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RESUMEN

La obesidad se considera un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (ECV), las cuales representan una de las primeras causas de muerte a nivel mundial.
Los mecanismos involucrados en el desarrollo de estas complicaciones no son del todo claros, y se ha
propuesto que la presencia de un estado inflamatorio podria contribuir de manera importante al
desarrollo de estas comorbilidades. Se ha propuesto que la tirotropina (TSH), la cual se encuentra
aumentada en pacientes obesos, puede estar participando en el desarrollo de inflamacién, debido a
su capacidad de producir citocinas proinflamatorias mediante la activacion de su receptor TSHR sobre
el tejido adiposo visceral. Sin embargo, hasta la fecha se desconoce si este receptor se encuentra
presente en el tejido adiposo perivascular (PVAT), el cual participa de manera importante en la
modulacién de la vasculatura. Por lo que el presente trabajo se enfocé en determinar la presencia del
TSHR en el PVAT, su participacidon en la produccién de citocinas proinflamatorias y su posible
modulacién del tono vascular que pudieran contribuir a los cambios vasculares que se observan en la
obesidad.

Se utilizaron ratas Sprague Dawley de 2 meses de edad divididas en tres grupos los cuales
estuvieron durante 15 semanas con las siguientes dietas: grupo control, grupo CAF (dieta de cafeteria)
y el grupo fructosa (fructosa 10%). Se evaluaron cambios en el peso corporal, parametros bioquimicos,
las concentraciones séricas de TSH, asi como la expresidon de su receptor en el PVAT de los diferentes
grupos. Se incubaron explantes de PVAT y aorta con TSH para determinar su efecto sobre la
produccién TNFa (factor de necrosis tumoral alfa) e IL-6 (interleucina 6). Ademas, se realizaron
experimentos funcionales en la aorta para evaluar el efecto de TSH sobre el PVAT en la modulacién
del tono vascular.

En los resultados obtenidos se determind que la dieta de caféteria fue el mejor modelo para
generar obesidad con respecto al grupo de fructosa. No observamos diferencias significativas en los
niveles de TSH séricos ni en los parametros bioquimicos entre en los grupos evaluados. El TSHR se
encuentra mayormente expresado en el tejido adiposo blanco, pero también se expresa de manera
abundante en PVAT y en la aorta. No hubo diferencias en la expresién de TSHR en el PVAT entre los
grupos control y CAF. Por el contrario, la expresion de este receptor disminuyé significativamente en
la aorta del grupo CAF. Al estimular explantes de PVAT y aorta con TSH observamos un aumento
significativo en la concentracion de TNFa e IL-6 a las 6 horas de incubacién. Sin embargo, la produccién
de ambas citocinas fue significativamente menor en el grupo CAF. Por ultimo, la incubacién de anillos
adrticos con TSH (10 mUI/mL) provocé una disminucién en las curvas concentracidon-respuesta a
fenilefrina Unicamente en los anillos con PVAT. Ademas, TSH (10 mUI/mL) fue capaz de producir
contracciéon directamente en los anillos adrticos, y la presencia tanto de PVAT como de endotelio
regulan la contraccién producida por TSH.

En conclusidn, el TSHR se encuentra expresado en el PVAT, y su activacién aumenta la sintesis
de citocinas proinflamatorias en PVAT y aorta. Sin embargo, los resultados funcionales, sugieren que
su activacion en PVAT y el endotelio estd mas relacionada con un aumento en la produccion de
factores relajantes que modulan la contraccién; mientras que, por el contrario, en el musculo liso de
la aorta su activacidon puede producir contraccién directamente.
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ABSTRACT

Obesity has become a risk problem for the development of several diseases, such as type 2
diabetes (DM2), cardiovascular diseases (CVD), insulin resistance, and hypertension, among others.
Obesity is characterized as an abnormal or excessive accumulation of fat, particularly in adipose
tissue. Recently, it has been proposed that thyrotropin (TSH), which is increased in obese patients,
could be participating in the development of inflammation. TSH produces proinflammatory cytokines
by activating their TSHR receptor on visceral adipose tissue. However, it is unknown whether this
receptor is present in perivascular adipose tissue (PVAT), which plays an important role in the
modulation of the vasculature. The present work was focused on determining the presence of TSHR
in PVAT, its participation in the production of proinflammatory cytokines, and its possible modulation
of vascular tone.

