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Resumen

La adolescencia es un periodo critico en el desarrollo del organismo, comprende la etapa de
la pubertad que es cuando aparecen los cambios hormonales y la maduracién de los 6rganos
sexuales (en la rata hembra abarca del dia posnatal [DPN] 28 al 41) ademas del tiempo
adicional que requiere la formacion de circuitos cerebrales entre areas limbicas y la
maduracién del eje adrenal (hasta el DPN 60). El estrés durante periodos juveniles puede tener
efectos conductuales y fisiolégicos permanentes; el aislamiento social es particularmente
nocivo ya que durante este periodo se desarrollan las conductas sociales. El estrés agudo o
cronico inhibe la actividad del eje tiroideo que es fundamental en la homeostasis energética.
Ademas de inhibir la actividad basal del eje, el estrés inhibe la respuesta a demandas
energéticas como la provocada por la estimulacion al frio o al ejercicio en ratas adultas. Debido
a que las hembras son mas susceptibles al efecto nocivo del estrés durante la adolescencia
estudiamos el efecto a largo plazo, del aislamiento social (ISO) en ratas Wistar hembras
sometidas durante la etapa adulta a estresores intermitentes y posteriormente a frio o a
ejercicio. Encontramos que el aislamiento en la adolescencia provocé una disfuncion en el eje
adrenal, que se refleja en niveles basales mas altos de corticosterona después de 30 dias de
aislamiento cuando las ratas ya son adultas, ademas presentan un estado de anhedonia,
caracteristico de la depresién. El aislamiento social también provocé alteraciones metabolicas
gue se reflejan en una mayor acumulacion de tejido adiposo blanco, asi como una incapacidad
de regular la temperatura corporal y menor actividad fisica en la rueda de ejercicio. Respecto
al eje tiroideo y la respuesta en 6rganos blanco de las hormonas tiroideas, el aislamiento
aumentd los niveles basales de TSH sin alterar a las hormonas tiroideas, lo que sugiere una
condicion de hipotiroidismo subclinico. Tanto el tejido adiposo pardo como el tejido adiposo
blanco tuvieron una menor expresion de los genes que se inducen durante la termogénesis
adaptativa asociada con el ejercicio. Estos resultados demuestran que el estrés crénico en una
etapa vulnerable del desarrollo como es la adolescencia ocasiona alteraciones que perduran
hasta la edad adulta en las ratas hembra.
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Abstract

Adolescence is a critical period in the development of the organism as connections between
limbic regions associated with stress continue to mature. Stress during youth periods can have
permanent behavioral and physiological effects; social isolation is particularly harmful since
during this period social behaviors develop. Acute or chronic stress inhibits the response of
thyroid axis to energy demands such as cold exposure or exercise in adult rats. Because
females are more susceptible to the harmful effect of stress during adolescence, we studied
the long-term effect of social isolation (ISO) in female Wistar rats subjected to intermittent
stressors during adulthood and subsequently to cold or exercise. We found that isolation in
adolescence caused higher baseline levels of corticosterone after 30 days of isolation, in
addition to a state of anhedonia, characteristic of depression. Social isolation also caused
metabolic disturbances with increased accumulation of white adipose tissue, an inability to
regulate body temperature, and reduced physical activity on the running wheel. Isolation
affected thyroid axis and response of target organs to four weeks of voluntary exercise;
increased basal levels of TSH without altering thyroid hormones, suggesting a condition of
subclinical hypothyroidism. Isolation inhibited the expected exercise-induced increase in T3,
loss of adipose tissue, increased expression of deiodinase 2, adrenergic receptor Arb3 and Gr
in either brown or white adipose tissue detected in controls. These results support that chronic
stress at a vulnerable stage of development, such as adolescence, causes neuroendocrine and
metabolic alterations that last until adulthood in female rats.
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1. Introduccién

La respuesta al estrés en el organismo es un mecanismo evolutivo de gran valor adaptativo.
Sin embargo, cuando la exposicion al estrés es prolongada e incontrolable, la respuesta puede
ser inadecuada y desadaptativa, causando trastornos fisicos y mentales tales como la

depresién y trastornos de ansiedad, asi como a alteraciones neuroendocrinas y metabélicas!2.
1.1 Larespuesta al estrés

La supervivencia del individuo depende de la habilidad de adaptarse a situaciones que le
resultan amenazantes que pueden ser reales o percibidas®. El organismo esta preparado para
contender con estas amenazas activando sistemas que, una vez que las amenazas
desaparecen, le permiten regresar a la homeostasis. Al estado de amenaza de la homeostasis
o del bienestar se le ha definido como estrés*y al estimulo que desencadena la respuesta al
estrés se le llama estresor. Los estresores que representan una amenaza directa a la
supervivencia, son los estresores fisicos como hemorragia, hipoxia, infeccion; mientras que los
estresores psicoldgicos representan una amenaza potencial que desencadena una respuesta

orientada a escapar de la situacion®.

La respuesta hormonal ante una situacion de estrés inicia con la activacion del eje hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA). Sin embargo, ademés del eje HPA, muchos sistemas enddgenos
reaccionan ante el estrés. Entre ellos se encuentra el sistema nervioso autbnomo que estimula
al eje simpatico-adrenal-medular (SAM) gue induce una respuesta generalizada que optimiza
la supervivencia ante el estresor aumentando el ritmo cardiaco, la presion sanguinea y la
produccion de glucosa hepética®. Las respuestas provocadas por estimulos psicoldgicos
recaen en una o mas estructuras del sistema limbico (corteza prefrontal, amigdala e
hipocampo) conectadas con el nucleo paraventricular (NPV) a través de nucleos de relevo que
trabajan de manera paralela al influenciar la actividad del eje HPA, lo que resulta en una

respuesta anticipada ante la posible amenaza®.

La reaccion fisiologica al estrés fisico y/o psicolégico activa al sistema nervioso simpatico
(SNS) y al eje HPA. La activacién del eje HPA inicia en neuronas del nucleo paraventricular

del hipotalamo al inducir la sintesis de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) -en el
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NPV se encuentran neuronas que sintetizan varios péptidos de importancia neuroenddécrina
como CRH, vasopresina, TRH, oxitocina y somatostatina- y simultaneamente induce la
liberacion del péptido de las terminales en la eminencia media cerca de los vasos portales por
donde viaja a la pituitaria anterior y estimula la sintesis y secrecién de la adrenocorticotropina
(ACTH) de los corticotropos (Figura 1A). La ACTH circulante actta en la zona fascicular de la
corteza adrenal donde estimula la liberacidon de glucocorticoides: cortisol en el caso de
humanos y corticosterona (CORT) en el caso de roedores. Los glucocorticoides son hormonas
esteroideas y pueden atravesar la membrana citoplasmatica debido a sus propiedades
liposolubles, una vez dentro de la célula se unen a receptores especificos en el citoplasma’.
Existen dos tipos de receptores de glucocorticoides: el receptor de mineralocorticoides (MR) y
el receptor de glucocorticoides (GR), ambos son factores transcripcionales y cuando los
glucocorticoides se unen a su receptor pueden entrar al nucleo y regular la expresion de
muchos genes®. El receptor MR tiene una mayor afinidad a los glucocorticoides que el GR y
regula los ritmos circadianos y ultradianos basales. El receptor GR, al tener una menor afinidad
por los glucocorticoides, requiere niveles mayores de glucocorticoides, cémo los que se liberan

después del estrés, para activarse®.

Los glucocorticoides son las hormonas al final de la activacion del eje adrenal y son los
responsables de la retroalimentacion negativa ya que inhibe la sintesis y secrecion de CRH 'y
ACTH limitando la duracién de su exposicion y apagando el ejel® (Figura 1B). Los
glucocorticoides junto con las catecolaminas actian en muchos tejidos induciendo efectos
catabdlicos tales como el incremento de la lipdlisis y la liberacion de acidos grasos en el tejido
adiposo blanco y ademas estimulan la glucogendlisis y la gluconeogénesis hepatica

aumentando las concentraciones de glucosa circulante y la acumulacién de glucégeno®?.

La activacion del SNS estimula la liberacion de epinefrina de la médula adrenal y norepinefrina
de las terminaciones nerviosas simpaticas (Figura 1B). Estas catecolaminas estimulan los
receptores a y B adrenérgicos expresados en érganos periféricos donde coordinan actividades
enzimaticas como la lipdlisis o la glicolisis, asi como, las respuestas cardiovasculares
acelerando el gasto cardiaco y la respiracion o redirigiendo el flujo sanguineo para estimular el

cerebro y preparar los musculos y el corazén para una respuesta de “lucha o huida™!.
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Esta reaccion fisiol6gica ante el estrés tiene el objetivo de movilizar las reservas energéticas y
poder responder rapidamente ante la situacion amenazante pero el estar cronicamente
estresado y con una respuesta al estrés sostenida se vuelve dafiino para el individuo y lo
predispone a enfermedades metabdlicas, cardiovasculares y mentales?!!. El dafio causado por
el estrés cronico depende del tipo de estrés, la intensidad y la duracién. Cuando es el mismo
tipo de estrés (homotipico) hay una habituacion; en cambio, cuando el estrés es variable e
inesperado (heterotipico) ocurre una sensibilizacién que causa hiperactividad del eje HPA 'y en

ocasiones, hipoactividad*.

A AR o) (CRH
/4

Nicleo paraventricular | :
del hipotalamo :

Neuronas del

R ® mj sistéma simpatico
Eminencia : .
media : l '

Médula
adrenal

d
Circulacion
: sistémica
____________ Estimulacion ——J»
Inhibicidn  eeeee- o
|

Figura 1. Organizacion del sistema del estrés. La respuesta al estrés inicia en neuronas del NPV que se encargan de
sintetizar CRH: este se libera hacia el sistema portal-hipofisiario donde llega a la eminencia media y posteriormente es liberado
en la glandula pituitaria anterior y estimula en los corticotropos que se libere la ACTH hacia la circulacion sistémica a través de
la cual llega a la glandula adrenal, especificamente a la corteza adrenal, dénde promueve la sintesis y liberacion de
glucocorticoides ( cortisol en humano, corticosterona en roedores). Los glucocorticoides son liberados a la circulacion sistémica
dénde llegan a érganos blancos (tejido adiposo, higado, cerebro) y movilizan las reservas energéticas para contender contra el
estresor, ademas, ejercen un efecto de retroalimentaciéon negativa sobre la pituitaria y el NPV, dénde se unen al GR,
suprimiendo la respuesta del eje. EI SNS estimula la liberacion de norepinefrina de las terminales nerviosas simpaticas y
epinefrina de la médula adrenal preparando al organismo para una respuesta de “lucha o huida”. Es importante aclarar que el
esquema presenta la respuesta al estrés en roedores, dénde se ha estudiado ampliamente. Sin embargo, la organizacion del
eje HPA esta altamente conservada en mamiferos, incluyendo al humano.

(ACTH, adrenocorticotropina; CORT, corticosterona; CRH, hormona liberadora de corticotropina; GR, receptor de
glucocorticoides; NE, norepinefrina; NPV, nucleo paraventricular del hipotdlamo; SNS, sistema nervioso simpatico)

Basado y modificado de Myers, B., et al, 2012.
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1.2 Biosintesis de la hormona liberadora de tirotropina

En respuesta a un estimulo ambiental, como el estatus nutricional, la temperatura, el ejercicio
o un estimulo hormonal como la leptina (una hormona producida por los adipocitos, que
produce un efecto anorexigénico al reducir el apetito cuando se libera a la circulacion) las vias
hipotaldmicas modulan la actividad simpéatica y la del eje hipotalamo-pituitaria-tiroides®®. En
las neuronas hipofisiotropicas de la region parvocelular del NVP se sintetiza la proteina
precursora de la hormona liberadora de tirotropina (TRH): el precursor prepro-TRH* (Figura
2). El promotor de TRH contiene multiples elementos regulatorios que reclutan diferentes
factores de transcripcion dependiendo del estimulo, entre ellos se encuentra el elemento de
union en respuesta a AMPc (CREB), el elemento de respuesta a glucocorticoides, a STATS3,
cJun y cFos?'®. El transcrito primario es sintetizado en el nicleo como prepro-TRH, un ARN
heterogéneo nuclear que contiene tres exones y dos intrones tanto en murinos como en
humanos, pero en diferentes cromosomas'®. EIl ARN mensajero del prepro-TRH es sintetizado
en el reticulo endoplasmatico rugoso y después es cortado para formar el pro-TRH en el
reticulo endoplasmatico. En el Golgi , el pro-TRH es procesado por las proteinas convertasas
PC 1/3 y posteriormente es compartamentalizado en granulos de secrecion que durante el
viaje por el axon, las convertasas cortan en los residuos béasicos Lys-Arg, y estos son
removidos por las carboxipeptidasas E y D*®. Finalmente, en la secuencia gln-his-pro-gly-NH2
la enzima monooxigenasa alfa-amidante de peptidilglicina (PAM) y una piroglutaminasa
modifican los extremos amino y carboxilo respectivamente para formar el péptido activo, TRH
-(L-piroglutamil-L-histidil-L-prolilamida) 6.
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Figura 2. Biosintesis del TRH. El gen de Trh de rata se encuentra en el cromosoma cuatro, contiene tres exones,
representados con las letras E1-3 y se presenta al inicio del esquema junto con tres elementos regulatorios en la regién
del promotor. EI ARNm del prepro-TRH es sintetizado en el RER y después es cortado para formar el pro-TRH, este es
procesado por las PC 1/3 en el Golgi formando intermediarios mas pequefios que son procesados en granulos de
secrecion donde la Lys y Arg son cortadas por las PC y removidas por las carboxipeptidasas E y D. Una piroglutaminasa
convierte la glutamina en piroglutamina, mientras que la glicina es convertida a amida por la enzima PAM dando lugar al
TRH biolégicamente activo. El TRH es inactivado y degradado por la ectoenzima piroglutamil peptidasa 1.

(GRE: Elemento de respuesta a glucocorticoides; CRE2: Elemento de respuesta a AMPc; TRE: Elemento de respuesta
a hormonas tiroideas; PC 1/3: Proteinas convertasas 1/3; PAM: Enzima monooxigenasa alfa-amidante de peptidilglicina;
PPII, Piroglutamil peptidasa 2)

Modificado de Ortiga-Carvalho, T., 2016.
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1.3 El eje hipotalamo-pituitaria-tiroides

El estrés cronico altera otros ejes neuroendocrinos, entre ellos el eje hipotalamo-pituitaria-
tiroides (HPT). Este eje es uno de los principales reguladores de la homeostasis energética,
ademés de que, por medio de las hormonas tiroideas, juega un papel importante en el
desarrollo, el crecimiento y el metabolismo!’ siendo necesario para el funcionamiento
adecuado de la mayoria de los tejidos, con importantes efectos sobre el consumo de oxigeno

y la tasa metabdlica'®.

Similar a las neuronas CRHérgicas, los axones de las neuronas TRHérgicas se proyectan
hacia la eminencia media dénde el TRH es liberado cercano a las venas portales del sistema
hipotalamo-pituitaria y a los tanicitos presentes en la pared del 3er ventriculo donde encuentra
la ectoenzima piroglutamil peptidasa Il que degrada al TRH (PPIl o TRHDE). La cantidad de
TRH liberado que llega a la pituitaria y que controla la liberacion de la hormona liberadora de
tirotropina (TSH)'® depende por lo tanto de la cantidad de TRH que no fue degradada por la
PPII. EI TRH se une a su receptor (TRH-R1) en los tir6tropos de la pituitaria, activa la sintesis
y la liberacion de la TSH (Figura 3A). La TSH es liberada de la pituitaria hacia la circulaciéon
sistémica y llega hasta las células foliculares de la glandula tiroides en donde se une a su
receptor (TSHR), estimulando la sintesis y secrecion de las hormonas tiroideas (HT) %°. La
tiroxina (T4, 3,3,5,5-tetrayodotironina) es una prohormona y el producto principal de la
glandula tiroides, mientras que la triyodotironina (T3, 3,3’,5-triyodotironina) se secreta en menor
cantidad y es la hormona activa que se deriva de la T4. La T3y T4 liberadas generan un efecto
de retroalimentacion negativa e inhiben la produccion de TRH en el hipotalamo y de TSH en la
glandula pituitaria a través los receptores de hormonas nucleares (THRa y THRb), regulando

asi la expresion genética (Figura 3B)?2.

