG: monoacilglicerol; AGL: acido graso libre (Modificado de Zhu
y col., 2019).

Existen multiples reguladores del metabolismo de los lipidos, entre ellos estan: las HT, las
catecolaminas y algunos receptores nucleares. Las HT participan en la diferenciacion de
los adipocitos y en la movilizacién de lipidos, actuando de manera sinérgica con el SNS
(Obregon, 2014). T3 estimula la actividad de las catecolaminas a través del aumento de
expresion de receptores adrenérgicos que promueven la lipolisis en TAB. Las
catecolaminas modulan la lip6lisis a través de los subtipos 1-3 de receptores adrenérgicos
B (B-AR) que actuan como inductores de la lipdlisis. Alteraciones metabdlicas pueden
aumentar o disminuir la cantidad de B-AR y por lo tanto afectar sus funciones (Liu y col.,
2003). Las catecolaminas se unen a los B-AR, que se acoplan a las proteinas G
estimulantes que activan el adenilato ciclasa aumentando las concentraciones de AMP
ciclico intracelular (AMPc) (Tsiloulis y Watt, 2015). EI AMPc funciona como un segundo
mensajero y activa la proteina quinasa A (PKA). Posteriormente la PKA fosforila la perilipina,
una proteina asociada a las gotas lipidicas, la cual promueve la fosforilacién de la HSL
(forma activa) favoreciendo la lipdlisis (Zhu y col., 2019).

Ill. Antecedentes

IITI.I Estrés durante la adolescencia

Se ha observado que la respuesta al estrés agudo en ratas es diferente de acuerdo a la
edad, siendo las ratas adolescentes las que presentan una mayor reaccion al estrés y
tardan mas en regresar al estado basal en comparacion con las ratas adultas (Romeo,
2013). La respuesta al estrés también se ve modificada en ratas adultas que fueron
sometidas a estrés cronico durante la adolescencia; se ha observado que las ratas
sometidas a estrés durante la adolescencia presentan mayores concentraciones de
glucocorticoides plasmaticos basales e inducidos por estrés, asi como reduccion de la
expresion de MR y GR en el hipocampo en comparacion con ratas adultas control
(McCormick y col., 2010).

La experiencia del estrés durante la adolescencia altera la trayectoria del desarrollo
cerebral, principalmente del hipocampo, alterando los sistemas emocionales y cognitivos,
lo que conlleva a déficits leves en las tareas de aprendizaje y memoria, asi como un
aumento en la probabilidad de trastornos de ansiedad y conductas depresivas en la edad
adulta (McCormick y col., 2010). También se plantea que el estrés durante la adolescencia
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induce el consumo de alimentos palatables, altos en grasa y carbohidratos, lo que genera
un incremento en la secrecion de insulina y leptina alterando el metabolismo de lipidos y
carbohidratos, lo que predispone a los individuos a padecer diabetes tipo 2, obesidad y
sindrome metabdlico a corta edad (De Vriendt y col., 2009; Pervanidou y Chrousos, 2012).

IITI.II Respuesta del eje HPT al estrés y demandas energéticas

La exposicion al estrés produce una inhibicion en la actividad del eje HPT en ratas adultas
(Joseph-Bravo y col. 2015a). Algunos estresores, psicolégicos o metabdlicos, disminuyen
los niveles de ARNm de TRH del PVN (Gutiérrez-Mariscal y col., 2012; Joseph-Bravo y col.
2015a).

Estudios recientes han demostrado que al someter a ratas adultas a un periodo de estrés
cronico previamente a una demanda energética (como la exposicion al frio o al ejercicio
voluntario) la respuesta del eje HPT se ve atenuada (Parra-Montes de Oca y col., 2019;
Castillo-Campos y col., 2020).

Se ha observado que la respuesta al estrés puede presentar dimorfismo sexual y que esta
diferencia puede estar determinada por eventos externos a lo largo de la vida del animal
(Parra-Montes de Ocay col. 2021).

El estrés durante etapas criticas del desarrollo como, por ejemplo, la etapa de lactancia,
causa efectos a largo plazo en la actividad del eje HPA en la etapa adulta (Turecki y
Meaney, 2014). En animales sometidos a separacion materna se observan también
cambios en la respuesta del eje HPT a situaciones de demanda energética como el frio y
el ejercicio voluntario (Jaimes-Hoy y col., 2021).

En ratas adultas de ambos sexos sometidas a un protocolo de estrés crénico por
aislamiento se observa que la respuesta al estrés es mayor en machos en comparacién con
las hembras, ademas se observa que en machos el estrés no altera los efectos del ejercicio,
en contraste con las hembras que presentan una respuesta atenuada al ejercicio al
compararlas con hembras controles (Parra-Montes de Oca y col., 2019)

Se ha reportado que ratas ejercitadas antes o después de la exposicion al estrés muestran
resiliencia. Y que ante ciertos tipos de estrés las hembras responden mas rapido que los
machos. La susceptibilidad al estrés esta determinada por el sexo, la edad y el tipo de estrés
(Parra-Montes de Ocay col. 2021).

Se desconocen los efectos del estrés cronico durante la adolescencia sobre la respuesta
de genes lipoliticos regulados por las HT al ejercicio voluntario en el TAB.
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V. Justificacion

En la actualidad los estimulos constantes e intensos en la vida de los individuos pueden
inducir a un estrés crénico el cual produce mdltiples alteraciones metabdlicas vy
psicolbgicas. La adolescencia es una etapa donde la vulnerabilidad a estresores aumenta
debido a que se inicia la maduracion de ejes neuronales relacionados con la respuesta al
estrés. El ejercicio, ademas de contribuir a una disminucion en la ingesta cal6rica y a un
aumento en la lipdlisis, también ha demostrado contrarrestar los efectos del estrés. El
ejercicio voluntario activa el eje HPT y se le ha asociado a una disminucion en el peso del
TAB, pero situaciones de estrés crénico interfieren con esta activacion y se hace evidente
una deficiencia en la movilizacién de las reservas energéticas. En este trabajo se pretende
evaluar si el estrés durante la etapa adolescente afecta la actividad de las hormonas
tiroideas a nivel del tejido adiposo blanco en respuesta al ejercicio voluntario en la etapa
adulta.

V. Hipotesis

La expresién de genes involucrados en la lipélisis y regulados por hormonas tiroideas se ve
afectada por el ejercicio voluntario en ratas adultas que fueron sometidas a estrés cronico
variable durante la adolescencia.

VI. Objetivos

Objetivo general

Estudiar el efecto del estrés crénico variable durante la adolescencia sobre la respuesta de
algunos genes involucrados en la lipdlisis y regulados por las hormonas tiroideas en el tejido
adiposo blanco, ademas de observar si hay dimorfismo sexual en dicha respuesta.

Objetivos particulares

Evaluar los siguientes parametros en ratas adultas expuestas al ejercicio voluntario
estresadas durante la adolescencia:
e Peso del tejido adiposo blanco.
e Niveles séricos de hormonas tiroideas.
e Expresion de los genes Dio2, Adrb3 y HSL, involucrados en lipdlisis que
son modulables por hormonas tiroideas.