Sprague Dawley rats aged initially 2 months old were housed in three groups: control group,
CAF diet, and fructose group for 15 weeks. Changes in body weight, biochemical parameters, and
serum TSH concentrations were evaluated. The expression of TSHR, TNFa, IL-6, IL-1B, leptin,
adiponectin, and MCP-1 in PVAT was determined by PCR. PVAT and aorta explants were incubated
with TSH to determine their effect on the production of TNFa and IL-6 (interleukin 6). In addition,
functional experiments in the aorta were performed to evaluate the effect of TSH on PVAT in the
modulation of vascular tone.

The CAF diet was an effective model to generate obesity. There was no change in serum TSH
levels and biochemical parameters. The presence of TSHR was more abundant in white adipose tissue,
but it was also identified in aorta and PVAT. No differences were observed in the TSHR expression
between control and CAF groups. On the contrary, the expression of TSHR was decreased in aorta of
the CAF group. The stimulation of PVAT and aorta explants from the control group with TSH promotes
a significant increase of TNF and IL-6 production at 6 hrs of incubation. However, the production of
both cytokines was reduced in the CAF group. Finally, the aortic rings incubated with TSHR (10
mUI/mL) caused a decrease in the concentration-response curves to Phenylephrine only in presence
of PVAT. In addition, TSH (10mUl/ml) produced a direct contraction in aortic rings without PVAT in
control animals, this contraction was inhibited by the presence of PVAT an endothelium.

In conclusion, TSHR is expressed in PVAT, and its activation is able to increase the synthesis of
proinflammatory cytokines in PVAT and aorta. However, functional results suggest that the activation
in PVAT and the endothelium is more related to an increase in the production of relaxing factors that
modulate contraction; whilst, on the other hand, in the smooth muscle of the aorta, its activation can
produce contraction directly.
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1. INTRODUCCION.

1.1. Obesidad

La obesidad es una enfermedad crdnica que se caracteriza por un exceso de grasa
corporal. De acuerdo con la OMS, el sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacion
anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud (OMS, 2017) y se caracteriza
por tener un indice de masa corporal superior a 30, el cual se obtiene a partir de un modelo
matematico que correlaciona positivamente con el contenido de grasa corporal (Arterburn and

Noé&l 2001).

El indice de masa corporal (IMC) es un indicador simple de la relacién entre el peso y la
talla que se utiliza frecuentemente para identificar el sobrepeso y la obesidad en los adultos. Se
calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por el cuadrado de su talla en metros (kg/m2).
En el caso de los adultos, la OMS define el sobrepeso y la obesidad como se indica a continuacién:

sobrepeso; IMC igual o superior a 25 y obesidad; IMC igual o superior a 30 (OMS,2017).

La obesidad se ha convertido en uno de los problemas mas importantes de salud publica
en todo el mundo y se considera un factor de riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 2 (DM2),
enfermedades cardiovasculares (ECV), resistencia a la insulina, hipertension, entre otros. En el
caso de México, la obesidad y el sobrepeso afectan al 34.4% de los adolescentes entre los 12 y
19, lo que representa alrededor de 6 325 131 individuos con esta enfermedad. En el caso de
adultos mayores de 20 afios se observa una prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad del

72.5%. Para el 2016 se presentd un aumento de 1.3% con respecto a la tltima encuesta realizada



en el 2012. Esta informacién sugiere que la poblacién adulta tiene mayor riesgo de presentar

enfermedades asociadas con este padecimiento (ENSANUT, 2016).

La obesidad es una enfermedad en la cual intervienen muchos factores, donde interactua
tanto la genética como el medio ambiente. Actualmente, la vida cotidiana ha sufrido diferentes
cambios en la forma de alimentacién como son el aumento en la ingesta de alimentos
hipercaldricos altos en grasas y azlcares, ademas de una reduccion en la actividad fisica diaria;
esto ha tenido como consecuencia que el sobrepeso y la obesidad sean un problema cada vez

mas comun en la poblacién mundial (OMS, 2016).