Las HT entran a las células a través de proteinas transportadoras, siendo el principal
transportador el de monocarboxilato 8 (MCT8) 3. La T4 y demas HT se metabolizan por las
desyodasas, enzimas que remueven el yodo del anillo interno como la Diol y Dio2,
conviertendo T4 a la forma activa T3; Diol tiene ademas capacidad de desyodar el anillo
externo convirtiendo T4 en T3-reversa, o T3-reversa en T2. Dio2 es responsable de convertir
T4 a T3 en varios tejidos y su actividad es regulable por el sistema simpatico. La desyodasa
Dio3 se expresa durante el desarrollo embrionario y en tipos celulares especificos; es la
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responsable de inactivar a T4 a T3 reversay T3 a T2 que pueden unirse a receptores de HT y

bloguear la accion de T31922.23,

Tercer ventriculo
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Figura 3. Eje Hipotalamo-Pituitaria-Tiroides. En las neuronas hipofisiotréficas del NPV se sintetiza el TRH. Los axones
de estas neuronas se proyectan hacia la eminencia media donde el TRH es liberado hacia las venas portales del sistema
hipotalamo-pituitaria y controla la liberacién de la TSH en la pituitaria anterior, posteriormente esta es liberada hacia la
circulacion sistémica y llega hasta la glandula tiroides, en donde estimula la sintesis y liberacion de las hormonas tiroideas
T3y T4. Las hormonas tiroideas tienen multiples 6rganos blanco, entre los que se destacan algunos involucrados en el
metabolismo energético como el tejido adiposo blanco y pardo, el musculo esquelético y el higado.
(ARC, Nucleo arqueado; D1, Desyodasa 1; D2, desyodasa 2; NPV, nlcleo paraventricular; PPII, Piroglutamil peptidasa
2; pro-TRH, prohormona de la hormona liberadora de tirotropina; T3, triyodotironina; T4, Tiroxina; THR, Receptor de
hormonas tiroideas; TRH, hormona liberadora de tirotropina; TRH-R1, Receptor 1 de TRH; TSH, tirotropina; TSHR,
Receptor de tirotropina; TAB; tejido adiposo blanco; TAP, tejido adiposo pardo)
Basado y modificado de Clasadonte, J., & Prevot, V., 2018 y de Joseph-Bravo, P., et al, 2017.
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1.4 Efecto de las hormonas tiroideas en el metabolismo

Las hormonas tiroideas (T4 y T3) son responsables del metabolismo basal, la termogénesis,
el gasto energético®* y del flujo de metabolitos energéticos a tejidos activos. Regulan mdiltiples
enzimas que participan en sintesis y degradaciéon de lipidos, carbohidratos y proteinas en
organos como cerebro, tejido adiposo blanco y pardo, musculo esquelético, higado y

pancreas?®.

En el tejido adiposo blanco estimulan la lipélisis y la lipogénesis. La T3 estimula la transcripcion
del receptor a norepinefrina y de enzimas involucradas en lipdlisis y en la reduccion de la grasa
corporal. Sin embargo, aunque las HT también promueven la lipogénesis, cuando los niveles
de HT son elevados el efecto neto es la pérdida de grasa®®. En el higado, las HT regulan la
homeostasis de lipidos por acciones directas de la T3 e indirectas a través de receptores

nucleares activados por nutrientes?®.

Las HT facilitan la termogénesis adaptativa, mecanismo que permite a las especies
homeotérmicas mantener constante su temperatura corporal, independientemente de la
temperatura ambiental. En roedores el sitio primario de la termogénesis es el tejido adiposo
pardo, un tejido especializado que produce calor al desacoplar la cadena transportadora de
electrones en la mitocondria por medio de la proteina Ucp1?’. Las HT, como el SNS, estimulan
la termogénesis?®. La activacion del SNS es mediada por la norepinefrina (NE) a través del
receptor adrenérgico B3 (Adrb3) estimula a la adenilato ciclasa, incrementa AMPc y activa la
PKA que fosforila la Dio2 activandola y se incrementa la formacion intracelular de T3. A su vez,
la PKACc fosforila lipasas que incrementan la formacion de acidos grasos que activan a Ucply
sirven de sustrato energético. Ademas, PKAc fosforila a CREB (elemento de unién en
respuesta a cCAMP) que se une a su elemento de respuesta CRE del gen de Ucpl que también
tiene elementos de respuesta a receptor de hormonas tiroideas (TRE), ambos incrementan la

expresion de Ucpl2® y en forma similar, la expresion de Dio2 (Figura 4).

El musculo esquelético es influenciado por las HT, cuyo papel es importante para la funciéon
contractil, la regeneracién, la miogénesis, asi como para el metabolismo y eliminacion de

glucosa. Estos efectos dependen de la presencia de los transportadores de MCT8 y MCT10
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en la membrana plasmatica, de la expresion de los receptores de HT (THRa y THRb) y de la

disponibilidad hormonal que es determinada por la actividad de la Dio22°,

Situaciones de demanda energética como el ejercicio®® o el frio3! activan al eje tiroideo,
mientras que se inhibe en condiciones de balance energético negativo como el ayuno®? o por
situaciones de estrés agudo®? o crénico®*. El estrés, ya sea agudo o crénico modifica los
patrones alimenticios y el metabolismo, siendo estos dos ultimos la base del sindrome

metabdlicol4.

Plasma

T4
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Figura 4. Mecanismo de la termogénesis adaptativa en el tejido adiposo pardo. La sefializacidn local de las hormonas
tioideas incrementa la termogénesis en el TAP. T4 es trasportada dentro del adipocito y es convertida a T3 por la Dio2.
La norepinefrina se une al receptor Adrb3 y activa a la adenilato ciclasa incrementando la concentracion de cAMP, lo que
activa a la PKA que fosforila a la Dio2 e incrementa la T3 intracelular. Ademas, PKA fosforila lipasas que incrementan los
acidos grasos libres que serviran como sustratos para la termogénesis mediada por la Ucp1.

Adrbr, Receptor adrenérgico beta 3; AC, Adenilato ciclasa; ATGL, lipasa adipocitica de triglicéridos; ATP, Adenosin
trifosfato; cAMP, adenosin monofosfato ciclico; cPKA, subunidad catalitica de la proteina cinasa A; Dio2, Desyodasa 2;
FFA, Acidos grasos libres; GR, receptor a glucocorticoides; HSL, lipasa sensible a hormonas; NE, norepinefrina; pCREB,
elemento de respuesta a cAMP fosforilado; THRb, receptor de hormonas tiroideas beta; T4, tiroxina; T3, Triyodotiroinina;
Ucp1, proteina desacopladora 1.

Basado y modificado de Castillo-Campos, A., et al, 2020.
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1.5 Diferencias sexuales en larespuesta al estrés y el metabolismo

Los estudios con animales y humanos indican que aunque la respuesta neuroendocrina de
“lucha o huida” al estrés es bastante similar entre hembras y machos®, existen diferencias
sexuales en la actividad del eje HPA inducida por estrés. La informaciébn procede
principalmente de estudios realizados en roedores e indica que las diferencias provienen de
las hormonas gonadales durante periodos clave del desarrollo o en la adultez®®. En ratas, las
hembras tienen concentraciones basales de corticosterona mas altas que los machos y una
respuesta al estrés agudo mas robusta que se evidencia con niveles mas elevados de
corticosterona y ACTH después de exponer a los animales a un estresor psicolégico como la
restriccion de movimiento. Asi mismo, las hembras presentan un regreso tardio a los niveles
basales de corticosterona y ACTH, lo que indica una diferencia en la regulacion de la

retroalimentacion negativa del eje HPA debido al sexo de los animales ¥.

Otra diferencia sexual se encuentra en la distribucion del tejido adiposo: las hembras presentan
una mayor deposicion de grasa en la region subcutdnea, mientras que los machos tienden a
acumular mas grasa en la regiéon abdominal o visceral®®. Los estrégenos juegan un papel
importante en la remodelacién del tejido adiposo abdominal, pues tienen un efecto
anorexigénico y al unirse al receptor de estrégeno (ERa 0 ERB) regulan a la baja la expresion
de PPARy un gen adipogénico, disminuyen la expresion de la lipoproteinlipasa (LPL)
fundamental para la captura de grasas en los adipocitos e hidrolizar los triglicéridos de los
quilomicrones e incrementan la expresion de la lipasa sensible a hormonas (HSL) que también

se encarga de hidrolizar triglicéridos.

El balance energético también presenta diferencias sexuales relacionadas con la ingesta
energética. En mamiferos, los machos tienden a consumir mas alimento que las hembras y
aungue se asume que el aumento de la ingesta apoya su mayor masa muscular, su estrategia
evolutiva de supervivencia después de un periodo de privacién de alimentos aumenta las
reservas de grasa al incrementar la ingesta de alimentos. Por el contrario, las hembras reducen
la pérdida de los depésitos de grasa al disminuir el gasto de energia®. Este Ultimo mecanismo
coincide con la capacidad de las hembras para resistir la pérdida de las reservas de energia a
pesar de la escasez de alimento. En condiciones de gasto energético, como lo es el ejercicio,
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cuando incrementan los requerimientos energéticos, las hembras oxidan una mayor proporcion
de lipidos en relacion con los carbohidratos, mientras que los machos utilizan preferentemente

los carbohidratos como fuente de energia*!.

1.6 Neurobiologia de la pubertad y la adolescencia

Aunque la pubertad y la adolescencia son periodos que se sobreponen, siendo la pubertad
parte de la adolescencia, los términos no se deben usar indistintamente. La pubertad se refiere
exactamente al periodo de tiempo durante el cual se alcanza la madurez sexual y se inicia con
una mayor secrecion pulsatii de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) del
hipotalamo lo cual conlleva a un incremento de los niveles de la hormona luteinizante (LH) y la
hormona foliculo estimulante (FSH) que controlan la sintesis de las hormonas sexuales y
generan la madurez gonadal*?. En contraste, la adolescencia se refiere al periodo gradual de
transicion de la niflez a la adultez y es cuando se desarrollan y maduran las habilidades
cognitivas y sociales, aunque los limites de este periodo no estan definidos con precisién*3. En
ratas hembra el periodo de pubertad comprende del dia posnatal (DPN) 30 al 40, mientras que
en ratas macho abarca desde el DPN 40 hasta el 60. De acuerdo con Tirelli, E., et al, 2003, la
adolescencia en roedores se puede clasificar en tres intervalos: adolescencia temprana o
prepuberal (DPN 21 al 34), adolescencia media o periadolescencia (DPN 34-46) y
adolescencia tardia (DPN 46-59)%4.

Después del periodo neonatal, la adolescencia es el periodo mas importante del
neurodesarrollo. Las regiones limbicas como el hipocampo, importante para ciertos tipos de
memoria y aprendizaje; la amigdala, region que media las respuestas fisioldgicas y del
comportamiento asociadas con el miedo y las emociones; y la corteza prefrontal involucrada
en las funciones ejecutivas del pensamiento como la capacidad de realizar juicios sobre el bien
y el mal, predecir consecuencias a largo plazo y capacidad de inhibir comportamientos
impulsivos*®, continian madurando durante la adolescencia y son areas del cerebro asociadas
al circuito del estrés?*®. Tipicamente se encuentra una sobreproducciéon de axones y sinapsis
durante la adolescencia temprana, seguida de una poda sinptica rapida, indicando que las
conexiones y la comunicacion entre las regiones limbicas se encuentran en un estado

altamente transitorio durante la adolescencia*s.
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Este periodo del desarrollo es susceptible a dafio que afecte la formacion adecuada de los
circuitos. En esta etapa, muchos desérdenes neuropsiquiatricos emergen por primera vez,
siendo que la psicopatologia de estos desordenes se ha ligado con anormalidades en el
desarrollo normal del cerebro. Ademas, trastornos como la depresion o trastornos de ansiedad
(en particular el trastorno de ansiedad generalizada y el trastorno de ansiedad social) tienen
mayores tasas de prevalencia en las mujeres que en los hombres durante la adolescencia,
persistiendo diferencias en la edad adulta*’. Los trastornos de ansiedad estan asociados con
trastornos del estado de animo, comportamientos disruptivos, trastornos alimenticios y de
abuso de sustancias®. Los estudios en humanos y los modelos animales respaldan un mayor
riesgo de desérdenes del comportamiento y el neurodesarrollo en los machos cuando estan
expuestos al estrés durante el desarrollo fetal y el periodo neonatal mientras que en las
hembras el riesgo de presentar desordenes afectivos es mayor cuando el estrés se presenta
en la adolescencia. En los roedores, el estrés crénico experimentado durante la pubertad y
adolescencia produce resultados sexo-especifico en la sensibilidad del eje adrenal y
disminucion en la neurogénesis del giro dentado (parte del hipocampo), particularmente en las

hembras?’.

1.7 El aislamiento social como modelo de estrés cronico

El aislamiento social se considera como un potente estresor tanto en humanos como en
animales. El grado e intensidad de los efectos del aislamiento social dependen de la
organizacion social de cada especie*. En humanos, la falta de contacto social se asocia con
un mayor riesgo de deterioro cognitivo y trastornos neuronales, y la percepcion del aislamiento

social (soledad) es un factor de riesgo de la mortalidad®°.

En roedores, el aislamiento social en la adolescencia induce alteraciones en las funciones
neuroquimicas, fisioldgicas, neuroendocrinas, de comportamiento social que permanecen
hasta la edad adulta. Si bien el trastorno de depresion no se puede modelar en animales,
algunos sintomas clinicos como el estado de animo deprimido y la anhedonia se estudian en
modelos de roedores utilizando la prueba de nado forzado y la prueba de preferencia de
solucién dulce®. Los estudios en ratas sugieren que el aislamiento social en la adolescencia

afecta mas a las hembras: induce hiperfagia, comportamientos depresivos®!, una
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hiperrespuesta del eje HPA al estrés®® y una mayor preferencia por las soluciones

azucaradas®s.
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2. Antecedentes

Nuestro laboratorio se ha centrado en el estudio del efecto del estrés sobre las neuronas
TRHérgicas y la biosintesis de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y la actividad del eje
tiroideo bajo el efecto del estrés agudo o crénico en respuesta a distintas situaciones de
demanda energética. Se han estudiado distintas condiciones de estrés agudo o crénico en
ratas adultas, asi como en etapas neonatales con modelos como el de separacién materna
durante la lactancia, o el aislamiento desde la pubertad a la adultez. Actualmente se estudia el

efecto del estrés en otra etapa vulnerable del desarrollo como es la adolescencia.
2.1 Efecto del estrés agudo en el gje tiroideo

La exposicion al frio activa rapidamente el sistema nervioso autbnomo, el eje adrenal y el eje
tiroideo que estimulan la termogénesis e incrementan el gasto energético. En cambio, la
actividad del eje HPT esta inhibida por exposicion aguda a estresores psicogénicos mientras
que la del HPA esta activada. Por ejemplo, una sesion de restriccion de movimiento (RES)
durante 30 minutos activa rapidamente el eje HPA, con un pico en los niveles de corticosterona
en suero 15 min después de terminada la prueba, pero inhibe la expresion de proTRH en el
NPV, la liberacion de TRH del hipotdlamo medio basal y los niveles de TSH disminuyen en

suero®*.

El estrés agudo o la inyeccion de corticosterona previa a la exposicion al frio pueden restringir
la activacion del eje tiroideo. Esto fue demostrado mediante una inyeccién de corticosterona
en ratas macho adultas una hora previa a la exposicion al frio. El pretratamiento reprimio la
respuesta del eje HPT inhibiendo la liberacion de TSH y T4, asi como la actividad de Dio2 en
tejido adiposo pardo. La inyeccion de corticosterona incremento los niveles del ARNm de pro-
TRH en la zona media y caudal del nicleo paraventricular de ratas que permanecieron a
temperatura ambiente, pero no en aquellas expuestas al frio33. El frio estimula la via
noradrenérgica que incide en neuronas TRHérgicas y estimula la fosforilacion de CREB, en
ratas expuestas 1h al frio; pPCREB se detecta en el NPV y en parte, en neuronas TRHérgicas.
Las neuronas hipotalamicas en cultivo incubadas con NE o con estimuladores de la PKA
mostraron que pCREB es fundamental para la transcripcion basal de TRH>® y la corticosterona

interfiere con la uniébn de pCREB al promotor del gen de TRH mediante la union del GR
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activado con la PKAc impidiendo su translocacion a nilcleo®®. Este mecanismo explica la
interferencia que ejerce la corticosterona en la fosforilacion de CREB en las neuronas

TRHérgicas del PVN de animales expuestos al frio 6.

2.2 Efecto del estrés cronico en el adulto en la respuesta del eje tiroideo a demandas

energéticas
2.2.1 Demanda energética: una hora de frio

Una vez que se demostrd que la respuesta del eje tiroideo se inhibe ante el estrés agudo o
una inyeccion previa de corticosterona, se investigo si el estrés crénico interfiere también en la
respuesta del eje tiroideo al frio. Para comprobarlo se usaron dos modelos: el estrés cronico
homotipico por restriccion de movimiento (RES) ya que se sabe que las ratas se habitian a
este tipo de estrés después de dos semanas®, y el estrés crénico heterotipico usando el
modelo de estrés cronico variable (CVS), esto debido a que este modelo de estrés disminuye
la actividad basal del eje HPT®>" y altera la variacién circadica de las hormonas tiroideas T4 y
T3% . En este estudio se utilizaron ratas macho adultas que fueron sometidas diariamente
durante 15 dias a 30 minutos de RES o dos veces al dia a CVS y en el dia 16 los animales
fueron introducidos en jaulas individuales a una hora de frio (5°C) o en un cuarto cercano a
temperatura ambiente (21°C). El estrés cronico provocado por RES provocé la habituacion
reportada del eje HPA: la concentracion en suero de corticosterona disminuy6 gradualmente a
lo largo de los 15 dias de estrés y para el dia 15 se habia normalizado, en cambio, en las ratas
con CVS la concentracion de CORT increment6 después de cada estresor y a lo largo del

tiempo.