——

19

'



VIl. Materiales y Métodos

Este trabajo de tesis formé parte de un trabajo del laboratorio mas amplio dirigido a evaluar
los efectos del estrés cronico durante la adolescencia de ratas en la respuesta al ejercicio
voluntario en la etapa adulta, sobre las actividades de los ejes HPT, HPA y 6rganos blancos
como musculo y tejidos adiposos. La realizacion del presente trabajo fue previamente
evaluada y aprobada por el comité de bioética del Instituto de Biotecnologia, con la clave
374.

VII.I Modelo y diseno experimental

Ratas macho (N=36) y hembra (N=36) de la cepa Wistar de 30 dias de edad se mantuvieron
en habitaciones separadas de acuerdo al sexo y grupo experimental, en condiciones de
temperatura (22-24°C) y humedad (50% HR) controladas, un ciclo de luz-oscuridad de 12
horas y se les ofreci6 alimento y agua ad libitum. Los animales de cada sexo dividieron en
2 grupos experimentales. Un grupo control (C) (n=18) donde la manipulacién de los
animales era lo minima posible (s6lo para cambio de cama, pesaje de animales o pruebas
conductuales); y un grupo de estrés cronico variable (ECV) al cual se le aplicé un protocolo
de estrés acorde a lo publicado por Toth y col. (2008) con modificaciones; los estresores
aplicados eran de baja intensidad, los animales eran sometidos una vez al dia y el periodo
de estrés correspondia al periodo de adolescencia (hembras: 30 dias; machos: 40 dias)
(Anexos | y II). Durante el periodo de ECV se realizaron pruebas conductuales, para evaluar
el comportamiento ansioso de los animales (Figura 5).

Protocolo de ECV
DPN 2 semanas sin
30 DPN DPN DPN DPN manipulacién
37 a4 51 58  DPN 1o de Elercici
PAS OFT EPM OFT 60 l Protocolo de Ejercicio
DPN DPN DPN DPN DPN DPN ,
T 36 43 50 57 64 70 Protocolo de Ejercicio
DPN PAS OFT EPM OFT EPM
20 2 semanas sin
l manipulacién
Protocolo de ECV

Figura 5. Cronograma del disefio experimental. Se ilustra los dias en que se aplicé el protocolo de
ECV, los dias en los cuales se realizaron pruebas conductuales y los dias en que se aplico el
Protocolo de ejercicio voluntario. (Durante los dias en que se realizaron pruebas conductuales no se
aplicd ningun estimulo estresante).
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VII.II Pruebas conductuales

La premisa bésica de la mayoria de estos modelos es el conjunto de respuestas
conductuales inducidas por la exposicién a un nuevo entorno, que simultineamente evoca
miedo y curiosidad, creando un conflicto de acercamiento-evitacion. Esto permite una
evaluacion conductual que brinda informacion sobre el estado mental de los animales
dando indicativos de comportamiento ansioso o depresivo.

Los modelos conductuales que miden conflictos no condicionados se definen como
etolégicos (como Prueba de campo abierto [OFT], Laberinto Elevado de Cruz [EPM], caja
claro-oscura y las pruebas de exposicion a depredadores). Este tipo de pruebas se basan
en el miedo/evitacion que los animales presentan ante ambientes o estimulos nuevos,
clasificAndolos como comportamientos no aprendidos. El estudio de estas respuestas no
condicionadas es una simulacion en condiciones de laboratorio de lo que ocurre en la
naturaleza (Campos y Col.,2013).

V.II.I Evaluacidén de la actividad locomotora en jaula con el
sistema de actividad fotoeléctrica

Para evaluar el comportamiento de los animales en un nuevo entorno se utilizé el sistema
de actividad fotoeléctrica (PAS). Esta prueba consistié en colocar individualmente a las
ratas durante 5 minutos en cajas que tienen integrado alrededor un sensor el cual se
encuentra conectado a una computadora (PAS-Home Cage, San Diego Instruments Co.).
El sistema detecta la actividad locomotora del animal mediante rayos infrarrojos distribuidos
alo largo y ancho de la caja; una vez concluido el tiempo, el animal era regresado a su caja
habitual. La cantidad de movimientos fue analizada mediante el software incluido en el
equipo, el cual los agrupa en centrales y periféricos, ademas de que se clasifican como
finos (movimientos realizados en estado de reposo), ambulatorios (movimientos realizados
durante la exploracion de la caja) y totales (suma de movimientos finos y ambulatorios). La
determinacion de las zonas centro y periferia permite simular una prueba de campo abierto.

VII.II.II Prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto (OFT) consiste en medir el tiempo y la distancia recorrida por
el animal en las zonas determinadas como centro y periferia de la caja de acrilico. Los
roedores espontaneamente prefieren la actividad en la periferia del aparato en comparacion
con la actividad en el centro (Walsh y Cummins, 1976). De hecho, ratones y ratas tienden
a presentar tigmotaxis, un comportamiento que consiste en preferir caminar cerca de las
paredes, lo cual les proporciona una sensacion de seguridad a la hora de explorar un nuevo
ambiente. Conforme el animal pasa mas tiempo en el aparato hay un aumento en el tiempo
gue toma para caminar o correr por la parte central, asi como en la relaciéon locomocion
central/total y también hay una disminucion de la latencia para entrar en la parte central,
estos parametros son indicadores de ansiolisis. Por el contrario, si el animal pasa mayor
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tiempo y recorre una mayor distancia en la periferia sin intentar explorar el centro se
interpreta como un comportamiento ansioso (Prut y Belzung, 2003).

Esta prueba se realiz6 en una arena cuadrada cerrada (100 cm x 100 cm x 60 cm) hecha
de acrilico negro opaco (San Diego Instruments Co.). Al momento de la prueba, cada animal
es colocado en el centro de la arena y se le deja explorar libremente por 5 minutos. Durante
este lapso se evalla el tiempo y la distancia recorrida que se da en el centro (un cuadro
delimitado de 50 x 50 cm) y la periferia (zona cercana a las paredes).

VII.II.IITI Laberinto Elevado de Cruz

El laberinto elevado de cruz (EPM) se basa en que las ratas muestran consistentemente
altos niveles de exploracion y a la vez preferencia por los brazos cerrados. Debido a que
tanto los brazos abiertos como los cerrados evocan el mismo impulso exploratorio, evitar
los brazos abiertos se atribuye a niveles mas altos de miedo. Al probar drogas contra la
ansiedad se ha observado que las entradas en los brazos abiertos aumentan, y lo contrario
ocurre con drogas que promueven la ansiedad. Estos estudios demostraron la validez del
EPM para medir niveles de ansiedad (Rodgers y Dalvi, 1997).

Para las pruebas de EPM se utiliz6 una estructura de 4 brazos hechos de acrilico negro
opaco alineados en posicion de cruz y elevados a 60 cm del suelo; dos de los brazos
opuestos tenian paredes a los lados y al final con una altura de 50 cm (brazos cerrados) y
los otros dos brazos no tenian barreras (brazos abiertos) (San Diego Instruments Co.). Al
momento de la prueba, se coloco individualmente a cada animal en el centro y se le dejo
explorar por 5 min. Se evalu6 el nimero de entradas (considerandose entrada cuando las
4 patas del animal se encontraban en la zona delimitada), el tiempo y la distancia recorrida
en los brazos abiertos y los brazos cerrados.