A nivel celular, la obesidad puede considerarse como una enfermedad hipertroéfica
resultado de un aumento en el nimero o tamafio de los adipocitos individuales. Nuevas células
de grasa vienen de una poblacién preexistente de progenitor no diferenciado con gran capacidad
de proliferacién y diferenciacion (Lu et al. 2012). Una caracteristica importante de la obesidad es
el incremento en los niveles plasmaticos de citocinas y quimiocinas proinflamatorias, las cuales
pueden generar inflamacion de bajo grado y la activacidn del sistema inmune. Estas citocinas son
secretadas principalmente por el tejido adiposo. El aumento en los niveles de citocinas
proinflamatorias como pueden ser interleucina 1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)
ahora son considerados como marcadores de riesgo para diferentes enfermedades como puede
ser diabetes tipo 2 o enfermedades cardiovasculares. Por lo tanto, las personas con sobrepeso
junto con una acumulacién del tejido adiposo corren un mayor riesgo de desarrollar estas

enfermedades (Teixeira et al. 2017).



Ademas de los factores mencionados anteriormente, la obesidad se ha relacionado con
cambios a nivel hormonal. Particularmente, se ha descrito una relacién muy estrecha entre la
funcién tiroidea y las modificaciones en el peso corporal. En estudios de pacientes con
hipotiroidismo se ha demostrado que estos pacientes tienen una ganancia de peso mayor en
comparacidon con pacientes eutiroideos. Recientemente, se ha descrito que pacientes con
obesidad extrema o mérbida tienen una alta prevalencia de hipotiroidismo subclinico (Gémez-
Zamudio et al. 2017). En el hipotiroidismo subclinico, se ha relacionado con alteraciones en el
gasto energético teniendo como consecuencia el desarrollo de obesidad, ya que se ha observado
gue al normalizarse los niveles de TSH, se presenta también una disminucién en el peso corporal

de estos pacientes (Dahl et al. 2017).

1.2. Tirotropina y Obesidad

Si bien la prevalencia de la obesidad ha aumentado en todo el mundo, la comprensién de
su patogénesis y sus consecuencias metabdlicas aun son ambiguas. La fisiopatologia de Ia
obesidad es muy compleja e involucra diferentes factores, como pueden ser genéticos,
ambientales, conductuales, y/o hormonales, que influyen en el desarrollo de la enfermedad
(Haslam and James 2005; Michalaki et al. 2006). Al respecto se ha descrito que las hormonas
tiroideas pueden participar de manera importante en la fisiopatologia de la obesidad, debido a
gue modulan procesos metabdlicos involucrados en la ingesta de alimentos (apetito) y en el

control del gasto de energia en reposo (Pearce 2012).



Desde hace varios afios se ha descrito la relacidn entre la funcién tiroidea y el peso
corporal. Si bien es bien sabido que el hipertiroidismo esta relacionado con una disminucién en
el peso corporal, por el contrario, el hipotiroidismo se ha relacionado con una ganancia de peso
corporal (Reinehr, 2010). También se ha descrito que las hormonas tiroideas regulan
positivamente muchas vias metabdlicas relevantes, por lo tanto, no es sorprendente que los
pacientes con enfermedades tiroideas usualmente presenten cambios en el peso corporal, la
termogénesis y la lipdlisis en el tejido adiposo. El aumento en el peso corporal se ha asociado
generalmente con el hipotiroidismo debido a disminucién de la termogénesis y un metabolismo

mas lento que pueden llevar al desarrollo de obesidad (Reinehr, 2010).

La obesidad y las funciones tiroideas a menudo se correlacionan. Por ejemplo, en
pacientes con obesidad se observa un aumento en los niveles séricos de TSH sin detectarse
cambios en los niveles de las hormonas tiroideas T4 y T3, lo que se le conoce como hipotiroidismo
subclinico. Adema3s, la reduccién del peso corporal en estos pacientes puede normalizar los
valores de TSH (Pearce 2012; Rai et al. 2013; Reinehr 2010). Aunque los mecanismos por los cuales
los niveles de T3 y T4 se mantienen normales a pesar de estar elevada la TSH se desconocen, se
ha encontrado que los niveles de TSH también se encuentran aumentados en el sindrome
metabdlico, el cual se asocia con resistencia a la insulina debido al defecto en la transduccién de
la sefial posterior al receptor en el tejido diana; un mecanismo similar de resistencia al receptor
tiroideo podria estar operando en estas personas obesas. De acuerdo con estos antecedentes se
ha sugerido que la TSH puede estar participando en el desarrollo de obesidad. Sin embargo, los
resultados al respecto son controversiales ya que no en todos los casos se ha podido asociar la

génesis de la obesidad con los niveles de TSH (Tian et al. 2014a). Por lo que todavia no esta claro



si las alteraciones en las hormonas tiroideas son una causa o un efecto de la obesidad, lo que se
ha sugerido una evaluacién a gran escala con la inclusién de diversas hormonas secretadas por el

tejido adiposo (leptina, resistina, adiponectina, etc) (Gutch et al. 2017).