El frio incremento los niveles de corticosterona en suero tanto en los animales controles como
en los estresados, asi como la expresion de Crh en los controles sometidos a frio y en los
grupos CVS a TA o a 5°. En cuanto a la actividad del eje tiroideo, incrementaron los niveles
del ARNm de Trh en el NPV de los controles que permanecieron en frio, asi como los niveles
de TSH en suero. Sin embargo, esto no ocurrié en los animales sometidos a RES o CVS. La
expresion de genes involucrados en la termogénesis en tejido adiposo pardo, Dio2 y Ucpl se
estimulé por el frio en los controles, pero no en los grupos RES o CVS. Los resultados

demuestran que independientemente del tipo de estresor cronico (homotipico o heterotipico),
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la respuesta del eje tiroideo y la expresion de genes termogénicos ante una hora de frio se

altera y presenta una respuesta atenuada®® (Articulo publicado, anexo 4).

2.2.2 Demanda energética: ejercicio voluntario
Si bien el ejercicio cronico genera una demanda energética que altera la homeostasis del
organismo y activa el eje HPA incrementando los niveles de corticosterona en sangre al igual
gue durante el estrés crénico, el ejercicio no produce los efectos adversos de los altos niveles
circulantes de corticosterona, ya sea porque el ejercicio incrementa los niveles basales de
corticosterona que actia como un amortiguador ante un nuevo estresor o porque, a diferencia
del estrés crénico en el que se regula a la baja la expresion de GR®%61 el ejercicio puede
incrementar la expresion de GR en el hipocampo o revertir el decremento de GR después del
estrés crénico®2. Estas son sélo algunas de las diferencias que al final producen los efectos
benéficos del ejercicio: mejora el manejo del estrés, previene la depresion y mejora la cognicion

y la memoria®3.

Para evaluar los efectos de una situacion de demanda energética de mayor duracion en la
actividad del eje tiroideo se utiliz6 el paradigma de ejercicio voluntario en ratas macho adultas
durante 14 dias®°. El modelo de ejercicio voluntario en una rueda de ejercicio (WR: Wheel
running) es Util porque asemeja la actividad fisica diaria en humanos no sedentarios y es
menos estresante en las ratas que el ejercicio forzado en una cinta de correr. Aun cuando el
ejercicio voluntario no se consideran un evento crénicamente estresante, incrementa los
niveles de corticosterona®® y las ratas macho disminuyen la ingesta de alimento por lo que
puede causar una inhibicion en el eje HPT. Por esta razén, los experimentos incluyen un grupo

de ratas a las que se les parea el alimento con la cantidad consumida por las ejercitadas.

Después de dos semanas de ejercicio voluntario los animales ejercitados disminuyeron sus
niveles de la grasa corporal, lo que condujo a una caida proporcional de los niveles de leptina
circulante, ademas disminuyd la expresion de proTRH en el NPV y los niveles de TSH y
corticosterona en suero. Por el contrario, el grupo pareado al alimento present6 un incremento
de sus niveles de corticosterona circulante y una caida de los niveles de T3, pero no
disminuyeron sus depoésitos de grasa ni los niveles de leptina en suero. Estos resultados
apoyan una relacién positiva entre el ejercicio y la actividad del eje HPT y una relacién negativa

entre la actividad del eje HPT y la cantidad de grasa®°.
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Ya que el eje tiroideo se activa durante el ejercicio y su activacion es necesaria para disminuir
los depositos de grasa, se estudid si la exposicion previa a estrés cronico atenua la respuesta
del eje tiroideo al ejercicio®*. Para comprobarlo se utilizaron dos paradigmas de estrés crénico:
un estrés crénico homotipico como es la restriccion de movimiento por 14 dias en el adulto y
el aislamiento social (ISO) desde la adolescencia (DPN 30), un fuerte estresor psicosocial que
causa una hiperactivacion del eje adrenal y que previene la habituacion en los animales. Estos
tipos de estresores involucran distintos circuitos neuronales!!. Ambos tipos de estresores se
aplicaron en machos y hembras y al término del periodo de estrés crénico se sometio a las
ratas a un periodo de ejercicio voluntario por 14 dias en el caso del estrés por restriccion de
movimiento o por 16 dias de manera alternada (por no tener suficientes cajas de ejercicio) en

el caso del estrés por aislamiento social.

Se encontr6 que las hembras corrieron mucho mas que los machos, lo que les permitio perder
grasa independientemente de si hicieron ejercicio diario o de manera alternada. En machos, el
estrés por restriccion de movimiento disminuyo la cantidad de ejercicio realizada, ya sea por
fatiga o falta de motivacion. El ejercicio incrementd la expresion de Trh en el NPV en machos
y los niveles de TSH y T4 en suero en las hembras en los grupos controles, sin observarse
estos cambios en los grupos estresados. Los cambios encontrados en el eje tiroideo se
relacionaron con la pérdida de grasa en los controles, lo que no sucedi6 con los estresados,
gue pueden tener problemas con la disponibilidad y movilizacion de sus reservas energéticas
por los eventos de estrés previo alterando la lipélisis en el tejido adiposo. Estos resultados
demuestran que una historia de estrés cronico disminuye la respuesta metabodlica adecuada al
ejercicio voluntario, que se caracteriza por una pérdida de los depdsitos de grasa tanto en

machos como en hembras3*.

Los resultados obtenidos en animales aislados desde el fin de la lactancia hasta adultez no
permiten distinguir si son efectos recientes o durante la etapa critica. Debido a que las hembras
son mas susceptibles al estrés durante la adolescencia, nos proponemos estudiar el efecto a
largo plazo del estrés por aislamiento social durante este periodo del desarrollo y evaluaremos
si lareactividad ante un estresor afecta la respuesta a las demandas energéticas en la actividad

del eje HPT y en érganos blanco de hormonas tiroideas.
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3. Justificacion

Se sabe que el estrés durante la adolescencia provoca alteraciones en la respuesta del eje
adrenal del adulto cuando es expuesto a un nuevo estresor. Estas alteraciones pueden inhibir
la activacion del eje tiroideo en situaciones de demandas energéticas como el frio o el gjercicio.
La falta de incremento en hormona tiroidea evitara el flujo adecuado de sustratos metabdlicos
a sus organos blanco que sera detectado como un estado de balance energético negativo, lo

gue puede provocar una disminucion de la actividad fisica y/o un mayor consumo de alimento.

Con base en lo anterior, proponemos que, si la respuesta del eje HPT es deficiente ante
demandas energéticas, a la larga, el individuo puede presentar mayor ganancia de peso y

eventualmente obesidad.
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4. Objetivos

General
Estudiar el efecto del estrés cronico durante la adolescencia en la respuesta del eje
hipotalamo-pituitaria-tiroides al ejercicio voluntario de ratas hembra adultas y su repercusion

en la homeostasis energética.
Especificos

1. Monitorear el consumo de alimento y la ganancia de peso en la adolescencia y la
adultez.

2. Evaluar si el estrés altera el estado conductual y la locomocion mediante la prueba de
campo abierto (OFT) y si modifica el estado metabdlico midiendo los niveles séricos de
corticosterona en el periodo de estrés en adolescencia.

3. Evaluar el estado emocional con la prueba de anhedonia después de terminar el periodo
de aislamiento cuando la rata ya es adulta y dos semanas después para comprobar si
hay secuelas debido al estrés.

4. Asegurar si hay alteraciones metabdlicas debidas al paradigma de estrés en la
adolescencia sometiendo a un grupo de ratas a un reto metabdlico en la etapa adulta
(una hora a 5°C) y medir los pesos del tejido adiposo blanco, glandulas adrenales, asi
como medir niveles de hormonas séricas y expresion de genes regulables del eje
tiroideo y del eje adrenal.

5. Evaluar el efecto del estrés en el ejercicio voluntario en la rata adulta mediante el registro
de la cantidad de revoluciones realizadas, consumo de alimento y la ganancia de peso.

6. Determinar cambios en la actividad del eje tiroideo y la activacion del eje adrenal
midiendo niveles séricos de hormonas (corticosterona, TSH, T3 y T4) asi como la
expresion de Trhy Crh en PVN y de genes que participan en latermogénesis y la lipdlisis

en tejido adiposo pardo y blanco, que son 6rganos blancos de HT.
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5. Métodos

5.1 Animales

Se utilizaron 44 ratas hembra de la cepa Wistar de la colonia del Instituto de Biotecnologia
para cada experimento (dos experimentos en total), con un peso de 77-100 g de 30 dias de
edad con acceso a una dieta estandar (Teklad 2018SX, Envigo, USA) y agua purificada ad
libitum. Se mantuvieron en el bioterio del instituto con un periodo de luz/oscuridad de 12 h
(luces encendidas de 7 a 19 h) y con temperatura controlada (22°C +1°). Los animales se
recibieron una semana antes del inicio del experimento y fueron llevados a la sala donde
permanecerian para que se habituaran a ella. Los cambios de cama se realizaban los lunes y
jueves entre 8 y 9 am. El dia de inicio del experimento se pesaron y se formaron los grupos
experimentales, procurando que el peso promedio de ambos grupos fuera similar. EI consumo

de alimento se midio cada dos dias y el peso corporal cada semana.

5.2 Paradigma de estrés

El aislamiento social es un modelo de estrés en roedores que tiene validez para entender el
impacto del estrés social en la adolescencia ya que, como los humanos, los roedores exhiben
altos niveles de interaccién social en esta etapa, por lo que el aislamiento social les resulta
aversivo y les produce efectos a largo plazo tanto en las interacciones sociales como en el

comportamiento®, ademas de alteraciones neuroendocrinas®®.

El protocolo de estrés por aislamiento social se bas6 y modifico de Parra-Montes de Oca et al,
2019%* y fue aprobado por el Comité de Bioética del Instituto de Biotecnologia (Proyecto No.
374). El paradigma de estrés cronico por aislamiento social consistié en tener dos grupos con
22 ratas cada uno: el grupo control (C) en el que se mantuvieron dos ratas por caja y el grupo
aislado (ISO) con una rata por caja, iniciando al dia posnatal 30, en el periodo de adolescencia
temprana o preplberes®6¢’ y hasta el dia posnatal 63 cuando las ratas ya han alcanzado la
adultez; las ratas 1SO regresaron entonces a estar dos por jaula, con una rata que también
habia sido aislada. Los DPN 45 y 60, que corresponden a la mitad y al final del periodo de
aislamiento se obtuvo sangre de la cola de cada rata para lo cual se realizé un corte en la

punta de la cola que se acariciaba presionando para recolectar la gota en un tubo eppendorf

35



de 1.5 ml que permanecio 30 minutos a temperatura ambiente y después en hielo. Para obtener
el suero (aproximadamente 100 ul) se centrifug6 a 825 xg por 25 minutos y se guardo a -20°C

para su posterior analisis.

Durante el periodo de aislamiento ambos grupos permanecieron en la misma sala para que el
grupo aislado estuviera expuesto al contacto visual, auditivo y olfatorio del el grupo control®,
Al término del periodo de aislamiento se colocé al grupo control en una sala distinta para evitar
estresarlos, puesto que en el periodo de estrés intermitente iba a haber una mayor

manipulacion del grupo aislado, causando estrés por ruido.

El grupo ISO fue sometido a un periodo de estrés intermitente, que consistié en un estresor
diferente cada tres dias y a distintas horas del dia, para evitar que las ratas generaran
resiliencia después del estrés por aislamiento. Los estresores aplicados se seleccionaron con
base en el protocolo de estrés cronico variable previamente estandarizado®® y evitando

aguéllos que suponen una demanda energética que pueda alterar el eje tiroideo.

v" Ruido blanco: en un cuarto aislado se coloc6 un altavoz a 90 dB aproximadamente con
un audio que se repite por una hora.

v Plataforma elevada: las ratas fueron trasladadas a un cuarto separado y se colocaron
en una plataforma de madera de 20 cm de didmetro unida a un tubo metélico de un
metro de altura que se fija a una base cuadrada de 45 x 45 cm, durante un periodo de
15 minutos y posteriormente fueron regresadas a su sala.

v Restriccién de movimiento: cada rata fue introducida a un tubo de acrilico transparente
de 23.5 cm de longitud y 7 cm de didmetro con agujeros que permiten una adecuada
aireacion y manteniendo la cola fuera durante 30 minutos. En la Figura 5 se muestra el

protocolo completo del experimento.
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Figura 5. Linea del tiempo del protocolo experimental desde el DPN 30, fecha de inicio del aislamiento social, hasta el DPN
108, cuando se sacrificaron las ratas que se sometieron a ejercicio voluntario.
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5.3 Prueba de hedonismo

Esta prueba se basa en el estudio de Bekker L., et al, 2014, con una modificacion basada en
el protocolo de Enkel T. et al., 2010 y consiste en ofrecerle a las ratas un alimento azucarado
(Leche condensada, dilucion 1:3) por un periodo de dos horas y medir el consumo de este
alimento a la primera y segunda hora®. Para realizarla se usaron tubos de 50 ml graduados
con un tapoén y un popote metalico previamente esterilizados (Figura 6A). Las ratas fueron
colocadas en cajas individuales limpias sin alimento ni agua (Figura 6B), en una sala distinta y
al terminar la prueba fueron regresadas a su sala con su compariera. Esta prueba se realiz6
dos veces, la primera en el DPN 64, que fue el ultimo dia de aislamiento, antes de ser
regresadas con otra rata que también estuvo aislada y la segunda; el DPN 75, justo después

del estrés agudo.

) MEOVISIoN
, (BOWERED BY NUBIA

Figura 6. Fotografias de la prueba de hedonismo. A) Tubos cdnicos de 50 ml con la solucién dulce. B) Ratas en cajas
individuales y limpias, sin alimento ni agua mas que la solucion dulce.

5.4 Prueba de campo abierto

Para evaluar los efectos del aislamiento social en los niveles de locomocion y ansiedad se
utilizé la prueba de campo abierto (Open field test OFT). De acuerdo a lo previamente
publicado®, los animales se colocaron en una caja negra con una superficie de 1 m? con
paredes de 50 cm de alto (San Diego Instruments., CA) y se registrd, por medio de una cdmara

sujeta al techo, el tiempo, la distancia y el nimero de entradas que hacen los animales a dos

38



zonas: el centro y la periferia y que son delimitadas en un software (SMART 2.5)%. El animal
se situd en el centro de la arena y se dejo que explorara libremente durante cinco minutos
(Figura 7). La distancia y el tiempo que las ratas pasan en la periferia (zona que limita la arena
con paredes de 50 cm de altura) miden el grado de locomocién, mientras que los niveles de
ansiedad se determinan por el tiempo y la distancia que las ratas pasan en el centro de la
arena, asi como el nimero de cruces gque hacen en esta zona. Esta prueba se realiz6 dos
veces: la primera en el DPN 65-66, al dia siguiente de que terminaron el aislamiento social y
la segunda en el DPN 78-79, después del periodo de estrés intermitente. Debido al nUmero de
animales en cada experimento (n=44), la prueba se tuvo que realizar en dos dias, sometiendo
a 22 animales por dia, la mitad de ellos del grupo C y la otra mitad del grupo ISO. La arena en
la que se realiza la prueba se limpié entre cada animal con una solucion de agua y acido

aceético (1% v/v) para eliminar cualquier rastro de olor.

Figura 7. Rata durante la prueba de campo abierto. Cada rata se coloc6 al centro y se dejé explorar por 5 minutos. Una
camara sujeta al techo permite registrar los movimientos de la rata y el tiempo que permanece en cada zona. La zona
delimitada por el cuadro rojo indica el centro de la caja, mientras que el verde la periferia. Debido a que las ratas muestran
preferencia por los espacios cerrados, cruzar por el centro de la arena se relaciona con menores niveles de ansiedad y un
comportamiento exploratorio.

5.5 Reto metabdlico

El eje tiroideo se activa ante situaciones de demanda energética, como el frio o el ejercicio*.
La manera de evaluar el efecto del estrés causado por aislamiento social en la adolescencia y
los estresores agudos en la etapa adulta en la respuesta rapida del eje tiroideo se hizo
sometiendo a un grupo de ratas a una hora de frio. En el dia posnatal 80, 10 ratas de cada
grupo (n=20) con pesos heterogéneos se colocaron en jaulas limpias sin agua ni alimento a
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las 9:00 AM; cinco se introdujeron al cuarto frio, permaneciendo una hora a 5°C, mientras que
las otras cinco se en un cuarto contiguo a temperatura ambiente (TA). Una jaula de cada grupo
se introdujo cada dos minutos, al cuarto frio o al de temperatura ambiente. Se registraron los

tiempos para sacrificar a las ratas una hora después de la exposicion al frio.