El comportamiento para OFT y EPM fue grabado y analizado mediante el software SMART
2.5 (Panlab). Los aparatos se limpiaron con acido acético al 10% al final de la prueba de
cada animal.

VII.III Protocolo de Ejercicio Voluntario

Alcanzada la edad adulta (machos: 70 dias de edad; hembras: 60 dias de edad), las ratas
de ambos grupos estuvieron sin manipulacién por 2 semanas, excepto para la limpieza de
las cajas cada semana. Posteriormente, los grupos experimentales se dividieron en un
grupo sedentario con alimentacion ad libitum (S) (n=6), un grupo ejercitado (Ex) (n=6) y un
grupo sedentario con alimentacién pareada al ejercicio (PF) (n=6), es decir, cada dia se les
ofrecia la misma cantidad de alimento que consumia el grupo ejercitado. El periodo de
ejercicio fue de 14 dias, este protocolo consistio en colocar a las ratas individualmente en
una caja que contenia una rueda de ejercicio de 25 cm de didmetro, un contador digital,
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agua y alimento ad libitum entre las 19:00 h y 7:00 h del dia siguiente, cuando las ratas
regresaban a su respectiva caja.

VII.IV Variables ponderales

El peso del alimento se registré cada 3 dias durante la adolescencia y dos veces al dia (en
la mafiana a las 7:00 h y en la tarde a las 18:00 h) en el periodo de ejercicio. Para calcular
el consumo de alimento por dia (CAD) se utilizo la siguiente ecuacion:

CAD = Peso alimentoginq (g) — Peso alimentociq; (9)

Numero de ratas por caja X dia

El registro de peso corporal se llevé a cabo cada 7 dias durante la adolescencia y cada dos
dias en el periodo de ejercicio. Para calcular la ganancia de peso corporal (GPC) se utilizé
la siguiente ecuacion:

GPC = Peso corporalging — Peso corporalipicia

El consumo de alimento relativo (CAR) relaciona el consumo de alimento diario promedio
con respecto al peso corporal en kilogramos. Es calculado con la siguiente ecuacion.
CAD (g)

Peso corporal (kg)

CAR =

La eficiencia de alimento (EA) relaciona la ganancia de peso corporal por cada 100 g de
alimento consumido. Se calculé utilizando la siguiente ecuacion:

EA = GPC (g) x 100
"~ CA acumulado (g)

VII.V Sacrificio

A la mafiana siguiente de la Gltima noche de ejercicio, 3 horas después del cambio de luz,
los animales fueron decapitados con una guillotina para ratas por un técnico capacitado. El
sacrificio fue realizado en una sala acondicionada con las medidas de higiene necesarias y
la guillotina fue debidamente sanitizada entre cada animal para evitar la contaminacion
cruzada entre individuos. De cada individuo se colectdé sangre troncal que se dej6 a
temperatura ambiente por alrededor de 10 min, se colocé en hielo hasta el término del
sacrificio y posteriormente se centrifugé a 3000 RPM (centrifuga Eppendorf 5810R) a 4°C
durante 25 min para obtener suero, el cual fue almacenado en alicuotas conservadas a -
20°C para su posterior andlisis. Del cuerpo se colectaron diferentes regiones de TAB:
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gonadal (TABG), retroperitoneal (TABR) e interescapular (TABI), estas se pesaron en
fresco, se congelaron y guardaron a -80°C para su posterior analisis.

VII.VI Extraccion de RNA y RT-PCR

La extraccion de RNA total del TAB se realiz6 por el método de Chomzynskiy Sacchi (2006)
con modificaciones. Aproximadamente a 100 mg de tejido adiposo congelado se agregan
350 pl de Solucién D con B-mercaptoetanol; el tejido se sonicd y posteriormente se sometio
a una centrifugacion de 2870 RPM (centrifuga MIKRO 200R) a 4°C por 10 min; se retiro la
fase superior de lipidos; después se agrego 35 pl de acetato de sodio 2M pH 4 y se mezclé
por inmersion; se agregaron 350 ul de una solucién de fenol saturado y se mezcld por
inmersién; posteriormente se agregaron 300 pl de una mezcla de cloroformo:alcohol
isoamilico (49:1) y se homogeniz6 en vortex por 10 seg hasta que se formé una emulsion;
las muestras se dejaron reposando en hielo por 15 min y se sometieron a centrifugacién a
10000 RPM por 20 min a 4°C; se separ¢ la fase acuosa cuantificando el volumen obtenido,
adicionalmente se realizé un segundo tratamiento con cloroformo:alcohol isoamilico para
remover el maximo de lipidos y se recupera la fase acuosa. Se midi6 el volumen de la fase
acuosa (alrededor de 300 ul), se agregd el mismo volumen de isopropanol y se dejé por 2
horas a -20°C para precipitar los acidos nucleicos de las muestras. Pasado este tiempo, las
muestras se centrifugaron a 10000 RPM por 20 min a 4°C y se descart6 el sobrenadante.
Posteriormente, las muestras se resuspendieron en 50 ul de agua tratada con DEPC y se
adicionaron 125 pl de etanol absoluto y 5 pl de acetato de sodio 3M pH 5 y se mantuvieron
a -20°C por alrededor de 12 h. Una vez transcurrido este tiempo, las muestras se
centrifugaron a 13500 RPM por 15 min a 4°C y se descart6 el sobrenadante; para eliminar
residuos de sales que pudieran haber quedado, se realizé un lavado con 250 ul de etanol
al 70% agitando suavemente y dejando reposar por 10 min a temperatura ambiente, se
centrifugaron las muestras a 13500 RPM por 15 min a 4°C, se desechd el sobrenadante y
las muestras se dejaron secar por 5 min en campana de flujo laminar a temperatura
ambiente; la pastilla fue resuspendida en 30 ul de agua tratada con DEPC y se procedio a
cuantificar la concentracién de RNA total utilizando un NanoDrop. Se realizaron alicuotas
de 1 ug de RNA y se realizo la retrotranscripcion para obtener el DNA complementario
(cDNA). Se analizé la expresion relativa de los genes de interés (Dio2, Adrb3 y Hsl)
mediante PCR semi-cuantitativa. Las condiciones de amplificacion para cada gen se
muestran en el Anexo Ill. Como control interno se utilizé Ciclofilina A (4 ml cDNA, Tm: 64°C,
20 ciclos).

VII.VII Determinacion de la concentracion de hormonas
tiroideas

Como un indicativo del estado general del eje tiroideo, se determind la concentracién en
suero de hormonas T3y T4 con kits de ensayo inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA)
(Diagnostica Internacional). Para la prueba ELISA se utilizan antigenos y anticuerpos
marcados con enzimas para detectar las moléculas biol6gicas. Este ensayo se basa en la
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competencia de antigeno marcado contra el antigeno en la muestra por la union al
anticuerpo especifico contra el antigeno de interés; los inmunoensayos permiten detectar
cantidades muy pequefias de antigenos como proteinas, péptidos, hormonas o anticuerpos
en una muestra de liquido. Para realizar un ELISA, el antigeno en fase liquida se inmoviliza,
generalmente en placas de microtitulacion de 96 pocillos, permitiendo que el antigeno se
una a un anticuerpo especifico. Posteriormente se adiciona un segundo anticuerpo que
reconoce al anticuerpo de la placa, este anticuerpo secundario tiene acoplado una enzima
que produce una respuesta a partir de un sustrato cromogeénico, lo que indica la presencia
de antigeno. Las medidas cuantitativas o cualitativas pueden evaluarse basandose en la
lectura colorimétrica (Gan y Patel, 2013).