La TSH ejerce sus efectos mediante la activacién de su receptor (TSHR), el cual es un
receptor transmembranal que pertenece a una subfamilia de receptores acoplados a proteinas G
heptahelicoidales. En Ia tiroides, el TSHR juega un papel critico en la funcién y desarrollo de la
tiroides, participando en la sintesis y liberacién de las hormonas tiroideas (Zhang et al. 2009). Sin
embargo, estudios recientes han demostrado la presencia del TSHR en tejidos no tiroideos, tales
como hepatocitos (Zhang et al. 2009), adipocitos (Haraguchi et al. 1996) y células endoteliales

(Tian et al. 2014).

Se ha observado que la activacién de TSHR en adipocitos puede jugar un papel importante
para en el desarrollo de obesidad (Haraguchi et al. 1996; Zhang et al. 2006). Debido a que se ha
encontrado que personas con IMC>25 muestran un aumento en los niveles de expresién de TSHR
respecto a personas con IMC<25 (Lu et al. 2012). Ademas, Lu et al. (2012) sugieren que la
expresion desregulada del TSHR podria estar implicada en un aumento en la adipogénesis. Sin
embargo, existen otros reportes que muestran una correlacidon negativa de la adipogénesis con

la expresion del TSHR (Bell et al. 2000).



1.3. Tejido Adiposo

El tejido adiposo es un tejido conjuntivo especializado en el almacenamiento de lipidos, el
cual esta presente en todos los mamiferos. Se puede considerar como un tejido conectivo un
tanto atipico puesto que posee muy poca matriz extracelular. Su capacidad para almacenar lipidos
se basa en células capaces de contener en su citoplasma grandes gotas de grasa. A este tipo
celular se le denomina adipocito. La grasa funciona como un excelente almacén de energia puesto
gue tiene aproximadamente el doble de densidad calérica que los azlcares o las proteinas. Los
adipocitos se agrupan estrechamente y en gran nimero para formar el tejido adiposo, aunque
también se pueden encontrar dispersos en el tejido conectivo laxo (Reinehr 2010). Ademas, el
tejido adiposo se ha contemplado como un érgano de interés en los estudios de la obesidad y los

trastornos metabdlicos asociados a la dieta.

1.3.1. Tipos de Tejido Adiposo

Se han identificado tres tipos diferentes de adipocitos con diferentes
caracteristicas: blanco (WAT), marrén (BAT) y beige (BeAT). Los adipocitos blancos son los mas
abundantes, son grandes y almacenan grandes gotas de lipidos llenos de triglicéridos
localizdndose principalmente en el tejido adiposo subcutdneo (SAT, que corresponde
aproximadamente al 85% de la grasa total) y el tejido adiposo visceral (VAT). Los adipocitos
blancos actian como almacén de energia y como un érgano endocrino que puede producir y
liberar adipocinas como leptina, adiponectina, IL-6, TNFa o proteina quimioatrayente de

monocitos tipo 1 (MCP-1) (Gaggini, Carli, and Gastaldelli 2017).



1.3.2. Tejido Adiposo Marron

Los depdsitos de BAT se reconocen facilmente por su color debido a la presencia de gran
cantidad de mitocondrias. El tamafio de estos adipocitos es significativamente mas pequeiio que
los blancos, y en los roedores este tejido se encuentra entre los omdplatos. La ubicacién en los
humanos es similar a los roedores, principalmente alrededor del cuello, pero es reconocible sélo
cuando se estimula, por ejemplo, por exposicién al frio. La principal caracteristica de este tejido
es la presencia abundante de mitocondrias y la expresidn de la proteina termogenina (UCP-1),
gue genera calor mediante termogénesis no temblorosa; es decir, la generacidon de calor por
oxidacion de grasa, pero con baja producciéon de ATP. Ademads, el BAT estd altamente inervado
por el sistema nervioso simpdtico, que desencadena la activacién de estos adipocitos. Se ha
sugerido que la activacion del BAT podria contribuir al metabolismo lipidico al aumentar Ia
oxidacion de grasas y el gasto de energia a través de la produccién de calor. Sin embargo, la
contribucién de BAT al gasto de energia total en humanos es leve, considerando el tamafio de

este depdsito (Gaggini, Carli, and Gastaldelli 2017).