5.6 Ejercicio voluntario

En el DPN 82, seis ratas de cada grupo (n=24) fueron sometidas a ejercicio voluntario por 26
noches, mientras que el resto permanecié en condiciones de sedentarismo. El protocolo de
ejercicio voluntario®®3 (Figura 8) consiste en colocar a los animales a las 19:00 h, cuando se
apagan las luces, en jaulas individuales con acceso a una rueda de ejercicio, con agua y
comida ad libitum. Las ratas sedentarias se colocan en jaulas individuales y se les proporciona
la cantidad de alimento promedio que consume su grupo ejercitado, por lo que el alimento se
pesa todos los dias en la mafiana y en la tarde. Debido al ruido que producen las ruedas de
ejercicio, las ratas ejercitadas y las ratas sedentarias fueron colocadas en salas distintas
solamente durante la noche, etapa de actividad de las ratas y por la mafiana se llevaban a de
regreso a su sala habitual y se regresaban con su pareja. Cada caja de ejercicio cuenta con
un contador de revoluciones asi que diariamente se registraba el nimero que hacia cada rata,
mientras que el peso se registraba cada semana. Después de 26 noches de ejercicio, en el

DPN 108 y tres horas después del cambio de luces (10:00 am) las ratas se sacrificaron.

Figura 8. Ratas durante la fase de ejercicio voluntario. A) Ratas en cajas de ejercicio voluntario justo antes del cambio de
luces. Cada rata se colocaba en una jaula individual justo antes del cambio de luces a las 19:00 h y permanecia ahi hasta las
7:00 h cuando se prendian las luces, posteriormente era regresada con su compafiera que también era del grupo ejercitado.
B) Ratas del grupo sedentario, se aislaban en cajas estdndar y se les daba la cantidad de alimento que habia consumido el
grupo ejercitado la noche anterior. A las 7:00 h eran regresadas con su respectiva compariera que también pertenecia al
grupo sedentario.
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5.7 Eutanasia y extraccion de tejidos

Las ratas se sacrificaron como se describe3* con una guillotina filosa, por un técnico
experimentado, quien ademas extrajo la sangre troncal y les hizo un frotis vaginal a las ratas
para determinar la fase del ciclo estral en que se encontraban al momento del sacrificio. Un
equipo de cinco a seis personas se encargd de disecar y pesar los tejidos. Se peso el tejido
adiposo blanco (TAB) gonadal, retroperitoneal e interescapular y las glandulas adrenales,
ademas, se disecaron e inmediatamente se pusieron en hielo seco el cerebro, la
adenohipdfisis, el tejido adiposo pardo, el higado, el muasculo esquelético, el TAB
interescapular y gonadal, y en animales ejercitados, el musculo gastrocnemio, una vez
congelados se guardaron a -70°C. La sangre troncal se centrifugd a 825 x g por 25 min, se

hicieron 3 alicuotas de suero y se guardo a -20°C para su analisis.

5.8 Disecciones de cerebros

Los cerebros congelados se disecaron como se describe®®. Primero se desinfecté el cuarto con
luz UV durante 30 min, posteriormente se limpié a profundidad el Criostato HM525 NX (Thermo
Fisher Scientific) con etanol al 70% y después con RNaseZAP (Sigma-Aldrich) para minimizar
al maximo la contaminacion y degradacion del ARN en el tejido. Se tomaron cerebros al azar
en una bandeja con hielo seco y se colocaron en el criostato durante 2 h para que se
atemperaran. Se realizaron rebanadas de los cerebros de 200 um de grosor. Con base en el
Atlas de Paxinos & Watson’® se obtuvo el NPV anterior (Bregma -1.08 a -1.48) y el NPV medio
y posterior (Bregma -1.48 a -2.08) se acomodaron sobre cajas Petri llenas de hielo seco
triturado y con un sacabocados de 1 mm de diametro se extrajo la region deseada. El tejido
fue colocado en tubos conicos de seguridad de 1.5 ml previamente marcados e
inmediatamente se guardaron en una hielera con hielo seco para evitar que se descongelara

el tejido.

5.9 Radioinmunoensayos

El principio del radioinmunoensayo (RIA) consiste en la competencia entre un antigeno
marcado radioactivamente (Ag*) y su equivalente sin marca (Ag) que se unen a una cantidad
limitada de un anticuerpo especifico (Ab). Ya que la cantidad de anticuerpo y antigeno marcado

se mantienen constantes, un aumento en el antigeno sin marcar da como resultado que menos
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especies marcadas sean capaces de unirse al anticuerpo. Gracias a la alta sensibilidad y
especificidad de esta técnica es posible detectar concentraciones de pg/ml en tejidos o fluidos
biolégicos’. Aunque el principio del RIA es el mismo, el protocolo varia dependiendo de la
sustancia que se quiere medir. En este caso se midi6 la concentracién de tirotropina y

corticosterona en suero.
Todos los radioinmunoensayos contuvieron (en tubos de ensayo de 12x75 mm Fisher Brand):

a) Curva estandar por triplicado de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000 y 4000 pg de
la hormona a medir.

b) Estandar interno hipotalamico o suero control por triplicado en cantidades que van de
los 20 a los 500 ul resuspendidos en amortiguador RIA

c) Controles: tres tubos conteniendo cpm totales (T) con la cantidad de marca radioactiva
usada en cada tubo, tres tubos conteniendo el amortiguador RIA y la marca radioactiva
corresponden a union inespecifica (NSB) vy, tres tubos que representan la unién de
anticuerpo y antigeno marcado (Bo) conteniendo el amortiguador RIA, la marca
radioactiva, y el anticuerpo. Todos los tubos deben tener el mismo volumen total que se

regula con el amortiguador.

5.9.1 Radioinmunoensayo de corticosterona

Se hizo una dilucion de los sueros 1:500 en amortiguador de RIA (10 mM de fosfatos pH 7.5,
150 mM de NaCl y 0.1% de gelatina grado inmunoensayo Biorad). Los tubos con el suero
diluido se colocaron en un bafio de agua a 90°C durante 10 minutos, se enfriaron a temperatura
ambiente, se tomaron 500 ul y se colocaron en tubos de ensayo. A cada uno se le adicioné
100 pl de anticuerpo anti-CORT (ICN Biomedicals, Irvine, CA, USA) diluido 1/9000 y 100 ul de
3H-CORT (Perkin Elmer) equivalente a 10 000 cpm. Para la curva estandar, a los tubos de cpm
totales, por triplicado se les colocd 800 ul de amortiguador RIA +100 ul de 3H-Corticosterona,
a los de NSB; 600 pl de amortiguador +100 pl de 2H-Corticosterona, mientras que a los de Bo,
la curva estandar y el suero control; 500 ul de amortiguador +100 pl de 3H-Corticosterona +
100 pl de Ab contra CORT. Todos los tubos se incubaron a 4°C por 24 h y posteriormente se
les adicionaron (excepto a los T) 200 pl de una solucion de carbén-dextran para separar el
antigeno no unido al anticuerpo (Sigma-Aldrich 4g/250 ml de amortiguador), se agitaron y se
incubaron a 4°C por 20 min. Después se centrifugaron a 3000 xg 4°C por 15 min y el
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sobrenadante se transfirié a viales de centelleo, se les agregaron 4 ml de liquido de centelleo
(Ecolite de MP Biomedicals) a todos los viales y se determinaron las cpm de cada vial en el

contador de emisiones beta (Beckman).

5.9.2 Radioinmunoensayo de tirotropina

Para el RIA de TSH se usaron reactivos y protocolos del National Institute of Diabetes and
Digestive and Kidney Diseases (NIDDK). A la curva estandar y Bo se les afadieron 200 pl de
amortiguador RIA (50 mM de fosfatos pH 7.5 + NaCl 150 mM + BSA al 1% + EDTA 50 mM) y
100 ul de Ab contra TSH, mientras que para las muestras se utilizé 50 pl de suero+ 100 ul de
Ab vs TSH+ 150 ul de amortiguador RIA y a todos los tubos se les adicionaron 100 pl de 251-
TSH (NIDDK), se dejaron incubar a temperatura ambiente por 24 h, después de eso se les
anadieron a todos los tubos, excepto a los totales, 100 ul de Ab vs IgG de conejo diluido al
2.5% en PBS (50 mM de fosfatos pH 7.5y 150 mM de NaCl), posteriormente se les afiadi6 a
los tubos 100 ul de suero normal de conejo al 2% en PBS y se incubaron a TA por 2 h. Después
de incubarse se les afiadieron, excepto a los T, 1 ml de polietilenglicol al 4% en PBS, se
centrifugaron a 5000 xg por 30 min, se aspir6é el sobrenadante y se determinaron las cuentas

por minuto en el contador gamma.

5.10 Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA)

Para la determinacion cuantitativa de tiroxina total (T4) y triyodotironina (T3) en suero de rata
se utilizaron kits de ELISA (Diagnostica Internacional, Zapopan, Jalisco, México). Todos los
reactivos deben de estar a temperatura ambiente (18-22°C). En los pozos de la curva estandar
fueron afiadidos 25 pl de suero de rata hipotiroidea como se recomienda’® y 25 pl de los
estandares, en los pozos de las muestras se afadieron 25 pl de suero de cada rata por
duplicado. A la curva estandar se le afiaden 100 ul del Reactivo Conjugado de trabajo, mientras
gue a las muestras se les afladen 125 ul de dicho reactivo, para que todos los pozos tuvieran
un volumen de 150 ul. Se mezcld perfectamente durante 10 segundos y se dejé incubando
durante 45 minutos (para T4) o 60 minutos (para T3). La mezcla de incubacion se desecho en
un recipiente y se golpeo ligeramente la placa sobre papel absorbente para retirar las gotas
residuales. El exceso de enzima se quité con buffer de lavado (1x) cinco veces y el exceso es
retirado golpeando la placa sobre papel absorbente. Se depositaron 100 ul de reactivo TMB
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en cada pozo, se mezclé suavemente por 5 segundos y se dejé incubando a temperatura
ambiente en la oscuridad por 15 minutos (T4) y 20 minutos (T3). Pasado el tiempo de
incubacion, la reaccion se detuvo agregando 100 pl de soluciéon de paro a cada pozo y
mezclando de 5 a 15 segundos. La absorbancia se ley6 en un lector de micro pozos Multiskan
FC (ThermoFisher Scientific) a 450 nm durante los primeros 15 minutos después de que la

reaccion se detuvo.

5.11 Extraccion de ARN

El ARN de los tejidos se extrajo por el método de tiocianato de guanidina modificado de
Chomczynski™.

5.11.1 Extraccion de ARN de NPV

Las muestras congeladas se homogenizaron con 150 pl de Solucién D (Tiocianato de
guanidina 4 M, citrato de sodio 25 mM pH 7, sarcosyl 0.5%, 2-mercaptoetanol 0.1 M). Después
de homogenizarlas se mantuvieron en el hielo y se les agregaron 15 ul de Acetato de Na* 2M
pH 4 y se agitaron con voértex unos segundos, se les agregaron 150 yl de fenol saturado en
agua, frio y se agitaron por 1 minuto, se dejaron reposar un minuto en el hielo y se les afiadieron
40 pl de cloroformo:alcohol isoamilico 49:1 y se agitaron nuevamente con vortex por un minuto.
Las muestras se dejaron reposar en el hielo por 15 minutos y se centrifugaron a 10 000 xg
(Centrifuga Eppendorf 5403) por 22 min a 4°C. Se recupero la fase acuosa (aprox. 130 ul), a
la cual se agreg6 el mismo volumen de isopropanol y las muestras se guardaron a -20°C toda

la noche.

Al dia siguiente las muestras se centrifugaron a 16700 xg por 30 minutos a 4°C, se obtuvo el
sobrenadante y se colocé en otro tubo, la pastilla precipitada se lavo con 250 ul de etanol frio
al 70% y se centrifugé a 16700 xg por 15 min a 4°C y se repitié el lavado. Las pastillas se
resuspendieron en 20 pl de H20 tratada con DEPC y se les afiadieron 2 ul de acetato de Na*

3M pH 5y 40 pl de etanol absoluto frio, se mezclé y se guardaron a -20°C toda la noche.

El tercer dia se centrifugaron las muestras a 16700 xg por 30 minutos a 4°C y se hicieron dos
lavados de etanol al 70% como en el dia anterior. Después del ultimo lavado se quitd el exceso
de etanol dandoles una centrifugacion rapida (10 segundos aproximadamente) en la centrifuga

Eppendorf 5415D y quitando el exceso con la pipeta de 10 ul y puntas blancas. La pastilla
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precipitada se resuspendio en 20 yl de H20 con DEPC y se tomd 1 ul de este volumen para
hacer la lectura de las muestras en el NanoDrop Thermo Scientific 2000c. Debido a la porcion
tan pequefa de tejido se obtuvieron alicuotas de 0.1 ug ARN/12 ul de H20 con DEPC para la
RT-gPCR.

5.11.2 Extraccién de ARN de Tejido adiposo pardo y blanco

La extraccion de ARN de TAP sigue los mismos pasos que para la extraccion de ARN de NPV,
con excepcion de algunas modificaciones: Dia 1) Con un sacabocados de 1 mm de diametro,
se extrajo una porcion del tejido congelado a -70°C; el tejido se homogeniz6 en 350 pl de
Solucion D, se centrifugaron inmediatamente después de sonicarlas a 755 xg por 10 minutos
a 4°C (Centrifuga Eppendorf 5403) y se agregan 300 ul en lugar de 40 pl de cloroformo:alcohol
isoamilico 49:1. Dia 2) Después de centrifugar a 16700 xg por 30 minutos a 4°C la pastilla
precipitada se disolvié en 120 ul (aprox. 1/3 del volumen del homogenado inicial) de Solucién
D y 120 ul de isopropanol frio al 100% y se guardan a -20°C toda la noche. Dia 3) Se hicieron
los lavados de etanol y las muestras se resuspendieron en 75 pl de H20 tratada con DEPC, se
hizo la lectura de las muestras en el Nanodrop y se obtuvieron 3 alicuotas de 1 uyg de ARN y
una de ellas se us6 para el gel de agarosa al 1%, mientras que el resto se guardo para la RT-
PCR.

5.12 Andlisis de la expresion genética
5.12.1 Retro transcripcion

Las alicuotas de ARN (1 ug de ARN en 12 ul de H20 tratada con DEPC) se calentaron en un
bafio con agua en el Multiblock a 65°C por 5 minutos y se dejaron reposar en hielo 5 minutos.
La mezcla de reaccion de cada muestra contenia 8.9 pl de H20 tratada con DEPC, 6 pl de
amortiguador RT, 3 ul de DTT, 1 ul de oligo dT, 0.6 ul de dNTPs y 0.5 pl de enzima RT. Se
incubaron en un bafio a 37°C por dos horas y se guardaron a -20°C.

5.12.2 PCR de punto final
El analisis de la expresién genética en el tejido adiposo blanco y pardo se hizo con la PCR de

punto final en el termociclador Benchmark TC9639. Cada reacciéon de la PCR contenia 4 pl (o
2 ul, dependiendo el caso) de ADNc obtenido en la RT, 35 ul de H20 estéril, 5 pl de
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amortiguador de PCR, 2.5 uyl de MgClz, 1 ul de Oligo sentido, 1 pl de Oligo antisentido, 1 ul de
dNTPs y 0.5 ul de ADN polimerasa termoestable (Amplificasa de BioTecMol 5 U/ pl). El analisis
semicuantitativo de la expresion genética se hizo con el software Image Lab de Biorad para
calcular por medio de densitometria la relacién entre el gen de interés y el gen control, usando

ciclofilina como gen control.

5.12.3 PCR cuantitativa

La expresidon genética en el nicleo paraventricular se analizo por la técnica de PCR en tiempo
real en el termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen). Se diluyé el ADNc tomando 5 pl de ADNc+45
pl de agua estéril qguedando una dilucion 1:10. Los oligonucle6tidos también se diluyeron para
guedar a una concentracién final de 10 mM. La mezcla de reaccion que se afiade a cada
muestra se prepara afiadiendo 7.5 pl de Kit para qPCR KAPA SYBR FAST Universal, 1.5 pl
de oligonucledtido sentido, 1.5 pl de oligonucleétido antisentido, 1.5 ul de agua estérily 3 ul de
ADNCc para tener un volumen final de 15 pl en cada tubo. Se trabaja en la campana de flujo

laminar para asegurar las mayores condiciones de esterilidad.