VII.VIII Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 en el programa GraphPrism 8. Se realizaron pruebas
ANOVA de dos vias seguidas por la prueba posthoc de Tukey, en algunos casos se
realizaron analisis entre dos grupos con la prueba t, (indicado en graficas). Para analizar
las variables ponderables (CAR, CAD y GPC), la concentracién de hormonas tiroideas y la
expresion de genes se utilizaron pruebas ANOVA ya que eran datos recolectados del
mismo individuo. Mientras que para los datos que comparaban entre ambos grupos como
pruebas conductuales, las variables tomadas del protocolo de ejercicio, y la prueba de
bioimpedancia se realizé la prueba t. Para todos los resultados se realizaron pruebas para
determinar si los resultados eran significativos considerando P<0.05.
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VIIIl. Resultados

VIII.I. El estrés cronico variable durante la adolescencia
produce cambios en las variables ponderables dependiendo del
sexo

Como se mencion6 en la metodologia, durante la adolescencia el peso del alimento
consumido se registré cada 3 dias y el peso corporal cada semana. Con los datos
recabados se obtuvieron las variables de consumo de alimento diario (CAD), ganancia de
peso corporal (GPC), consumo de alimento relativo (CAR) y eficiencia de alimento (EA)
(Tabla 1).

Las hembras sometidas a ECV consumieron mas alimento que las hembras control;
mientras que en los machos no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos
experimentales, indicando que el ECV durante la adolescencia afecta la conducta
alimentaria dependiendo del sexo. Si bien las hembras ECV mostraron mayor consumo de
alimento, no ganaron peso, en contraste con los machos en donde a pesar de no haber
diferencias en el consumo de alimento, el grupo ECV mostré una menor ganancia de peso
corporal al compararlos con el grupo Control. Sin embargo, cuando se relaciona el consumo
de alimento con el peso corporal (CAR) se evidencia que el grupo de hembras ECV
consumié mas alimento que los controles en relacion a su peso corporal, mientras que en
los machos no se observé una diferencia significativa entre los controles y los estresados.
La EA fue menor en los sometidos a ECV de ambos sexos, lo que puede indicar que el
estrés disminuye el aprovechamiento del alimento para ganar peso corporal.

Tabla 1. Variables Ponderales-Adolescencia/Protocolo de ECV
C ECV
CAD(g)- @ 15.19+0.20 16.16 £ 0.21*
CAD (g)- & 21.60+0.18 21.13+0.30
GPC(g)- ¢ 137.78 £ 2.31 139.72 £ 3.11
GPC(g)- & 236.00 + 3.10 210.94 + 6.32***
CAR (g/kg) - @ 73.04 £ 0.51 77.12 + 1.05**
CAR (g/kg) - & 63.68 + 0.67 67.17 +£1.39
EA (g/100g alim) - @ 32.12+0.43 30.55 + 0.62*
EA (g/100g alim) - & 31.27 £ 0.30 28.92 + 0.88*

CAD: Consumo de Alimento Diario; GPC: Ganancia de Peso Corporal; CAR: Consumo de
Alimento Relativo; EA: Eficiencia de Alimento (ganancia de peso corporal por cada 100 g de
alimento consumido). Los resultados se expresan en Promedio + EE (n=18). Pruebat. *:P <
0.05, **:P < 0.01, **:P < 0.001.
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VIII.II. Las ratas hembra tienden a ser mds susceptibles al
estrés cronico variable durante la adolescencia en
comparacion con las ratas macho.

Las pruebas conductuales (PAS, OFT y EPM) permitieron evaluar si el protocolo de ECV
altero la conducta de los animales en comparacién con el grupo control (En el ANEXO se
encuentran las tablas de cada prueba con los datos individuales).

La prueba de locomocion analizada con el PAS se realizé el DPN 37 en las hembras y el
DPN 36 en los machos. Los resultados de esta prueba mostraron que las hembras ECV
registraron una menor cantidad de movimientos en comparacion con las hembras control,
mientras que en los machos no se observaron diferencias (Tabla 2).

Tabla 2. Evaluacion de la actividad locomotora en jaula con el sistema de actividad fotoeléctrica (PAS) en ratas macho
y hembra.

Numero de movimientos detectados
DPN 37 | CenF CenA CenT PerF PerA PerT
CQ 30.88+1.97 178.17+7.94 209.05+7.80 38.94+2.35 | 243.64+7.78 282.58+7.74
ECV @ 25.82+1.2* 150.35+8.09* 176.17+8.94* | 39.41+2.02 | 207.52+9.59** | 246.94+9.53**
DPN 36 | CenF CenA CenT PerF PerA PerT
cd 30.38+1.89 182.72+10.90 213.11+10.31 36.22+2.11 | 241.16+12.95 277.38+12.95
ECV & 28.11+1.40 159.05+10.81 187.16+11.02 38.44+1.81 | 206.27+12.34 244.72+12.67

DPN: Dia Post-Natal. Pruebat. *: P < 0.05, **: P < 0.01. Movimientos: CenF: Centrales finos;
CenA: Centrales Ambulatorios; CenT: Centrales Totales; PerF: Periféricos Finos; PerA:
Periféricos Ambulatorios; PerT: Periféricos Totales. Los resultados se expresan en Promedio
+ EE (n=18). Prueba t. *:P < 0.05, **:P < 0.01, **:P < 0.001.

Los experimentos de OFT fueron realizados en los DPN 44 y 58 en hembras y en los DPN
43 y 57 en machos. El porcentaje de tiempo en el centro se reporta de acuerdo al tiempo
total de duracion de la prueba para cada individuo. Las hembras ECV registraron menos
tiempo en el centro en comparaciéon con las hembras control, pero sélo en el DPN 58. En
los machos no se observaron diferencias entre ambos grupos en ninguno de los dias en
cuanto al porcentaje de tiempo en el centro. Para la distancia total recorrida no se
observaron cambios entre ninguno de los grupos lo que indica que la locomocién general
no se vio alterada por el ECV.
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Tabla 3. Evaluacion del comportamiento ansioso mediante la prueba de campo abierto en ratas
macho y hembra durante la adolescencia.
Porcentaje de tiempo en el centro

Grupo C ECV
Q DPN 44 10+ 0.90 8+0.67
Q DPN 58 7+0.43 4 + 0.35 *+*
3 DPN 43 2+0.45 2+0.33
3 DPN 57 2+0.36 1+£043

Porcentaje de tiempo en la periferia

Grupo C ECV
Q DPN 44 90+ 0.90 92+ 0.67
Q DPN 58 93+0.43 4 + 0.35%+*
3 DPN 43 98 £ 0.45 98 £ 0.33
3 DPN 57 98 £ 0.36 99 +0.43

Distancia total (cm)

Grupo C ECV
Q DPN 44 8530 + 293.52 8741 +321.87
Q DPN 58 8790+ 244.46 9116+ 314,28
3 DPN 43 8469 + 406.29 8485 + 679.85
3 DPN 57 8371 + 666.89 7780 £ 545.35

DPN: Dia Post-Natal. Los resultados se expresan en Promedio + EE (n=18). Prueba t. ***;P
< 0.001.

En cuanto a las pruebas de EPM, fueron realizadas en las hembras durante el DPN 51y en
los machos durante los DPN 50 y 64, esto debido a que el periodo de la adolescencia de
los machos se extiende aproximadamente 10 dias mas en machos que en las hembras.
Las hembras de ambos grupos no tuvieron cambios en ninguno de los parametros
evaluados. En los machos estresados se observdé un menor porcentaje de tiempo en los
brazos abiertos en comparacién con el grupo control, solamente al DPN64 (Tabla 4).
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Tabla 4. Evaluacion del comportamiento ansioso evaluado por laberinto elevado de cruz en ratas
macho y hembra durante la adolescencia.
Porcentaje de tiempo en Brazos Abiertos

Grupo C ECV
Q DPN 51 24.82 £ 2.17 25.49 £ 2.09
3 DPN 50 8.30+2.10 8.54+1.34
3 DPN 64 14.79 + 1.47 7.81 £1.33 **

Porcentaje de tiempo en Brazos Cerrados

Grupo C ECV
Q DPN 51 27.43+1.76 2464 £1.16
3 DPN 50 38.40 £ 2.69 41.47+3.87
3 DPN 64 22.79+ 2.28 22.81+ 3.24

Porcentaje de tiempo en Zona Neutra

Grupo C ECV
3 DPN 50 53.30+ 2.02 49.99+ 2.87
3 DPN 64 62.42+ 2.00 69.38+ 2.84

Distancia total (cm)

Grupo C ECV
Q DPN 51 4266 + 184.64 4205 + 153.69
3 DPN 50 3150 £ 205.30 3367 + 145.37
3 DPN 64 3487 +£311.49 2939 £ 293.32

DPN: Dia Post-Natal. Los resultados se expresan en Promedio + EE (n=18). Prueba t. **:P
<0.01.

El conjunto de estos resultados sugiere que las hembras tienden a ser mas susceptibles al
estrés durante la adolescencia en comparacion con los machos, concordando con lo
reportado en la literatura (Bale y Epperson, 2015).

VIII.III. E1 ECV durante la adolescencia produce una mayor
disminucidén de las variables ponderales atribuidas al
ejercicio dependiendo del sexo

Las variables ponderales al término del periodo de ejercicio se muestran en la tabla 5. El
ejercicio redujo el consumo de alimento en ambos grupos experimentales, mostrando una
reducciéon del 13% (C-Ex) y 21% (ECV-Ex) en las hembras, mientras que en los machos
hubo una disminucion del 27% (C-Ex) y 18% (ECV-EX). En cuanto a la GPC, los machos y
hembras C-PF, asi como los machos ECV-PF, disminuyeron su ganancia de peso corporal
por efecto de la restriccién de alimento. Se observo una pérdida de peso corporal sélo en
los machos C-Ex por efecto del ejercicio, este efecto no se observé en los machos ECV-
Ex. Las hembras ECV-PF mostraron una pérdida de peso corporal por efecto de la
restriccion de alimento y del ejercicio. La disminucion de consumo de alimento y la pérdida
de peso corporal tuvieron un impacto en las variables de CAR y EA debido a que fueron
menores en los grupos ejercitados y con restriccion de alimento, aunque sélo en las
hembras se observaron diferencias entre los grupos control y ECV, sugiriendo que el estrés
durante la adolescencia afecta de manera negativa el peso corporal en respuesta al
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ejercicio y la restriccién de alimento de manera que se presenta dimorfismo sexual, por lo

que afecta principalmente a las hembras.

Tabla 5. Variables Ponderales durante el periodo de ejercicio.

C-Sed C-PF C-Ex ECV-Sed ECV-PF ECV-Ex

14.04 + 14.69 + 12.24 + 12.56 +

CAD (g) -9 16.87 £0.11 0.00* 0.95* 15.99 £ 0.16 0,00+ 0 54+
17.64 + 18.01 + 19.19 + 18.63 +

CAD (9)- & | 24.77 £0.40 0.00% 1475 22.61+0.42 0.00% 118"
GPC S . . -5.83 + 717+
(@-% | 20.83+3.63 | 6.33+3.57 3.83+2.37 23.17 £4.00 3 gwert 4,30+
-14.33 19.33 + 31.33 %

- *%
GPC(g)-J& | 46.50+3.41 | 8.67 £5.27 21 65+ 4417 +3.72 1.94* 5 17+
CAR (g/kg 54.80 + 59.04 + 49.66 * 49,91 +
PC)-0 63.85+0.78 1 65+ 3 44+ 61.37 £2.15 0.92%+# 1 44+
CAR (g/kg 4427 4793 46.13 44.16 +
+ +

PC)- & 55.16 +1.66 0.75* 4,23* 53.50+1.38 2.34* 2.92*
EA (g/100g -3.66 511+
alim)- 10.61+1.87 | 3.41+£1.92* | 2.15+1.35** | 11.89+1.79 2 4G 2 gwket
EA (g/100g . -8.27 £ - 12.29 +
alim)- 16.51+1.19 | 3.77£2.29 10,52+ 1493 +1.12 | 7.68 £0.77 1.64%

CAD: Consumo de Alimento Diario; GPC: Ganancia de Peso Corporal; CAR: Consumo de Alimento
Relativo; EA: Eficiencia de Alimento. Los resultados se expresan en Promedio £+ EE (n=6) y
analizados por ANOVA de dos vias. Significancia de las ANOVAs después de la prueba post hoc *:
P <0.05 **: P<0.01,** P<0.001; % P < 0.05vs. C del mismo grupo experimental.

VIII.IV. E1l ECV durante la adolescencia reduce la disposiciodn
al ejercicio voluntario en la edad adulta.

Durante el protocolo de ejercicio se determiné la distancia que recorrian los animales
mediante el numero de vueltas que daban las ruedas de ejercicio y conociendo la
circunferencia de la rueda, reportando los resultados en metros recorridos. De acuerdo a
los datos obtenidos, se observa que las hembras corrieron mas en comparacion con los
machos, concordando con lo reportado en la literatura (Parra-Montes de Oca y col., 2019;
Jaimes-Hoy y col., 2021). Ademas, se observé que los animales que fueron sometidos al
protocolo de ECV presentaron una menor disposicion a realizar ejercicio tanto en hembras
como en machos (Figura 6).
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Figura 6. Distancia recorrida por los animales ejercitados. Se registro la distancia recorrida por

los animales durante los 14 dias que dur6 el protocolo de ejercicio voluntario. Prueba t. *:P <
0.05, **:P <0.01, ***:P < 0.001.

VIII.V. El1 estrés cronico variable durante la adolescencia
favorece la acumulacion de tejido adiposo blanco en ratas
hembras en la adultez.