5.12.3.1 Estandarizacion de los oligonucleétidos y eleccién del control interno

Los oligonucleétidos utilizados fueron disefiados por la Dra. Lorraine Jaimes-Hoy y sintetizados
en IDT (Integrated DNA technologies). Para evaluar la temperatura de fusion (Tm) y elegir la
adecuada para llevar a cabo la PCR cuantitativa (QPCR) se realiz6 un gradiente de
temperaturas mediante la PCR de punto final. Se probaron cinco controles internos o
“Housekeeping genes (HKG)”: Gapdh, Hprtl, 18s, CycA y Rplp0 y dos genes de interés: Trhy
Crh. Las secuencias de los oligonucledétidos y las imagenes de los geles se encuentran en el
Anexo 1. La Tm usada para realizar la gPCR fue de 60°C. Para el elegir el gen de referencia
mas estable para el experimento se hicieron las qPCRs de los cinco HKG en las muestras
experimentales y se usé el software “BestKeeper” para elegir el adecuado. Este software se
basa principalmente en dos parametros: 1) La desviacion estandar [+tCP] debe ser <1y 2) El
coeficiente de correlacidon [r] debe ser lo mayor posible. Solo el gen 18s no cumplié estos
parametros (Anexo 2), asi que para elegir entre los otros cuatro genes se tomoé en cuenta el
gue mostrara mayor estabilidad entre los grupos experimentales y se encontr6 que el CycA 'y
Rplp0 tenian menor variacion entre grupos, sin embargo, la CycA es un gen control que ya se
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habia usado antes en esta misma region en el laboratorio por la técnica de PCR de punto final

por lo que se decidi6é usarlo como estandar interno.

5.13 Analisis estadistico

Los resultados fueron calculados como % del promedio del grupo control a temperatura
ambiente (C-TA) o control sedentario (C-SED). Los datos corresponden a dos experimentos
independientes que fueron agrupados y normalizados respecto a su control y fueron analizados
con ANOVA de medidas repetidas o ANOVA de efectos mixtos cuando se midié la misma
variable a lo largo de los dias en la misma muestra o ANOVA de dos vias seguida de la prueba
de comparacién multiple de Tuckey o la prueba t de student para ver las diferencias entre los

grupos. Los resultados se analizaron con el software GraphPad Prism 8.0.2.
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6. Resultados

6.1 Efecto del aislamiento social durante la adolescencia

6.1.1 Ganancia de peso y el consumo de alimento

Desde el inicio del aislamiento monitoreamos el consumo de alimento y la ganancia de peso y
como era lo esperado, estos parametros aumentaron gradualmente a lo largo del tiempo en
ambos grupos. Sin embargo, no observamos alguna alteracion por efecto del estrés cronico

provocado por el aislamiento social en ninguna de estas variables.

Ganancia de peso semanal
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Figura 9. Efecto del aislamiento social en la adolescencia en el A) consumo de alimento y B) en la ganancia de peso

semanal. Los datos se presentan como la media £ ESM de dos experimentos independientes. T: efecto del tiempo en la
prueba de ANOVA de medidas repetidas, TxA: interaccidn entre el efecto del tiempo y el aislamiento, DPN: dia posnatal;
C: Control; ISO: Aislado. 1: p=0.023 C vs ISO en el DPN 45-51 por prueba de t de student.

6.1.2 Efecto del aislamiento en los niveles de corticosterona y en la prueba de

hedonismo

En el DPN 45y 60 (15 y 30 dias de aislamiento, respectivamente) se tomé una alicuota de
sangre de la cola para medir los niveles de corticosterona de ambos grupos. A los 15 dias de
aislamiento los niveles de corticosterona fueron similares en ambos grupos. Sin embargo, a
los 30 dias de aislamiento, el grupo ISO presentd niveles de corticosterona mayores que el
grupo C en ese dia y respecto a si mismo a los 15 dias de aislamiento (Figura 10A). Este
resultado confirma que después de un periodo de 30 dias de aislamiento social durante la
adolescencia, las ratas adultas tienen niveles méas elevados de corticosterona, lo que se

relaciona con un estado de estrés cronico.
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También realizamos una prueba de hedonismo a las ratas justo antes de terminar el
aislamiento social en el dia posnatal 64, y otra el dia posnatal 75, después de haberles aplicado
una serie de estresores agudos en los dias previos. En la primera prueba (Figura 10B) el
consumo total de la solucion dulce no mostré diferencias entre los grupos, sin embargo, en la
segunda prueba, el grupo aislado consumié menos solucion dulce que el control. Ademas, se
encontrd que el grupo control consumié mas solucion dulce en la segunda prueba comparada
con la primera. El que no se hayan visto diferencias entre grupos en el consumo de la primera
prueba, pero si en la segunda sugiere que el estrés cronico causado por el aislamiento sumado

con estrés intermitente pudo haber inducido un estado de anhedonia, caracteristico de la

depresion.
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Figura 10. Efecto del aislamiento en la adolescencia en los niveles de corticosterona y en la prueba de hedonismo.
9A) Se midieron los niveles de CORT a los 15y 30 dias de aislamiento social. Los datos se presentan como % del C en el
DPN 45 + ESM de dos experimentos independientes. 9B) Porcentaje de consumo total de solucién dulce en la primera
prueba en el DPN 64 y en la segunda prueba en el DPN75. Los datos se presentan como la media + ESM de dos
experimentos independientes. El analisis estadistico fue hecho con ANOVA de medidas repetidas T: efecto del tiempo; A:
efecto del aislamiento; TxA: interaccién entre el efecto del tiempo y el aislamiento; C: Control; ISO: Aislado; DPN: dia
posnatal. ***p<0.0001, **p<0.005, *p<0.05

6.1.3 Efecto del aislamiento en la prueba de campo abierto (OFT)

Para evaluar los niveles de ansiedad y la locomocion después del aislamiento social y del
estrés intermitente realizamos la prueba de campo abierto (OFT). Encontramos que los dos
grupos tuvieron valores similares en las dos pruebas realizadas tanto en el tiempo como en la

distancia recorrida en el centro y en la periferia de la arena. El andlisis de ANOVA de medidas
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repetidas muestra un efecto del tiempo que transcurrié entre una prueba y otra, en los
parametros de tiempo (p=0.0088) y distancia (p=0.0070) que las ratas recorrieron en la
periferia, siendo mayor en la segunda prueba que en la primera, lo que sugiere una mayor
locomocién y un comportamiento exploratorio en la segunda prueba, sin embargo, la prueba
post hoc no mostro diferencias entre los grupos. El tiempo que las ratas controles pasaron en
el centro fue mayor en la primera prueba, lo que indica que tenian una menor ansiedad que en
la segunda. En conclusion, el aislamiento no afectd los niveles de ansiedad o locomocion

puesto que el comportamiento de los grupos es similar en las dos pruebas realizadas.

1° Prueba 2° Prueba
DPN 65-66 DPN 78-79
C ISO C ISO
Locomocién
Tiempo periferia (s) 274 + 3.1 275+29 279+23 279+£2.6
Distancia periferia (m) 79+19 77+18 82%26 81+2.0
Distancia total (m) 88+1.9 88+£21 89%33 88+1.9
Ansiedad
Tiempo centro (s) 26 £3.1 21+19 21+23%& 22+2.3
Distancia centro (m) 9.1+£0.8 85+£0.7 8.0zx0.8 7.6x0.8

Tabla 1. Parametros medidos en la prueba de campo abierto. Los datos se presentan como la media £ ESM de dos
experimentos independientes. El analisis estadistico fue hecho con ANOVA de medidas repetidas. C: Control; ISO: Aislado;
& p=0.0350 1° Prueba vs 2° Prueba.

6.2 Efecto del aislamiento social y el estrés intermitente en la respuesta del eje tiroideo

al frio.

Para evaluar el efecto combinado del aislamiento social en la adolescencia y de los estresores
agudos aplicados en la etapa adulta en la respuesta del eje tiroideo a un reto metabdlico
sometimos a una cohorte de 10 ratas de cada grupo a una hora de frio a 5°C. Como control,
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el mismo numero de ratas se aislé a temperatura ambiente (TA). Todos los animales se

sacrificaron inmediatamente.

Se disecaron y pesaron tres depdsitos de grasa: ovarica, retroperitoneal e interescapular. El
peso del tejido adiposo blanco ovarico y total (Figura 11A) fue mayor en el grupo I1SO
comparado con el control, lo que muestra un efecto del aislamiento en la cantidad de tejido
adiposo. En el caso de las glandulas adrenales (Figura 11B), se disec0 y pes6 tanto la izquierda

como la derecha, pero no se encontraron diferencias entre los grupos.

La temperatura de las ratas (Figura 11C) que permanecieron a temperatura ambiente se
mantuvo sin diferencias entre los grupos. En cambio, en las ratas que se sometieron a frio
disminuyo la temperatura en el grupo 1ISO comparado con el C, demostrando una incapacidad

de las ratas aisladas para mantener su temperatura corporal.

El frio increment6 los niveles de corticosterona (Figura 11D) del grupo control sometido a frio,
lo que no sucedio con el aislado sometido a frio. Ademas, se evalud la actividad del eje tiroideo
(Figura 11E) midiendo los niveles de TSH y HT. En el caso de TSH el analisis de varianza
revel6 que el frio tuvo efecto en los niveles de TSH, pero en la prueba post hoc no se encontro
significancia estadistica entre grupos. Los niveles de hormonas tiroideas T4 y T3 no se
alteraron por el efecto del frio o del aislamiento social.
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Figura 11. Efecto del aislamiento en la respuesta a una hora de frio. A) Peso del tejido adiposo blanco B) Peso de las
glandulas adrenales C) Temperatura corporal después de 1 h de frio D) Niveles de corticosterona en suero E) Parametros
de la actividad del eje tiroideo: TSH, T4 y T3 en suero. En el caso del peso de los tejidos los datos se presentan como la
media £ ESM del peso relativo (gramos de tejido adiposo/kg de peso corporal) normalizados respecto al control de dos
experimentos independientes. El andlisis estadistico fue hecho con ANOVA de efectos mixtos y las comparaciones entre
grupos con la prueba de Tuckey y con prueba de t de student. Los datos de temperatura, CORT, TSH y HT estan
normalizados con respecto al C-TA y se presentan como la media £ ESM de dos experimentos independientes. El analisis
estadistico fue hecho con ANOVA de dos vias. C: Control; ISO: Aislado; C-TA: Control a temperatura ambiente; C-5°:
control a 5° C; ISO-TA: aislado a temperatura ambiente; ISO-5°: aislado a 5°C; CORT: corticosterona; TSH: tirotropina;
T4: tiroxina; T3: triyodotironina; A: efecto del aislamiento; F: efecto del frio; FxA: interaccion entre el efecto del frio y el
aislamiento. Grasa ovarica 1: p=0.022, grasa total 1: p=0.0095, *p<0.05.
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6.2.1 Respuesta en el tejido adiposo pardo y en el tejido adiposo blanco

Se evalud la capacidad termogénica del tejido adiposo pardo midiendo la expresion de genes
que se regulan por el frio y por hormonas tiroideas (Figura 12A) y ademas se evalud la
expresion genética en el tejido adiposo blanco (Figura 12B) ya que provee sustratos para la
termogénesis y también es blanco de las hormonas tiroideas. En el TAP el frio estimulé la
expresion de Ucpl y Dio2 en el grupo aislado sometido a frio y Pgcla se expreso a la alta en
los dos grupos sometidos a frio. Tanto Dio2, el receptor Adrb3 como el receptor de
glucocorticoides Gr estan expresados a la baja en el grupo ISO-TA comparado con el C-TA,
siendo este efecto propio del aislamiento. En el TAB, el frio estimul6 la expresion de Adrb3 en
el grupo C sometido a frio y de Ppary en el grupo 1SO-5°. En cambio, el aislamiento inhibié la
expresion de Dio2 y del receptor Adrb3 en los grupos ISO, tanto en el grupo que permanecio

a TA como el que fue sometido a frio.
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Figura 12. Efecto del aislamiento y del frio en los niveles expresion genética en el A) tejido adiposo pardo y en el
B) tejido adiposo blanco. Los datos estan normalizados con respecto al C-TA y se presentan como la media £ ESM de
dos experimentos independientes para el caso de la expresién en el TAP y de un experimento en el caso del TAB. El
analisis estadistico fue hecho con ANOVA de dos vias y para las comparaciones entre grupos se utilizé la prueba post hoc
de Tuckey o la prueba t de student. C-TA: Control a temperatura ambiente; C-5°: control a 5° C; ISO-TA: aislado a
temperatura ambiente; ISO-5°C: aislado a 5°C; Ucp1: Proteina desacopladora 1; Dio2: Desyodasa 2; Adrb3: Receptor
adrenérgico beta 3; Gr: receptor a glucocorticoides; Pgcfa: proteina coactivadora 1a del receptor activado por el
proliferador de peroxisomas; Ppary: receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas; F: efecto del frio; A:
efecto del aislamiento; FxA: Interaccion entre el frio y el aislamiento. En TAP: Dio2 1: p=0.0064, Gr 1: p=0.0082. En TAB:
Dio2 1: p=0.05, Adrb3: 1: p=0.02, *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0001.
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6.3 Efecto del aislamiento social en la adolescencia en la respuesta del eje tiroideo al

ejercicio voluntario

6.3.1 Consumo de alimento, ganancia de peso y ejercicio realizado

Durante la fase de ejercicio voluntario, el consumo de alimento se monitore dos veces al dia
(por la mafiana y por la tarde) mientras que el peso de los animales se registr6 semanalmente.
La figura 13A muestra el consumo de alimento promedio semanal y se observa un efecto del
tiempo en el consumo, siendo este mayor conforme pasan los dias, aunque no se observan
diferencias entre grupos, ya que a los grupos sedentarios se les dio la cantidad de alimento
gue comia su grupo ejercitado. La ganancia de peso después de 26 noches de ejercicio se
muestra en la figura 13C siendo que, a pesar de que no se observan diferencias entre grupos,

el ejercicio si tuvo efecto en la ganancia de peso.

Durante la primera semana de ejercicio (Figura 13B), los dos grupos ejercitados corrieron una
distancia similar pero a partir de la segunda semana, el grupo control corri6 mas que el aislado
y desde el dia 15, aumento significativamente la distancia y esta diferencia permanecio hasta
el ultimo dia de ejercicio. El tiempo tuvo efecto en la distancia que las ratas corrieron, siendo
mayor conforme pasaban los dias, pero el aislamiento social tuvo efecto en la cantidad de

ejercicio realizada, pues las ratas aisladas corrieron menos que las controles.

6.3.2 Efecto del aislamiento y del ejercicio en el peso de los tejidos

El ejercicio provoco la pérdida de grasa tanto en el grupo control como en el aislado. El tejido
adiposo ovarico y total (Figura 13D) disminuy6 en los grupos ejercitados, pero sélo el grupo C-
EV disminuy6 sus depdsitos de grasa retroperitoneal, mientras que la grasa interescapular se
mantuvo sin diferencias entre grupos. El peso del musculo esquelético (Figura 13E) disminuyo
por efecto del aislamiento tanto en el grupo sedentario como ejercitado, las diferencias entre
grupos se encontraron al comparar por prueba de T pareada el C-SED contra el ISO-SED. El
peso de las glandulas adrenales (Figura 13F) aumentd por efecto del ejercicio, pero no se

alcanzé la significancia estadistica entre grupos en la prueba de comparaciones multiples.
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Figura 13. Efecto del aislamiento y del ejercicio voluntario en el A) consumo de alimento B) el ejercicio realizado C)
la ganancia de peso, D) el peso del tejido adiposo blanco, E) el peso del musculo esquelético y F) el peso de las
glandulas adrenales. Los datos se presentan como la media + ESM de dos experimentos independientes. Los datos del
peso de los tejidos se presentan como la media £+ ESM del peso relativo (gramos de tejido/kg de peso corporal) y
normalizados respecto al C-SED de dos experimentos independientes. El analisis estadistico fue hecho con ANOVA de
medidas repetidas en el consumo de alimento y en la cantidad de ejercicio, por ANOVA de dos vias en los demas
parametros y para la comparacion entre grupos con prueba de Tuckey y por prueba t de student. T: efecto del tiempo; A:
efecto del aislamiento; TxA: interaccién entre el efecto del tiempo y del aislamiento; E: efecto del ejercicio. DPN: dia
posnatal; C-SED: Control sedentario; C-EV: Control ejercitado; ISO-SED: Aislado sedentario; ISO-EV: Aislado ejercitado.
Grasa ovarica 1. p=0.0091, grasa retroperitoneal 1: p=0.0012, grasa total C-SED vs C-EV: 1: p=0.0018, ISO-SED vs ISO-
EV 1: p=0.0071, musculo 1: p=0.0424, *p<0.05, **p<0.005.
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6.3.3 Efecto del aislamiento y el ejercicio en la actividad del eje adrenal

Para evaluar la actividad del eje adrenal se midio la expresion de Crh en el NPV y se encontro
que aumentd en el grupo C-EV comparado con el C-SED y con el ISO-EV, y en el grupo 1SO-
SED respecto al C-SED. Este efecto se debe al ejercicio, pero también hay una interaccion
entre el ejercicio y el aislamiento. Ademas, se midieron los niveles de corticosterona en suero,
pero no se hallaron diferencias entre grupos ni se encontro efecto del ejercicio o el aislamiento

en la concentracion de esta hormona.
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Figura 14. Efecto del aislamiento y del ejercicio voluntario en parametros de la actividad del eje adrenal. Los datos
estan normalizados respecto al C-SED y se presentan como la media £ ESM de dos experimentos independientes en el
caso de CORT y de un experimento en el caso de Crh. El andlisis estadistico fue hecho con ANOVA de dos vias. C-SED:
Control sedentario; C-EV: Control ejercitado; ISO-SED: Aislado sedentario; /ISO-EV: Aislado ejercitado; Crh: hormona
liberadora de corticotropina; CORT: corticosterona; E: efecto del ejercicio; ExA: interaccién entre el ejercicio y el
aislamiento. ***p<0.0001, *p<0.05, 2:vs C-SED p=0.0491.
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6.3.4 Efecto del aislamiento social y el ejercicio en la actividad del eje tiroideo

Para evaluar la actividad del eje tiroideo medimos los niveles de expresion de Trh en el nlcleo
paraventricular del hipotalamo y los niveles de tirotropina y hormonas tiroideas en suero. Trh
se expres6d de manera similar en todos los grupos, sin encontrarse efecto del aislamiento o el
ejercicio. Los niveles de TSH en los grupos aislados tendieron a aumentar, con un efecto del
aislamiento en los niveles de esta hormona, la diferencia maxima se presenta entre el grupo
ISO-SED y el C-SED, que se comprueba con la prueba de T. En T4 no hubo efecto del ejercicio
o del aislamiento ni diferencias entre grupos; en T3, la forma activa de las hormonas tiroideas,
hubo un incremento de sus niveles por efecto del ejercicio: el grupo C-EV tiene niveles altos
de T3 comparado con el C-SED, pero el ISO-EV no logré6 aumentar sus niveles como el grupo
C-EV por lo que el aislamiento social inhibié el aumento esperado de T3 con el ejercicio en el
grupo ISO-EV.
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Figura 15. Efecto del aislamiento y del ejercicio voluntario en la actividad del eje tiroideo. Los datos estan normalizados
respecto al C-SED y se presentan como la media £ ESM de dos experimentos independientes excepto en Trh y TSH que
corresponde s6lo a 1 experimento. El analisis estadistico fue hecho con ANOVA de dos vias y las comparaciones entre grupos
con prueba de comparaciones multiples de Tuckey y con la prueba de t de student. C-SED: Control sedentario; C-EV: Control
ejercitado; ISO-SED: Aislado sedentario; ISO-EV: Aislado ejercitado; Trh: hormona liberadora de tirotropina, TSH: tirotropina;
T4: Tiroxina; T3: triyodotironina; A: efecto del aislamiento; E: efecto del ejercicio; ExA: interaccion entre el ejercicio y el
aislamiento. TSH: 1: p=0.0313 T3: ***p<0.0001, **p<0.005.
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6.3.5 Efecto del aislamiento y el ejercicio en la expresion genética en el tejido adiposo

pardo y blanco

El tejido adiposo pardo es blanco de hormonas tiroideas y contribuye al gasto energético, por
lo que se midi6 la expresion de genes involucrados en estas funciones (Figural5A). La
expresion de la Ucpl se mantuvo sin alteraciones. El ejercicio incremento la expresiéon de Dio2,
de Adrb3 y de Gr en el grupo C-EV pero esto no sucedié en el ISO-EV. En cambio, el
aislamiento inhibi6 la expresion de Gr en el grupo ISO-EV comparado con el C-EV y de Pgcla,
aunque en este dltimo no hubo diferencias entre grupos. También se midi6 la expresion de
algunos genes que se regulan durante el ejercicio en el tejido adiposo blanco subcutaneo
(Figural6B) y se encontré que, como en el tejido adiposo pardo, el grupo C-EV incrementé la
expresion de Dio2 y del receptor Adrb3 por efecto del ejercicio, pero en Ppary el aislamiento
tuvo un efecto en la sobreexpresion de este gen, encontrandose una diferencia entre el grupo
ISO-EV comparado con el C-EV. En la figura 17 se muestra un esquema que resume los
efectos del aislamiento observados en el gje tiroideo y adrenal, asi como en el tejido adiposo
pardo y blanco bajo las condiciones de ejercicio voluntario y frio.
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Figura 16. Efecto del aislamiento y del ejercicio voluntario en la expresion genética en el A) tejido adiposo pardo y
en B) tejido adiposo blanco. Los datos estan normalizados con respecto al C-SED y se presentan como la media £ ESM
de dos experimentos independientes. El analisis estadistico fue hecho con ANOVA de dos vias. C-SED: Control sedentario;
C-EV: control ejercitado; ISO-SED: aislado sedentario; ISO-EV: aislado ejercitado; Ucp?: Proteina desacopladora 1; Dio2:
Desyodasa 2; Adrb3: Receptor adrenérgico beta 3; Gr: receptor a glucocorticoides; Pgca: proteina coactivadora 1a del
receptor activado por el proliferador de peroxisomas; Ppary: receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas; E:
efecto del ejercicio; A: efecto del aislamiento; ExA: Interaccion entre el ejercicio y el aislamiento. *p<0.05, **p<0.005,
***p<0.0001.
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Figura 17. Esquema de resumen de los cambios observados en el eje HPT, HPA y drganos periféricos inducidos por
el ejercicio voluntario o por una hora de frio. ACTH, adrenocorticotropina; Adrb3: Receptor adrenérgico beta 3; C: grupo
control; CORT, corticosterona; CRH, hormona liberadora de corticotropina; D2, desyodasa 2; GR, receptor de
glucocorticoides; ISO: Grupo aislado; NE, norepinefrina; NPV, nucleo paraventricular del hipotalamo; Pgca: proteina
coactivadora 1a del receptor activado por el proliferador de peroxisomas; Ppary: receptor gamma activado por el proliferador
de peroxisomas; T3, triyodotironina; T4, Tiroxina; TRH, hormona liberadora de tirotropina; TSH, tirotropina; TAB; tejido
adiposo blanco; TAP, tejido adiposo pardo; Ucp1: Proteina desacopladora 1.
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7. Discusioén

El objetivo del presente proyecto fue estudiar el efecto del estrés cronico durante la
adolescencia de ratas hembra en la respuesta del eje tiroideo al ejercicio voluntario en etapa
adulta, y sus consecuencias en la homeostasis energética. Usando como modelo de estrés
cronico el paradigma de aislamiento social en la adolescencia, encontramos las que
alteraciones reportadas®?%* perduran hasta la vida adulta de las ratas: una hiperreactividad del
eje HPA, con mayores niveles basales de corticosterona después de 30 dias de aislamiento, y
un comportamiento tipo depresivo observado al aplicar la prueba de hedonismo’®. Las ratas
aisladas y posteriormente sometidas a estresores agudos por varios dias tuvieron menor
consumo de solucién dulce que refleja un comportamiento de anhedonia, caracteristico de un

estado depresivo.

En este estudio, el aislamiento social no afecté el consumo de alimento ni la ganancia de peso
corporal. Asi mismo, no se encontraron diferencias en los niveles de ansiedad en la prueba de
campo abierto (OFT), ni en los niveles de corticosterona sérica en el DPN 45. En cambio, al
DPN 60, cuatro dias antes del término del aislamiento, la corticosterona sérica aumento.
Nuestros datos concuerdan parcialmente con reportes sobre aislamiento social en ratas
hembras desde el DPN 28 al 53, en los que se reporta mayor inmovilidad en la prueba de nado
de Porsolt, lo que se asocia con un comportamiento depresivo, sin encontrar cambios en la
ingesta de alimento ni mayores niveles de ansiedad en la prueba de laberinto en cruz elevado
(EPM)! pero si un comportamiento de atracén cuando se les ofrecieron galletas durante una
hora®8. Recientemente se reportd que ratas macho y hembras, aislados desde el destete (DPN
21) hasta el DPN 49y, posteriormente re-socializados, desarrollan un fenotipo anheddnico en
la edad adulta que se comprueba con la prueba de preferencia de sacarosa’. La diferencia en
los niveles de corticosterona y el comportamiento depresivo confirman que el aislamiento social

causo estrés cronico en las hembras con efectos que perduraron en la vida adulta.

Respuesta al frio agudo.

En el proyecto realizado en la tesis de licenciatura® (anexo 4) sometimos a ratas macho
adultas a 15 dias de estrés cronico homotipico (restriccion de movimiento rRes) o heterotipico

(estrés crénico variable CVS) y posteriormente a una hora de frio a 5°C. Los resultados
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mostraron que independientemente del tipo de estrés que se aplique, se altera la regulacién
de la temperatura, la respuesta del eje HPT y la expresion de genes importantes para la

respuesta termogénica en el tejido adiposo pardo a una hora de frio.

Sabiendo que el estrés cronico inhibe la respuesta del eje HPT al frio decidimos someter a una
cohorte de 10 ratas por grupo a una horade frio a 5°C y sacrificar inmediatamente.
Encontramos que las ratas aisladas acumularon mas tejido adiposo blanco por efecto del
aislamiento y una tendencia a no regular su temperatura corporal, y, ni las aisladas ni las
controles activaron el eje HPT en respuesta al frio. En contraste con machos de las mismas
camadas, ha sido dificil mostrar activacion del eje por frio en ratas hembras virgenes, en parte

por la alta dispersion observada en las hembras’®.

La respuesta atenuada del eje HPT en hembras ante el estimulo de frio en hembras se puede
explicar por el efecto de estrégenos que afectan la respuesta central y periférica involucrada
en la termorregulacion’’ e incrementan la tolerancia al frio”® como se pudo comprobar en ratas
ovariectomizadas y con inyecciones de reemplazo de estradiol (OVX-E), estas no incrementan
expresion de Trh ni la concentracion sérica de TSH y T3 después de una hora de frio®. En
nuestro estudio, el 70% de ratas C y el 89% de ISO sometidas a frio se encontraban en la fase
de proestro (el mayor nivel de estrégenos) (Anexo 3), o que explica la tolerancia al frio
observada en las ratas control. La mayoria de las ratas ISO también se encontraban en la fase
de proestro pero mostraron una tendencia a disminuir su temperatura corporal que pudiera

deberse a efectos del estrés por aislamiento.

Las ratas aisladas tuvieron una menor liberacion de corticosterona por exposicién al frio,
comparadas a controles, lo que sugeriria una hiporreactividad del eje HPA observado en
hembras deprimidas’®. Sorprendentemente, la exposicion al frio estimulé la expresiéon de Dio2
y de Ucpl en tejido adiposo pardo de las ratas aisladas y no en los controles, respuesta
opuesta a la que se habia observado en machos control o estresados®®. Sin embargo, no se
puede relacionar con un efecto de estimulacién diferencial del SNS ya que no se observan
diferencias en la expresion del receptor adrenérgico. Los estrégenos estimulan la expresion de
Pgc1a®, un coactivador transcripcional que coordina la biogénesis mitocondrial y la

termogénesis adaptativa en TAP, cdmo sucedid en los dos grupos sometidos a frio.
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Es dificil explicar las diferencias encontradas entre sexos en la respuesta al frio ya que las
hembras presentan diferencias en respuesta a estrés, en la disposicion y metabolismo de

grasas y en la capacidad termogénica.

El tejido adiposo blanco es la reserva mas importante de sustratos energéticos y provee al TAP
de energia para termogeénesis. La produccion exagerada de glucocorticoides favorece un
balance energético positivo®! y por consecuencia el desarrollo de obesidad y la acumulacion
de tejido adiposo visceral®?, En cambio otras hormonas que se liberan ante el estrés como las
catecolaminas afectan el metabolismo en una direcciobn opuesta en la que lo hacen los
glucocorticoides: promueven la lipolisis en los adipocitos a través de la activacion de los
receptores adrenérgicos (B-AR), que en el TAP estan involucrados directamente con un
incremento en la termogénesis®3. Esto coincide con los altos niveles de tejido adiposo blanco
qgue acumularon las ratas aisladas, con la baja expresion del receptor adrenérgico B3 en el
tejido adiposo pardo y blanco y con la alta expresion de Ppary (que participa en lipogénesis),
en el TAB ya que este es un regulador de la adipogénesis y la diferenciacion de adipocitos®*
lo que concuerda con una actividad lipogénica debido al estrés cronico al que fue sometido

este grupo.

Respuesta al ejercicio voluntario.
El ejercicio voluntario es un modelo de demanda energética crénica, apropiado para estudiar
el efecto del estrés cronico en la respuesta del eje HPT, sin causar un estrés adicional a los
animales, como sucede en otros modelos como el de ejercicio o nado forzado®>2¢, Debido a
gue el ejercicio disminuye la ingesta de alimento, usamos un grupo sedentario pareado al que
se le daba la cantidad de alimento que consumia el grupo ejercitado para poder distinguir la
contribucién al estrés y la disminucion de la ingesta energética de los datos de ejercicio como

se habia utilizado previamente3*#,

En la fase de ejercicio voluntario, los resultados més interesantes que encontramos fueron en
la cantidad de ejercicio realizada, puesto que, mientras que el grupo control aumentd la
cantidad de ejercicio proporcional al tiempo, en el grupo aislado la cantidad de ejercicio se
estabilizé a partir de la segunda semana y ya no incrementd con el tiempo como en las ratas
controles. Este resultado contrasta con los resultados obtenidos por Parra-Montes de Oca, M.,
et al, 2019 debido a que, a diferencia de las dos semanas de ejercicio a las que sometieron a
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los animales, nosotros extendimos el tiempo de ejercicio a casi cuatro semanas, por lo que nos
fue posible observar este estado de falta de motivacion y que coincide con el comportamiento
depresivo que observamos previamente en la prueba de atracdén. En coincidencia con el
estudio de Eller, C., et al, 2020 en el que sometieron a ratones macho a estrés neonatal usando
la separacion materna desde el DPN 1 al 21 y posteriormente a ejercicio voluntario hasta las
27 semanas de edad y encontraron que los grupos con separacion materna redujeron la
distancia recorrida, lo que puede deberse a la interaccion del sistema dopaminérgico con el
eje HPA y la sobreproduccién de glucocorticoides y de receptores de glucocorticoides que se

encuentran en areas del cerebro involucradas con el procesamiento de recompensas®.

A pesar de que no encontramos diferencias entre grupos ni en el consumo de alimento ni en
la ganancia de peso, observamos que los dos grupos ejercitados disminuyeron la cantidad de
tejido adiposo blanco ovarico y total, pero que el grupo aislado no disminuyé sus depositos de
grasa retroperitoneal como el control. Este tipo de grasa es la que expresa el receptor de
glucocorticoides que, en respuesta a un aumento de cortisona, incrementa la lipogénesis® y
se asocia con estados patologicos como enfermedades cardiovasculares, resistencia a la
insulina, dislipidemia y diabetes tipo 11°°°1, El peso del musculo esquelético disminuyé por
efecto del aislamiento, siendo menor en el grupo aislado sedentario comparado con el control,
lo que puede indicar que se esta iniciando un proceso de degradacién y atrofia del muisculo

debido a los efectos catabolicos de la corticosterona®?.

Evaluamos la actividad del eje adrenal por medio del peso de las glandulas adrenales y la
expresion de Crh en NPV y corticosterona en suero, encontrando que el ejercicio provocé un
aumento en el peso de las glandulas adrenales, resultado que indica un estado de estrés
cronico y coincide con el estudio de Droste, S., 2007 en el que ratas macho con acceso a rueda
de ejercicio por 4 semanas presentan un incremento del peso relativo de las glandulas
adrenales, sin encontrar cambios en CRH, AVP ni en los niveles de Gr en la region parvocelular
del NPV®3; estos autores hipotetizan que este incremento en el peso de las adrenales puede

deberse a un aumento de la capacidad simpatica de estas glandulas.

Nosotros encontramos un incremento de Crh en el NPV del grupo control ejercitado que podria
deberse a un incremento transitorio de la actividad del eje HPA debido al ejercicio realizado la

noche anterior al sacrificio y ademas, que el grupo control mantenia en ascenso la cantidad de
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ejercicio que hacia, como sucede en protocolos de ejercicio de entrenamiento como el nado
con peso afadido, que tiene el propdsito de mantener una intensidad de ejercicio constante
durante todo el periodo de entrenamiento, en donde también encuentran un incremento de los
niveles de Crh en el NPV a las cuatro semanas de entrenamiento pero que a regresan a niveles

similares al del control a las seis semanas®4.

La actividad del eje tiroideo se alteré por efecto del aislamiento y del ejercicio. En el grupo
control ejercitado incrementaron los niveles de T3 circulante, sin cambios en Trh o TSH, por lo
que T3 puede estar ejerciendo un efecto de retroalimentacién negativa en Trh, razon por la
cual no se observaron incrementos en esta hormona. En el caso de los grupos aislados se
observa un incremento en los niveles de TSH y un decremento de T3, sin cambios en Trh ni
T4. Tener niveles basales de altos de TSH y niveles normales de hormonas tiroideas sugieren
una condicion de hipotiroidismo subclinico, lo que concuerda con la incapacidad de regular la
temperatura corporal que se observo en las ratas ISO sometidas a frio o su fatiga a incrementar

su cantidad de ejercicio®.