Tanto en hembras como en machos no se observaron diferencias significativas entre los
grupos Sedentarios (C-Sed y ECV-Sed) y los Ejercitados (C-Ex y ECV-EX). Sin embargo,
en hembras se observa una mayor cantidad de tejido adiposo blanco almacenado en el
grupo ECV-Sed en comparacién con el grupo C-Sed, indicando que el ECV favorece
acumulacion de tejido adiposo blanco en las hembras. En los machos sélo se observa una
diferencia significativa entre el grupo C-Sed y C-Ex en el TAB retroperitoneal, pero en la
suma total no hubo diferencias, sugiriendo que los machos pueden estar usando las
reservas de grasa visceral cuando realizan ejercicio.
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Figura 7. Efecto del ECV durante la adolescencia y el ejercicio voluntario en el peso del tejido
adiposo blanco de ratas macho y hembra. TAB: Tejido Adiposo Blanco; Gonad: Gonadal; Retrop:
Retroperitoneal; Interesc: Interescapular; Sum: Suma; g: gramos. Los resultados estdn expresados
en promedio * E. E. (n=6) y analizados por ANOVA de 2 vias. Significancia de las ANOVAs después
de la prueba post hoc *: P < 0.05; t: P < 0.05 analizada por t de student.

VIII.VI. E1 ECV y el ejercicio voluntario no alteran los
niveles de hormonas tiroideas en ratas de ambos sexos.

Para conocer el estado del eje tiroideo, en este experimento se cuantificd la concentracion
de las hormonas tiroideas T3 y T4 en suero con pruebas ELISA, ademas se calculd la
relacion entre la concentracién de ambas hormonas. No se aprecian diferencias ni en la
concentracion de HT, ni en la relacion T4/T3, entre ninguno de los grupos en ninguno de
los dos sexos.
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Figura 8. Efecto del ECV durante la adolescencia y el ejercicio sobre la concentracién sérica de HT
de ratas macho y hembra. a) Concentracion sérica de T3 en hembras. b) Concentracién sérica de
T3 machos. c) Concentracion sérica de T4 hembras. d) Concentracién sérica de T4 machos. e)
Relacién T4/T3 en hembras. f) Relacion T4/T3 en machos. Los resultados estan expresados en
promedio * E. E. (n=6)

VIII.VII. El1 estrés cronico variable durante la adolescencia
afecta el metabolismo del tejido adiposo blanco

Para evaluar el efecto del ejercicio en la lipdlisis regulada por las HT, se analiz6 la expresion
de los genes Dio2, Adrb3 y Hsl del TAB de la region gonadal, esto debido a que es una
region que pertenece al area visceral que facilita la movilizacién de las reservas de grasa a
otros tejidos como respuesta al ejercicio (Chusyd y col., 2016).

El ejercicio estimula la expresién de Dio2 tanto en machos como en hembras de ambos
grupos experimentales (Figura 9); sin embargo, esta respuesta fue menor en los animales
ECV de ambos sexos (hay un aumento en la expresion de Dio2 del 71% y 30% en los
machos C-Ex y ECV-Ex respectivamente; y un aumento del 95% y 71% en las hembras C-
Ex y ECV-Ex respectivamente. Estos resultados se expresan en % de PF a 100%).
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Figura 9. Efecto del ECV durante la adolescencia y el ejercicio voluntario en los niveles de expresién
de Dio2 en ratas hembra (a) y macho (b). La expresion de Dio2 se normalizé con la expresion de
ciclofilina, datos presentados en Promedio + E. E. (n=6) y analizados por ANOVA de 2 vias.
Significancia de las ANOVAs P<0.05. Prueba post hoc **: P < 0.01, *** :P < 0.001, ****: P < 0.0001.

El ejercicio promovio la expresion de Adrb3 en el TAB independientemente del sexo vy el
grupo experimental (Figura 10), aunque este aumento en la expresion de este gen es menor
en los machos ECV-Ex. Esto puede relacionarse a que el ejercicio activa la respuesta del
SNS, aumentando la liberacién de NE (Dishman y col., 2006); si bien no se ve inhibicién en
la respuesta al ejercicio por parte del ECV, hay una menor respuesta en los grupos ECV
contra el nivel de respuesta de los C-ECV evaluados contra sus respectivos grupos PF
(Machos C-Ex: aumento del 112%; Machos ECV-Ex: aumento del 56%; Hembras C-Ex:
aumento del 139%; Hembras ECV-Ex: aumento del 127%. Estos resultados se expresan
en % de PF a 100%).
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Figura 10. Efecto del ECV durante la adolescencia y el ejercicio voluntario en los niveles de
expresion de Adrb3 en ratas hembra (a) y macho (b). La expresion de Adrb3 se normalizé con la
expresion de ciclofilina, datos presentados en Promedio + E. E. (n=6) y analizados por ANOVA de 2
vias. Significancia de las ANOVAs P<0.05. Prueba post hoc **: P < 0.01, *** :P < 0.001, ****; P <
0.0001.
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Tanto en hembras como en machos los niveles de expresion de Hsl son mayores en los
grupos Control al compararlos con su contraparte ECV. Se observa una diferencia
significativa entre los grupos C-Sed y C-PF, C-Ex, esto puede deberse a que tanto la
restriccion de alimento como el ejercicio provocan la movilizacion de acidos grasos para
mantener el balance energético por lo que hay un aumento en la lipolisis. Este aumento en
los niveles de expresion de Hsl no se ve en las ninguno de los grupos ECV, habria que
investigar mas a fondo los niveles de otras enzimas lipoliticas para evaluar como se ven
afectadas por el estrés.
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Figura 11. Efecto del ECV durante la adolescencia y el ejercicio voluntario en los niveles de
expresién de Hsl de ratas hembra (a) y macho. La expresion de HSL se normalizé con la expresién
de ciclofilina, datos presentados en Promedio = E. E. (n=6) y analizados por ANOVA de 2 vias.
Significancia de las ANOVAs P<0.05. Prueba post hoc **: P < 0.01, *** :P < 0.001, ****: P < 0.0001.
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IX. Discusion

El objetivo central de este trabajo fue evaluar el efecto del ejercicio en ratas adultas
sometidas estrés cronico variable durante la adolescencia sobre la respuesta de algunos
genes involucrados en la lipdlisis y regulados por las hormonas tiroideas en el tejido adiposo
blanco. Como herramienta para analizar los cambios causados por el ECV durante la
adolescencia y por el protocolo de ejercicio durante la etapa adulta se midieron distintas
variables ponderales: CAD; GPC; CAR y EA. EI ECV indujo un mayor consumo de alimento
principalmente en las hembras, pudiéndose deber a distintos factores, uno de ellos es el
aumento en la grelina circulante, una hormona reguladora del metabolismo, causado por el
estrés cronico (Patterson y col., 2013), el cual genera a su vez un aumento del apetito y con
ello un mayor consumo de alimento. Aunque se haya observado un mayor consumo de
alimento de las hembras ECV, este no se vio reflejado en un aumento de la GPC, lo que
puede sugerir que la mayor parte del alimento se esté almacenando en forma de grasa. En
los grupos ECV de ambos sexos se observa una eficiencia de alimento menor en
comparacion con sus grupos Control; Rabasa y col. (2019) reportan una disminucién en la
eficiencia de alimento ante estrés crénico homotipico sin verse alterado el consumo de
alimento, esto puede indicar que el estrés heterotipico, ademas de generar aumento en el
consumo de alimento, también impide que sea aprovechado de manera 6ptima.