El ejercicio provocé adaptaciones metabdlicas en el tejido adiposo que no necesariamente se
reflejaron con una pérdida de peso®:. En el tejido adiposo pardo y blanco encontramos un
incremento en la expresion de Dio2 y del receptor Adrb3 en el grupo control ejercitado, que
reflejan una activacion del sistema nervioso simpatico con una mayor termogénesis en el TAP
asi como un incremento de vias involucradas en la oxidacion de &cidos grasos en el TAB®. En
contraste, en el grupo aislado ejercitado no se observaron ninguno de estos efectos y en
cambio, se estimuld la expresion de Ppary en el tejido adiposo blanco, indicando nuevamente

una mayor proliferacién y diferenciacion de adipocitos®4.
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8. Conclusiones

El estrés cronico afecta la calidad de vida del individuo y conduce a patologias emocionales,
mentales y metabdlicas. Cuando sucede en etapas criticas del desarrollo produce efectos que
persisten hasta la edad adulta, entre ellos, una respuesta deficiente del eje tiroideo ante
demandas energéticas que puede generar a la larga en el individuo una mayor ganancia de

peso y eventualmente obesidad.

La actividad del eje tiroideo se regula de forma multifactorial: por impulsos neuronales que
estimulan o inhiben las neuronas TRHérgicas hipofisiotroficas en el hipotalamo, por la enzima
gue degrada al TRH (PPII) en la eminencia media, por el TRH en la pituitaria que estimula la
liberacion de TSH y por las desyodasas que convierten T4 a T3 en los 6rganos blanco. Por
esta razén medir Unicamente los niveles de HT y TSH en suero no refleja fielmente la actividad
del eje. Para poder concluir si el aislamiento en la adolescencia tuvo efectos a largo plazo en
el eje tiroideo, es necesario incluir los parametros arriba mencionados y las respuestas de los

organos blanco.

Los resultados obtenidos demuestran que el aislamiento en la adolescencia modifico la
actividad del eje tiroideo en la rata adulta. Las disfunciones generadas por el aislamiento
abarcan desde el estado emocional de los animales con comportamientos que reflejan un
estado depresivo, hasta alteraciones metabdlicas como acumulacion del tejido adiposo y una
incapacidad de controlar la temperatura corporal. A pesar de que el ejercicio produce efectos
benéficos en el organismo, no se pudieron revertir los efectos adversos del aislamiento. Por el
contrario, las ratas aisladas se encontraban en un estado de balance energético negativo lo
gue les provocO una menor actividad fisica que pudo haber generado una condicién de
hipotiroidismo subclinico. Sumado con la falta de respuesta del tejido adiposo pardo y blanco
al ejercicio, podemos concluir que el estrés crénico en una etapa vulnerable del desarrollo
cémo es la adolescencia provoco alteraciones que perduraron hasta la vida adulta de las ratas

hembra.
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9. Perspectivas

v' Analizar la expresion genética en el musculo esquelético, ya que es un 6rgano blanco
de hormonas tiroideas y ademas el ejercicio induce adaptaciones metabdlicas
relacionadas con el metabolismo mitocondrial, reduce las concentraciones de lipidos
circulantes e incrementa la tolerancia a la glucosa, entre otras.

v' Procesar y analizar en el hipotalamo mediobasal la expresién del POMC, que origina al
aMSH y estimula la expresion de Trh; ademas, la expresion de la enzima que degrada
al TRH (TRHDE) y la Dio2 que convierte T4 a T3, expresada en tanicitos de la eminencia
media.

v' Analizar la expresion de moléculas involucradas con la inflamacion en el tejido adiposo

debido al estrés cronico.
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Anexo 1 Secuencias, condiciones y estandarizacién de los oligonucleo6tidos

Tabla 2. Condiciones usadas para probar y optimizar los oligonucleotidos en el NPV. Para la
Tm se hizo un gradiente de temperaturas, como se especifica en las imagenes de los geles,
sin embargo, para la gPCR se us6 una Tm de 60°C en todos los genes. Los ciclos usados para

la optimizacion se obtuvieron de condiciones previas que ya se tenian probadas en el

laboratorio.
Gen Secuencia sentido Secuencia antisentido Tm  Ciclos  ADNc
°C (ML)
Trh GCTAGTGAAGGGAACAGGATAG AGAGGGAGAGGGTGTCTTAAT 60 21 4
Crh TCTGAGGGAAGTCTTGGAAATG GGTATATAGGCTCTCTCCCTGT 60 | 27 4
CycA GCTGGACCAAACACAAATGG CTCCTGAGCTACAGAAGGAATG 60 21 4
Rplp0  CTTTGTCTGTGGAGACTGACTAC GAAGAGACCGAATCCCATGTC 60 24 4
18s CGTCGTAGTTCCGACCATAAA CGGAATCGAGAAAGAGCTATCA 60 21 4
Hprtl GGCCAGACTTTGGATTTG TAGATGGCCACAGGACTAGAA 60 26 4
Gadph | GGTCGGTGTGAACGGATTT TGGAAGATGGTGATGGGTTTC 60 26 4
Dio2 GATGCTCCCAATTCCAGTGT AGGCTGGCAAGTTGCCTAGTA 64 26 2
Ucpl GGATCAAACCCCGCTACACTG CAGGATCCGAGTCGCAGAAA 58 17 4
Adrb3 | TCTGTGCTGGCTGCCCTTCTT CTTCTCCTCCCCCAACCCTCAA 54 | 27 4
Pgcla ATGGAGTGACATAGAGTGTGC GTGCTAAGACCGCTGCATTC 64° 28 4
Gr AAAAAGCACATCACACATAAATCTG | TAAATAAGAGGGAGCAAACTACTGG 64 | 29 4
PPARy CCCTTTACCACGGTTGATTTCTC GCAGGCTCTACTTTGATCGCACT 68 | 27 4
Cyc CGAGCTGTTTGCAGACAAAGTTCC GATGGGGTGGGGGTGCTCTC 64 20 4
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Figura 18. Geles de agarosa con las distintas Tm que se probaron en los oligonucleoétidos, en
la primera imagen, por error se tomaron los oligonucle6tidos de Gapdh de raton, sin embargo,
se probaron los de rata y se verific6 que amplificaban adecuadamente. El gen 18s se probo6
dos veces ya que en la primera amplificacion no hubo producto en una Tm de 60 °C por lo que

se decidio repetirlo y se comprob6 que si se amplificaba correctamente a esa temperatura.
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Anexo 2 Eleccion del estandar interno parala qPCR

Tabla 3. Resultados del software Bestkeeper en el que se probaron 5 genes “Housekeeping”
o Controles internos, de acuerdo con el software el gen 18s no es un buen control ya que la
desviacién estandar es >1. Se decidié usar CycA como control interno ya que cumplia con los
parametros descritos previamente y ademas es un control que ya ha sido probado en mdultiples

ocasiones en el laboratorio en la misma region del hipotalamo con buenos resultados.

CP data of housekeeping

Genes:
Hprt Gapdh 18s CycA Rplp0
HKG 1 HKG 2 HKG 3 HKG 4 HKG 5
n 18 18 18 17 17

geo Mean [CP] 22.98 18.64 14.28 15.95 18.19
ar Mean [CP] 23.00 18.67 14.39 16.00 18.22
min [CP] 21.90 17.09 10.99 14.72 16.70
max [CP] 26.41 21.96 16.99 19.95 22.08

std dev [+ CP] 0.70 0.89 148 0.88 0.77
CV [% CP] 3.05 4.75 10.32 5.47 4.25
min [x-fold] -2.11 -2.92 -9.81 -2.35 -2.80
max [x-fold] 10.79 9.98 6.52 15.97 14.86
std dev [+ x-fold] 1.63 1.85 2.80 1.83 1.71

Pearson correlation coefficient (r)

vs. HKG1 HKG 2 HKG 3 HKG 4 HKG 5
HKG 2 0.904 - - - -
p-value 0.001 - - - -
HKG 3 -0.028 0.170 - - -
p-value 0.914 0.500 - - -
HKG 4 0.984 0.936 -0.013 - -
p-value 0.001 0.001 0.961 - -
HKG5 0.960 0.925 0.160 0.965 -
p-value 0.001 0.000 0.538 0.001 -
HKG 6
p-value
HKG 7
p-value
HKG 8
p-value
HKG 9
p-value
HKG 10
p-value
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BestKeeper vs. HKG 1 HKG 2 HKG 3 HKG 4 HKG 5
coeff. of corr. [r] 0.829 0.891 0.520 0.841 0.911
p-value [10.001 0.001 0.027 0.001 0.001

Regression Analysis: HKG vs. BestKeeper

Hprt Gapdh 18s CycA Rplp0
HKG 1 HKG 2 HKG 3 HKG 4 HKG 5
VS. VS. VS. VS. VS.
BK BK BK BK BK
coeff. of corr. [r]  0.83 0.89 0.52 0.84 0.91
coeff. of det. [r*2]  0.69 0.79 0.27 0.71 0.83
intercept [CP]  7.78 0.72 -1.89 -2.52 -0.77
slope [CP] 0.85 1.01 0.91 1.04 1.07
SE [CP] +0.611 +0.544 +1.591 +0.707 +0.51
p-value | 0.001 0.001 0.027 0.001 0.001
Power of HKG [x-fold]  1.81 2.01 1.88 2.06 2.10

Anexo 3 Fase del ciclo estral al momento de la eutanasia

Tabla 4. Porcentaje de ratas que se encontraban en la fase del ciclo de proestro/estro o en la
fase de diestro | o Il al momento del sacrificio. Las laminillas se tifieron con hematoxilina y
eosinay la evaluacién citologica de los frotis vaginales se realiz6 observando en el microscopio

optico y se identificaron con base en las micrografias publicadas previamente®®.

Frio 1 h Ejercicio voluntario

Grupo C-TA C-4° ISO-TA 1SO-4° C-SED C-EV  ISO-SED ISO-EV

Fase

Proestro-
Estro 90 70 67 89 50 92 50 67

(%)
Diestro I-
Diestro Il 10 30 33 11 50 8 50 33

(%)

Anexo 4 Articulo publicado
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Abstract

Purpose Cold exposure activates the hypothalamus—pituitary—thyroid (HPT) axis, response blunted by previous acute stress
or corticosterone administration. Chronic stressors can decrease serum T3 concentration, and thyrotropin-releasing hormone
(Trh) expression in the paraventricular nucleus (PVN), but impact on the response to cold is unknown; this was studied in rats
submitted to daily repeated restraint (rRes) that causes habituation of hypothalamus—pituitary—adrenal (HPA) axis response,
or to chronic variable stress (CVS) that causes sensitization and hyperreactivity.

Methods Wistar male adult rats were submitted to rRes 30 min/day, or to CVS twice a day, for 15 days. On day 16, rats were
exposed 1 h to either 5 or 21 °C. Parameters of HPT and HPA axes activity and of brown adipose tissue (BAT) cold response
were measured; gene expression in PVN and BAT, by RT-PCR; serum hormone concentration by radioimmunoassay or
ELISA.

Results Compared to naive animals, Crh and corticosterone concentrations were attenuated at the end of rRes, but increased
at the end of CVS treatments. Cold exposure increased mRNA levels of Crh, Trh, and serum concentration of thyrotropin in
naive, but not in rRes or CVS rats; corticosterone increased in all groups. Cold induced expression of thermogenic genes in
BAT (Dio2 and Ucpl) in naive but not in stressed rats; Adrb3 expression was differentially regulated.

Conclusion Both types of chronic stress blunted HPT and BAT responses to cold. Long-term stress effects on noradrenergic
and/or hormonal signaling are likely responsible for HPT dysfunction and not the type of chronic stressor.

Keywords Thyrotropin-releasing hormone - Brown adipose tissue - Hypothalamus—pituitary—thyroid - Hypothalamus—
pituitary—adrenal - Restraint - Chronic variable stress - Cold stress

Abbreviations Cort Corticosterone

ACTH Adrenocorticotropin Cpf Control pair-fed

Adrb3 3 Adrenergic receptor gene Crh Corticotropin-releasing hormone gene
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PVN Paraventricular nucleus of the hypothalamus

rRes Repeated restraint stress

RT Room temperature

RT-PCR Reverse transcription polymerase chain
reaction

SAS Sympathoadrenal system

T3 3, 3’, 5-Triiodo-L-thyronine

T4 Thyroxine

Trh Thyrotropin-releasing hormone gene

TRH Thyrotropin-releasing hormone peptide

TSH Thyrotropin

Ucpl Uncoupling protein 1 gene

UCP-1 Uncoupling protein 1

WAT White adipose tissue

Introduction

Cold exposure activates neuroendocrine and autonomic
systems that induce thermogenesis in brown adipose tissue
(BAT) and muscle [1, 2]. The neuroendocrine response initi-
ates with a rapid increase of thyrotropin-releasing hormone
(Trh) expression in neurons of the paraventricular nucleus
(PVN) and TRH release from median eminence, thyrotropin
(TSH) release from anterior-pituitary, followed by T4 from
thyroid [3—7]. The thermogenic response of the sympathetic
system initiates in the preoptic area that through multi-syn-
aptic relays stimulates BAT, the main thermogenic organ
in rodents [1, 2]. BAT produces heat through the activity
of the mitochondrial uncoupling proteinl (UCP-1), modu-
lated by the concerted action of adrenergic stimulation and
thyroid hormones [7, 8]. Stimulated 3 adrenergic receptors
(Adrb3) activate protein kinase A (PKA) that phosphorylates
lipases producing the free fatty acids required for mitochon-
drial UCP-1 function, and activates deiodinase 2 (DIO2) that
transforms T4 to T3; activated PKA (PKAc) phosphorylates
the cAMP-response element binding-protein (CREB) that, in
combination with T3, increases the expression of Ucp! and
Adrb3 [2,7]. These latter events are also stimulated by TSH
acting directly through its receptor in BAT [8].
HP-adrenal (HPA) axis is activated with physical or
psychogenic stressors, including cold [9, 10]; HPT axis
is modulated by the nutritional status, inhibited by many
stressors but activated by energy demands as cold exposure
or physical activity [11, 12]. Fast and precise responses of
HPA or HPT axes rely on the accuracy of signal decoding
by PVN neurons and dynamics of feedback effects [9, 11].
Response of both axes to a stressor is modified by previous
corticosterone administration which represses stress-induced
increases in PVN-corticotropin-releasing hormone (Crh)
expression and serum adrenocorticotropin (ACTH) con-
centration [13], or the cold-induced increases in PVN-Trh
expression, number of pCREB-positive PVN-TRH neurons,
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serum TSH concentration, DIO2 activity and expression in
BAT [14, 15].

Chronic stress produces long-term changes at various
levels in limbic and neuroendocrine systems leading to
diverse psychological or metabolic diseases [9]. HPA axis
and sympathoadrenal system become habituated to homo-
typic chronic stressors like repeated intermittent restraint
(rRes), whereas heterotypic stressors like chronic variable
stress (CVS) induce sensitization that may be long lasting
[16-18]. Habituation or sensitization recruit different lim-
bic circuits producing neuroplastic changes in networks that
modulate CRH neurons in the PVN, albeit both may cause a
hyperactive response to a novel stressor [17, 18].

HPT axis activity is inhibited by acute Res [19] but not
by rRes [20], whereas it remains inhibited after CVS [21];
whether they blunt the response to cold is unknown. As
HPA axis response to a novel stressor varies depending on
the type of chronic stressor, we hypothesized that HPT axis
and BAT responses to cold stress would depend on HPA
response to chronic-stressor type. We characterized in male
rats the effect of rRes and CVS on the initial responses of
TRH neurons, responsible for triggering HPT axis activity,
and of BAT, to an energy demanding situation such as 1 h
of cold exposure [14]. The response to stress was monitored
by measuring HPA axis activity.

Material and methods
Animals

Wistar male rats were raised at the Institute’s breeding col-
ony and kept (2/cage) under 21 + 1 °C, lights (7:00-19:00 h),
food and water ad libitum. Animal conditions and treatments
are detailed in [14, 22] and Online resource 1. At 10 weeks
of age (328 +4 g), six groups of five to six non-sibling rats
were formed for each experiment. Naive rats were kept in
one room and experimental groups in another, manipulated
twice/week during cage change and once/week for weight
measurement. As HPT axis activity is modified by nutri-
tional status, and stress alters food intake [11, 23], control
groups were pair-fed to intake of stressed groups (control
pair-fed: Cpf). Cpf groups also accounted for stress due to
intermitent housing change, and/or ultrasonic vocalizations
and odors emitted by stressed rats [24]. Two independent
experiments were performed for each stress paradigm.

Chronic stress protocols
rRes

Rats were placed in individual cages; the rRes group was
moved to the procedural room and restrained 30 min at
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10:00 h for 15 days [20] (Online resource 1); simultaneously,
the Cpf group was moved to another room. A blood aliquot
was taken from the tail before and after Res at days stated
in figures. Both groups were returned to the home room and
housed with their cage mate.

Ccvs

Rats were submitted every day at 10:00 h and 16:00 h to a
different stressor during 15 days, including elevated plus
maze and open field behavioral tests (Online resource 1).