Las pruebas conductuales que se realizaron durante la adolescencia revelaron que los
grupos sometidos al ECV presentaron un comportamiento alterado, especialmente en
hembras. En la prueba PAS, las hembras ECV registraron una menor cantidad de
movimientos en comparacion con las hembras control; en el caso de los machos tuvieron
un menor porcentaje de tiempo registrado en BA al compararse con el grupo control durante
la Gltima prueba de EPM. Se ha reportado una asociacion entre la exposicién a estresores
y episodios de depresion (Ménard y Col. 2016; Campos, 2013). EI comportamiento
depresivo puede relacionarse con una menor actividad exploratoria (Krishnan y Nestler,
2012) lo que se aprecia en la cantidad reducida de movimientos que tuvieron los animales
ECV. Bowmany col. (2006) reportan que el estrés también actlia como un agente ansiolitico
en las hembras jovenes mientras que en machos actlla como un agente ansiogénico, por
lo que se podria haber esperado una mayor actividad locomotora por parte de las hembras
ECV en el transcurso del periodo de estrés. Sin embargo, las hembras mostraron un mayor
comportamiento ansioso en el DPN 58, lo que puede indicar que en especifico este
protocolo de estrés genera una respuesta ansiogénica en hembras. En el caso de los
machos, aparentemente no se observan efectos producidos por el estrés hasta después
del DPN 64. Las pruebas conductuales realizadas y la literatura nos indican que existe
dimorfismo sexual en cuanto a la respuesta al estrés.

Se ha llegado a considerar al estrés como un factor que provoca alteraciones en el balance
energético, que dependiendo del tipo de estresor y el tiempo durante el cual se presente
puede causar ganancia o pérdida de peso. El estrés cronico favorece la acumulacion de
TAB como consecuencia de la hiperactivarcion del eje HPA, y de los efectos adipogénicos
de los glucocorticoides (Rabasa y Dickson, 2016) y la inhibicién de la actividad del eje HPT
(Joseph-Bravo y col., 2015a). También se sabe que el ejercicio activa al eje HPT (Uribe y
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col., 2014; Parra-Montes de Oca y col., 2019), ademas de que dependiendo de la intensidad
y tiempo promueve la actividad del SNS y del eje HPA (Chen y col., 2017). La actividad
fisica en este caso podria estar promoviendo la movilizacion de las reservas de lipidos del
TAB (Ogasawara y col., 2015). Las alteraciones metabdlicas que pudo generar el estrés y
cdmo es que éste puede atenuar la respuesta al ejercicio voluntario se observaron como
cambios en las variables ponderales, en la composicion corporal y en la expresion de genes
involucrados en la actividad del eje HPT y el metabolismo energético en TAB.

Los cambios en cuanto a las variables ponderales, luego del protocolo de ejercicio, sélo se
vieron reflejados significativamente en el peso de las grasas totales en hembras, donde el
peso de la suma de TAB es mayor en el grupo ECV-Sed en comparacion con el C-Sed, y
en la grasa retroperitoneal en machos, mostrando que efectivamente el estrés provoca una
mayor acumulacion de TAB y que las hembras son mas susceptibles a dicha acumulacion.
Este evento podria atribuirse a la desregulacién del eje HPA provocada por el protocolo de
ECV en la adolescencia. Se ha demostrado que el estrés crénico puede alterar el HPA.
Causando una disminucion de la sensibilidad a la regulacion de retroalimentacién negativa
o0 una sensibilidad a los glucocorticoides alterada en el tejido adiposo y el tejido
musculoesquelético. Un exceso en la concentracion de glucocorticoides se ha asociado con
un aumento en la acumulacion de grasa visceral. Ya que altera los niveles de expresion
hormonas que interactian con los glucocorticoides y estan relacionadas con el balance
energético y la ingesta calérica como la insulina, la grelina, la leptina y el NPY. estimulando
el consumo de alimento y la acumulacién de grasa (Tanja y Spel, 2007; Sinha y Jastreboff,
2013).

En cuanto a la cantidad de ejercicio realizado, se observa que tanto en hembras como en
machos los animales ECV recorrieron una distancia menor en comparacién con los
controles. De acuerdo con lo reportado en la literatura, los machos presentan una menor
actividad fisica en comparacion con las hembras y dicha predisposicion a la actividad fisica
puede verse modificada por factores externos durante el desarrollo (Rosenfeld, 2016).
Estos datos aunados a los recabados en la prueba conductual PAS realizada durante el
protocolo de ECV, muestran que el estrés en este caso representa un factor que afecto la
disposicion a la realizacion de actividad fisica tanto en hembras como en machos.

Al analizar la concentracion de diferentes moléculas relacionadas con el eje HPT se observa
gue el gjercicio en este caso no alteré de manera significativa la concentraciéon de hormonas
tiroideas como se ha reportado anteriormente (Uribe y col., 2014; Parra-Montes de Oca y
col., 2019; Jaimes-Hoy y col.,, 2021). El eje HPT es modulado a niveles centrales y
periféricos por distintos elementos para garantizar su retorno rapido a la homeostasis una
vez que se ve alterado (Bianco y col., 2019). La concentracion sérica de HT ante estimulos
estresantes es rapida pero transitoria, la vida media de T4 junto con el control periférico de
los niveles circulantes de T3 mediados por Diol de higado y rifiones, hacen dificil detectar
cambios en las HT a nivel sérico por lo que resulta mejor hacerlo en 6rganos blanco
(Jaimes-Hoy y col., 2021). Ademas, es importante resaltar que los resultados reportados
pueden verse influenciados por el horario en el que se colecto la sangre y el momento del
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sacrificio, debido a que las concentraciones de hormonas tiroideas tienden a fluctuar a lo
largo del dia dependiendo de los requerimientos energéticos y los ritmos circadianos (Fliers
y col., 2015; Joseph-Bravo y col., 2015a). El estrés crénico y el ejercicio voluntario pueden
alterar la concentracion sérica de las hormonas tiroideas en las hembras (Parra-Montes de
Ocay col., 2019), aunque en este trabajo no se observaron estos cambios. Es importante
resaltar que a nivel de 6rganos blancos puede haber un incremento de T3 debido a que se
reporta un incremento en la expresion de Dio2. En tejidos periféricos, la Dio2 esta
involucrada en la regulacion del eje HPT ya que participa activamente en la desiodinacion
de la T4 en su forma activa T3 lo que promueve la expresion de genes regulados por
hormonas tiroideas (Ortiga-Carvalho y col., 2016).