Cold exposure

On day 16, naive, Cpf and stressed rats were placed at
9:00 h in individual empty cages, moved (one rat every
3 min) either to the procedural room at room temperature
(211 °C, RT), or to a nearby cold room (5+1 °C). After
1 h, rats were individually moved to the laboratory for
decapitation (Online resource 1). Rectal temperature was
immediately measured with a thermocouple thermometer
(Acorn Temp JKT; Oakton instruments, IL). Trunk blood
was collected, serum aliquots were stored at — 20 °C, and
brain and BAT tissues were dissected and stored at — 70 °C.

Biochemical assays

Serum TSH and corticosterone concentrations were quan-
tified by radioimmunoassay; TSH with NIDDK reagents
and protocols; corticosterone, with Merck-Millipore, Perki-
nElmer, and Sigma reagents (detection limit 25 ng/ml).
Total T3 and T4 were determined with ELISA kits (Diag-
néstica International Zapopan, JAL, México) as in [22]
(limit 0.75 ng/ml T4, 1 ug/dl T3). Samples were measured
in duplicate: intra-variation coefficients < 10%, inter-assay
variability within duplicates < 6%.

Total RNA was extracted from PVN excised with a sam-
ple corer (1 mm internal diameter) from coronal slices of
200 um sectioned on a cryostat (bregma — 0.84 — 2.2 mm);
RT-PCR reactions were performed and target gene lev-
els normalized against cyclophilin A cDNA verified as
described (Online resource 1, Supplementary Table 1).

Statistical analyses

The mean of duplicates equals one determination. For each
experiment, results were calculated as % of mean values
of naive group at RT and pooled for analyses with either
repeated measures, one or two-way ANOVAs (Online
resource 2, Supplementary Table 2), followed, if p <0.05,
by Tukey’s multiple comparison test using GraphPad Prism
8.0.2. Student’s ¢ test between two groups was additionally

performed for some comparisons and reported when p <0.05
in figures. Results are expressed as mean + S.E.M.

Results

Response of ponderal and hormonal variables
to chronic stressors

Compared to naive group, rRes decreased total food intake
by 7+ 1%; in rRes rats, food intake decreased on days 2 and
8 when a blood aliquot was taken. Body weight gain (BWg)
was reduced in pair-fed and stressed groups by 25% (Fig. 1a,
¢). CVS diminished food intake by 20% compared to naive.
BWg was highest in naive, and lower in CVS than in Cpf
(Fig. 1b, d). Weight of BAT or white adipose tissue (WAT)
did not change in either paradigm, consistent with stress-
induced loss of lean mass [25, 26]; weight of adrenal glands
increased in rRes and CVS compared to the naive and Cpf
groups (Online resource 2, Supplementary Table 3).

Serum corticosterone concentration increased in
restrained rats on day 1 and to a lesser degree in Cpf, prob-
ably due to the stress caused by food restriction and iso-
lation for 30 min; afterward, the concentration gradually
diminished normalizing by day 14 (Fig. le), as expected
for habituation [18, 27]. Serum thyrotropin concentration
was reduced after the first episode of food restriction and
isolation (Cpf), and after rRes; but no longer by the 14th
day, when body weight gain had diminished (Fig. 1g) [22].

In the CVS paradigm, Cpf serum corticosterone concen-
tration tended to increase compared to naive, but a high vari-
ability in basal values impeded statistical significance; cor-
ticosterone concentration increased after the stressor, more
intensely as time increased (Fig. 1f). Cpf basal serum TSH
concentration was initially lower than naive, normalizing
at the end, suggesting some habituation; however, stress-
induced decrease in serum TSH concentration was observed
at day 14 (Fig. 1h). The inverse pattern between TSH and
corticosterone serum concentrations supports stress/cor-
ticosterone induced inhibition of TSH secretion [11, 21].
Behavioral tests (OFT, EPM) performed during CVS rou-
tine showed increased anxiety as time progressed (Online
resource 1, Supplementary Fig. 2).

Temperature response to acute cold exposure

Rectal temperature of rats kept at 21 °C tended to be higher
in Cpf and rRes than in naive groups, whereas CVS, Cpf and
naive groups showed no difference. Cold exposure lowered
temperatures in Cpf, rRes and CVS groups, but not in naive
rat (Online resource 2, Supplementary Fig. 3).
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Fig. 1 Ponderal and hormo-
nal changes during 14 days
of repeated restraint (rRes) or
chronic variable stress (CVS).
Food intake, body weight
gain (BWg), serum corticos-
terone and thyrotropin (TSH)
concentrations in male rats
after repeated restraint (rRes)
or chronic variable stress
(CVS). Corticosterone and TSH
were measured before (-b) or
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HPA axis response to acute cold exposure

rRes. PVN Crh mRNA levels were similar in all groups kept
at RT, and increased by cold only in naive rats (Fig. 2a).
In contrast, cold increased serum corticosterone concen-
tration in all groups, more in rRes than in Cpf (Fig. 2c).
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D7

D14

D1

D7 D14

PVN Gr expression was higher in Cpf at RT than in naive
rats (Fig. 2e).

CVS. Basal expression of PVN-Crh and serum corti-
costerone concentration were higher in both Cpf and CVS
than in naive rats, supporting augmented stress of both
experimental groups. Cold increased Crh expression in all,
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Fig.2 Response of the HPA rRes
axis to 1 h cold exposure after Cvs
14 days of chronic stress. Crh N RTHES N RTHE 5T
and glucocorticoid receptor (Gr) Cpf RT S:D Crh E?pf RTH 508
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although not significant in the Cpf due to the high levels at
RT (Fig. 2b). Serum corticosterone concentration increased
after cold in all, highest in CVS (Fig. 2d), consistent with
reported adrenal sensitization [17]. PVN Gr mRNA levels
at RT showed an opposite tendency to that of Crh, consist-
ent with corticosterone feedback [9], highest in naive and
lowest in CVS rats; cold exposure diminished them in naive
and Cpf compared to RT (Fig. 2f).

HPT axis response to acute cold exposure

rRes

No difference was detected at RT in either PVN Trh expres-
sion or serum T4 and T3 concentrations (Fig. 3a, e, g),

while that of TSH was lowest in Cpf (Fig. 3¢), which had
the highest serum corticosterone concentration (Fig. 2c).

RT5° RT5° RT5°  C RT 5 RT 5° RT 5°
N Cpf rRes N Cpf CVS

The reported cold-induced increase in PVN Trh expression
[5, 6, 14] was detected only in naive rats (Fig. 3a), and
serum TSH concentration increased in naive and Cpf, but
not in rRes (Fig. 3¢). Cold did not increase serum T4, but
enhanced T3 concentration in the rRes group (Fig. 3e, g).

Ccvs

The basal parameters of the HPT axis activity did not dif-
fer in the CVS experiments at RT (Fig. 3b, d, f, h). Cold
increased PVN Trh expression only in naive rats, serum
TSH concentration in naive and Cpf rats (Fig. 3b, d);
serum T4 concentration did not vary, whereas a slight but
significant increase was observed on serum T3 concentra-
tion in Cpf and CVS groups (Fig. 3f, h).
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Fig.3 Response of HPT axis rRes CcVS
to 1 h cold exposure after
14 days of chronic stress. Trh Trh
expression in PVN, serum N RTHE ST N RTH 50
TSH (N=3.15+0.2 ng/ml), a Cpf RT I 50 b Cpf RTN 58
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and T3 (N=4.6+0.12 ng/ml) 2007 sx 2007 =*x
concentrations in male rats after b= |_I
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BAT response to acute cold exposure Cold stimulated Dio2 expression in naive and Cpf groups,
but not in rRes rats (Fig. 4a), and Ucp! only in the naive
We evaluated gene expression of proteins relevant to ther- group (Fig. 4c). There was a cold effect on mRNA levels
mogenesis and regulated by cold in BAT [2, 7]. of Adrb3 by ANOVA analysis, but increases between cold

rRes. Basal expression of Dio2, Ucpl and Adrb3 were  and RT of naive and Cpf groups were valid only by ¢ test
not affected by food restriction or stress (Fig. 4a, ¢, e).  (Fig. 4e).
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Fig.4 Response of brown rRes

adipose tissue (BAT) to chronic Ccvs
stress and acute cold exposure. N RTHESq

Deiodinase 2 (Dio2), uncou- Cpf RTH 5® N RT! 5:?
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CVS. Food restriction (Cpf) and CVS decreased expres-
sion of Ucpl and Adrb3 compared to naive rats at RT; Dio2
expression was unchanged (Fig. 4b, d, f). Cold increased
Dio2 and Ucpl expression in naive and Cpf groups. In con-
trast, cold exposure decreased Adrb3 expression in the naive
group, whereas it increased it in the CVS group (Fig. 4b,
d, f).

Discussion

Results showed that either homotypic or heterotypic chronic
stressors disturb temperature regulation, HPT response,
and expression of molecules important for the thermogenic
response of rats to 1 h of cold exposure (Online Resource 2,
Supplementary Fig. 4). The time chosen was due to the tran-
sient response in Trh transcription, but allowed to recognize

0
RT 5° RT 5° RT 5°
Cpf

© RT 5° RT 56° RT 5°

RT 5° RT 5° RT 5°
N Cpf CVS

RT 5° RT 5° RT 5°
N Cpf rRes

RT 5° RT 5°
N  Cpf

RT 5°

N rRes CVS

RT 5° RT §° RT 5°

N Cpf rRes N Cpf CVS

the blunting effects at the central and peripheral levels. As
reported, rRes produced HPA habituation, whereas CVS pro-
duced sensitization [17, 18, 26, 27], validating the experi-
mental conditions needed to evaluate the response of HPT
axis to cold on rats previously exposed to distinct types of
chronic stressor. The Cpf groups allowed to measure the
additional stress produced by food restriction, moving, isola-
tion or housing conditions, which is seldom considered. In
naive animals, 1 h of cold exposure stimulated the sympa-
thetic and neuroendocrine systems increasing 7rh and Crh
expression in PVN, serum TSH and Cort concentrations,
expression of Dio2 and Ucp-1 in BAT, maintaining body
temperature [14]. In contrast, rats of both chronic stress
paradigms were unable to control their temperature, had a
blunted response of the central arm of the HPT axis and
altered BAT thermogenic genes expression. Thus, although
response of PVN-Crh expression to cold depended on the
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type of previous chronic stress, response of HPT axis, and
of Cort secretion, to acute cold stress was similarly modified
in both models; in addition, chronic stress-dependent BAT
gene expression was detected.

Cold is perceived as a physical stressor that increases
PVN-Crh expression. Habituated rats to rRes were expected
to have increased response to the novel stressor (cold), but
instead the response was blunted supporting the proposal
that if the novel stressor is not life threatening, the habitu-
ation of HPA axis could attenuate the response to the new
stressor [17, 18, 27]. Cpf rats had a higher PVN-Gr expres-
sion that probably contributed to blunt cold-induced Crh
response [13, 17]. In contrast, the CVS group, with the high-
est PVN-Crh expression and serum corticosterone concen-
tration, showed the expected sensitization of the HPA axis
response [17, 18].

PVN-Trh response to cold did not show the expected
cold-induced increased expression in the rRes and Cpf
groups, as for Crh, but neither in CVS or their Cpf in con-
trast to Crh suggesting that the blunted 7rh response is not
due to the type of stressor. Cold-exposed rats showed no sig-
nificant differences in serum corticosterone concentration;
for corticosterone to activate GR and interact with cPKA, a
time difference in its release due to sympathetic activation of
the adrenal in stressed rats [28] could explain the difference,
since corticosterone entrance into the brain and intracellu-
lar traffic define a narrow time window [15 and references
therein], but a more rapid increase in corticosterone in PVN
could repress CREB phosphorylation required for induced
Trh transcription [15].

Cold simultaneously stimulates the synthesis of TRH in
PVN neurons and releases previously synthesized and pro-
cessed TRH from axon terminals at the median eminence
[3, 14]. Cpf-rRes, with the highest corticosterone, had
decreased TSH concentration, but not of 7rh measured in
whole PVN containing the anterior zone deficient in GR,
which is not susceptible to corticosterone inhibition [14].
Lack of cold-induced TSH release in stressed rats could be
due to repressed TRH release caused by glucocorticoid-
induced endocannabinoid release [29, 30] and/or direct
effect of corticosterone on pituitary-TSH secretion [31].
Serum T4 concentration did not increase in naive or any
cold-exposed group, as is frequently observed at short times
[14]. The slight decrease detected in the rRes group could
be due to increased metabolic clearance [32], which in the
case of serum T3 concentration increase, was probably due
to enhanced sympathetic stimulation of thyroid production
of T3 [33].

The body temperature of Cpf and rRes at killing was
slightly higher than in naive rats, consistent with stress-
induced hyperthermia [34]; reduction after cold exposure
suggested inability to regulate temperature. Thus, combined
food restriction and short-term chronic isolation stress or
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restraint can dampen the responses of the central arm of the
HPA and HPT axes to cold stress and alter temperature con-
trol. This was paralleled by blunted response to cold in the
expression of molecules involved in BAT thermogenesis [2,
7] which are subject to multiple regulation. Dio2 and Ucpl
expression and/or activity is stimulated by noradrenaline and
T3, but inhibited by glucocorticoids [7, 35]. Repressed sign-
aling by glucocorticoids of noradrenaline or cAMP stimu-
lation occurs in murine and in human adipocytes [35-37].
Changes in Adrb3 expression may relate to downregulation
by calorie restriction, chronic stress and noradrenergic acti-
vation [38—40]. Glucocorticoids interference with the adren-
ergic stimulation of Dio2 and Ucpl expression is proposed
at the transcription level [35, 36]. Although the changes
detected support repression by chronic stress of cold activa-
tion of BAT, 1 h of exposure is too short to expect changes
in the concentrations of thermogenic proteins due to altered
gene expression and explain the drop in temperature. More
immediate effects involve the phosphorylation of lipases that
produce the free fatty acids required to activate UCP-1 and
serve as immediate substrates for thermogenesis, a process
activated by cold-induced stimulation of ADRb3 receptors
and PKAc [2, 7]. Albeit speculative at the moment, activated
GR interference with PKA signaling by a GR:PKAc inter-
action [15] could contribute to the blunting effect of cold
on the expression of thermogenic genes and to a concerted
effect of rapid repression at different levels of thermogenic
response. Studies on longer times of cold exposure are war-
ranted to determine the factors involved in the dynamics of
the effects of chronic stress on sustained cold responses,
since hypothyroid animals do not survive under prolonged
cold [7, 10].

To resume, chronic stress curtailed the expected activation
of the HPT axis to an energy demanding situation as acute
cold exposure, producing insufficient thermogenesis at least
partially due to inhibition in BAT activity of young male rats.
These findings may contribute to a better understanding of
human physiology, since the role of BAT on thermogenesis
and energy expenditure has been revealed through fluorode-
oxyglucose positron emission tomography coupled to com-
puted tomography (FDG/PET/CT) which demonstrated that
BAT size and activity are increased upon mild cold exposure
[41]. BAT activity is related to thyroid status in euthyroid or
hypothyroid individuals [42], and after TRH injection [43],
although associations between BAT activity, cold exposure
and thyrotropin or thyroid hormones are controversial due to
the different conditions studied [42]. In particular, the tim-
ing of sampling and cold exposure are relevant, as hormonal
release follows transient dynamics in rodents [3—6]; in man,
TSH, T4 and T3 are released transiently after 30—60 min at
4 °C but not under cold air [44]. A major contribution of our
work is the demonstration of acute or chronic stress-induced
inhibition of the HPT axis cold response, although, as for most
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work with rodents, experiments were performed during the
day, which is the inactive period of rodents. In this time frame,
thyroid hormones are higher and corticosterone lower than at
night. However, this does affect TSH or TH release in humans,
differently in men and women [45, 46]. Stress response to the
FDG/PET/CT test may vary [47] and, thus, glucocorticoid
release. In contrast to the inhibitory role of glucocorticoids in
BAT-Ucpl expression in rodents [36], their acute administra-
tion to humans stimulate BAT activity and Ucp-1 expression
in cultured human brown adipocytes; however, the stimulatory
effect of an adrenergic agonist is repressed by glucocorticoids
in both mouse and human brown adipocytes [37]. Measure-
ments of glucocorticoid release before and after exposure to
the machine and cold might facilitate interpretation of results
on TSH release.

To conclude, chronic stress curtailed the cold response of
the HPT axis, as reported with previous acute stress or cor-
ticosterone injection [14, 15]. For a more persistent energy-
demanding situation as voluntary exercise, the deficient
response of the HPT axis is accompanied by diminished
amount of fat mass loss in a sexually dimorphic manner [22].
Due to the multifactorial regulation of all the parameters
involved in the activity of the HPT axis that tend to preserve
circulating hormonal levels with little variations [7], studying
its response to a threat provides a better understanding of its
function. Stress is a high burden of modern society, a cul-
prit of many metabolic and mental pathologies; stress-caused
disfunction of the HPT axis capacity to respond to energy
demands may contribute to these pathologies.
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