Para comprobar cédmo es que la lipdlisis mediada por HT se ve afectada por el ejercicio y el
estrés se evalué la expresion de diferentes genes en el tejido adiposo blanco. La expresiéon
de Adrb3 esta regulada por T3 (Liu y col., 2003), este receptor modula la actividad de las
catecolaminas que son liberadas por el SNS desencadenando una cascada de reacciones
en los adipocitos promoviendo la lipdlisis (Fain y col., 1997; Hackeney y Mehis, 2016). Las
catecolaminas se unen al menos a cinco subtipos de receptores adrenérgicos (a1, a2, 31,
B2 y B3) que se expresan en adipocitos y se acoplan con el sistema de adenilciclasa para
activar o inhibir la actividad de la HSL (Liu y col., 2003). La expresion de Adrb3 se vio
aumentada por efecto del ejercicio en ambos sexos, este aumento se vio atenuado por el
ECV, surgiendo que el estrés previo al ejercicio inhibié la expresién de este receptor. En
Csanova y Col. 2017, se reporta una disminucion de la expresion de receptor Adrb3 en el
TAB luego de un protocolo de estrés con inyecciones de lipopolisacéarido (LPS) en hembras,
y una mayor expresion en macho. Lo cual ademas de mostrar un posible dimorfismo sexual
indica que el estrés si altera la expresién de este receptor, aunque aun se desconoce el
mecanismo por el cual se ve alterada la expresion de este gen a causa del estrés. Por lo
gue seria de interés ahondar mas en el mecanismo de respuesta a estrés de este receptor.

La expresion de la Hsl en los grupos control se ve aumentada en el grupo ejercitado y con
alimentacién pareada, esto se puede deber a que en ambos casos hay un déficit calérico lo
que promueve la movilizacion de las reservas de grasa (Zhu y col., 2019). Se ha reportado
que en ratas hembra adultas el estrés cronico variable aumenta los niveles de expresion de
Hsl (Kovacevic y col. 2017); sin embargo, en este trabajo no se observo este efecto, tal vez
porque el protocolo de estrés se realiz6 durante la adolescencia, lo que pudiera ocasionar
un efecto inhibitorio en la respuesta esperada, aunque se necesitarian realizar otros
experimentos para llegar a esta conclusion. La actividad de la Hsl esta regulada por la
respuesta de B3-AR (Zhu y col., 2019). Seria interesante analizar la expresién de los genes
Hsl, Adrb3 y Dio2 evaluados en otras areas donde se distribuye el tejido adiposo, asi como
analizar el tamafio de los adipocitos de los animales experimentales como se hizo en
Kovacevi¢ y col. (2017) y observar si hay diferencias significativas entre los grupos.
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X. Conclusion

Los resultados obtenidos demuestran que el protocolo de Estrés Crénico durante la
adolescencia generd una alteracion en la respuesta metabdlica al ejercicio. Los genes
involucrados en la lipdlisis y regulados por hormonas tiroideas Adrb3, Dio2 y Hsl se vieron
atenuados en los animales ECV. Ademas, se reporta dimorfismo sexual tanto en la
conducta de los animales como en la acumulacién de tejido adiposo blanco, donde se
reporta que las hembras en el grupo ECV presentan un comportamiento alterado y son mas
susceptibles a la acumulacion de grasa causada por estrés. Lo que nos indica que el ECV
durante la adolescencia influye en la actividad del eje HPT, en la conducta y en los
mecanismos de respuesta al ejercicio. Aln falta dilucidar que otros genes lipoliticos se ven
alterados por el estrés durante la adolescencia, como afecta la distribucion de tejido adiposo
blanco y hasta qué punto el ejercicio en la etapa adulta puede atenuar los efectos
provocados por el estrés.

Xl. Perspectivas

Con base en lo observado en este proyecto se pueden proponer analisis adicionales,
utilizando muestras de tejido y de suero, donde se incluyan:
e Evaluacion de los niveles de expresion de otras enzimas lipoliticas como
Perilipina, MAGL y ATGL.
e Analizar por Western blot la expresion de proteinas que responden a
hormonas tiroideas en el TAB.
e Analizar por inmunocitoquimica la presencia de proteinas que responden a
hormonas tiroideas en el TAB.
e Evaluar cortes histologicos de TAB con el objetivo de comparar el tamafio y
cantidad de adipocitos entre grupos experimentales.
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. Anexos

Anexo |. Calendario de Protocolo de Estrés Croénico Variable en Ratas hembra

DPN 31 DPN 32 DPN 33 DPN 34 DPN 35 DPN 36 DPN 37
Caja inclinada Ruido blanco Plataforma PAS
3h 3h elevada 15 min

Aislamiento Luz encendida Aislamiento
DPN 38 DPN 39 DPN 40 DPN 41 DPN 42 DPN 43 DPN 44
Frio RES Luz Ayuno OFT
1h 1h estroboscopica 4h

3h

Luz encendida Aislamiento

DPN 45 DPN 46 DPN 47 DPN 48 DPN 49 DPN 50 DPN 51
Plataforma Luz RES Cajainclinada | EPM
elevada 15 min estroboscépica | 1h 3h
3h

Luz encendida Ayuno

Toda la noche
DPN 52 DPN 53 DPN 54 DPN 55 DPN 56 DPN 57 DPN 58
Ruido blanco Cajainclinada | Frio Plataforma OFT
3h 3h 1h elevada 15 min

Ayuno Luz encendida

Toda la noche
DPN 59 DPN 60

Prueba hedénica
Aislamiento

*M:Mafana; T:Tarde; DPN: Dia Post Natal.
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Anexo II. Calendario de Protocolo de Estrés Crdnico Variable en Ratas macho.

DPN 31 DPN 32 DPN 33 DPN 34 DPN 35 DPN 36 | DPN 37
Ruido blanco Caja inclinada Plataforma elevada | PAS Luz estroboscopica
3h 15 min 3h

Aislamiento Luz encendida

DPN 38 DPN 39 DPN 40 DPN 41 DPN 42 DPN 43 | DPN 44

RES Caja inclinada Luz estrob. OFT Ruido blanco
1lh 3h 3h 3h

Luz encendida Aislamiento

DPN 45 DPN 46 DPN 47 DPN 48 DPN 49 DPN 50 | DPN 51

RES Plataforma elevada | Ruido blanco 3 h Ayuno EPM Caja inclinada

1h 15 min 4h 3h

Luz encendida

DPN 52 DPN 53 DPN 54 DPN 55 DPN 56 DPN 57 | DPN 58

Frio 1 h* Plataforma elevada Luz estrob. OFT RES
15 min 3h 1lh

Aisla-miento Ayuno
Toda la noche
DPN 59 DPN 60 DPN 61 DPN 62 DPN 63 DPN 64 | DPN 65
Plataforma elevada | Ruido blanco EPM Caja inclinada
15 min 3h 3h
Luz encendida | Ayuno Aislamiento
Toda la noche

DPN 66 DPN 67 DPN 68 DPN 69 DPN 70

RES Frio 1 h* Luz estrobos. Prueba de hedo6nica

1h 3h

Aisla-miento
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Anexo lll. Genes analizados y condiciones de PCR

Gen cDNA (pl) Tm (°C) Ciclos Secuencia del
primer
i S: GATGCTCCCAATTCCAGTGT
Dio2 2 64 26 AS: AGGCTGGCAGTTGCCTAGTA
S: TCTGTGCTGGCTGCCCTTCTT
Adrb3 4 64 27 AS: CTTCTCCTCCCCCAACCCTCAA
S: GTGGGGACCAGCAGTGAAAAA
HSI 3 58 27 AS: GTGGCCTCATTTGGGAGACT
( ]
4
L 46 )
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