1.3.3. Teijdo Adiposo Beige

Los adipocitos beige (también conocidos como adipocitos marrones inducibles) en
roedores se encuentran dentro de los depdsitos de tejido adiposo blanco subcutaneo y perirrenal.
En humanos, se han encontrado esparcidos dentro del tejido adiposo blanco. Los adipocitos beige
son funcionalmente muy similares a los marrones y pueden surgir en depdsitos de WAT
especificos en respuesta a diversos estimulos, como pueden ser la exposicidn al frio y las

catecolaminas. Dentro de la grasa epicardica se descubrieron BeAT, donde podrian proteger al



corazon del frio, pero también son capaces de producir ATP. El origen de estos adipocitos es
desconocido, pero probablemente se derivan de la diferenciacién de los preadipocitos (Gaggini,

Carli, and Gastaldelli 2017).

1.3.4. Tejido Adiposo Blanco

El tejido adiposo blanco es el mas abundante del organismo humano adulto y por lo tanto
el mayor reservorio energético. Debido a su amplia distribucion, es un excelente aislante térmico
y desempeifia un papel relevante en la conservacién de la temperatura corporal considerdandose
como el principal sistema amortiguador del balance energético. Debido a su capacidad para
secretar varias sustancias llamadas adipocinas de forma general, se ha revolucionado el concepto
de su funcién bioldgica, consoliddndose la idea de que no es sdlo un érgano que almacena y
moviliza energia, sino que es un tejido dindmico y regulador central del metabolismo (Manzur

2010).

Una de las principales funciones de los adipocitos es almacenar vy liberar lipidos, por lo que
la obesidad es la respuesta al exceso de ingesta caldrica. La obesidad esta en parte determinada
por la capacidad de los adipocitos para cambiar su tamaiio dando como resultado un aumento en
el peso. Debido a esta respuesta el WAT puede expandirse para almacenar el exceso de acidos
grasos en triglicéridos (lipogénesis), o disminuir su tamafio cuando los lipidos almacenados se

hidrolizan (lipdlisis) bajo condiciones de ayuno o ejercicio (Gaggini, Carli, and Gastaldelli 2017).

El WAT puede expandirse a través del aumento de tamafio de los adipocitos (hipertrofia)
o el aumento en el niumero de adipocitos (hiperplasia). Este aumento esta correlacionado con un

incremento de resistencia a la insulina y se ha formulado la hipdtesis de que WAT se vuelve



disfuncional cuando no puede expandirse en respuesta al exceso de ingesta caldrica,
promoviendo asi el almacenamiento del exceso de lipidos en grasa visceral y promoviendo un

estado proinflamatorio (Gaggini, Carli, and Gastaldelli 2017).

1.4. Tejido Adiposo y la inflamacion

Los adipocitos tradicionalmente eran considerados como células de almacenamiento de
energia que jugaban un papel clave en el balance de energia, la termogénesis y la homeostasis de
la glucosa. Sin embargo, los adipocitos también producen una serie de factores solubles
(adipocinas) que regulan diferentes procesos relacionados con la inflamacién. Estas adipocinas
como resistina y leptina, ejercen efectos predominantemente proinflamatorios, mientras que la
adiponectina es antiinflamatoria. Por lo tanto, los adipocitos también se pueden ver como
componentes integrales del sistema inmune (Omar et al. 2014). La contribucién de los adipocitos
en la inflamacion de estos tejidos en la patogénesis de enfermedades relacionadas con la
obesidad esta bien establecida (Ghigliotti et al. 2014). La inflamacion en adipocitos, a su vez, es
un importante motor de la inflamacién sistémica que vincula la obesidad con las enfermedades

cardiovasculares.

Para entender las funciones inflamatorias del tejido adiposo, es necesario reconocer que
éste, ademas de contener adipocitos, se encuentra integrado por diferentes tipos celulares, como
macroéfagos, preadipocitos, fibroblastos, linfocitos (al parecer pudiesen ser los encargados de la
respuesta inflamatoria del tejido adiposo). Los macréfagos juegan un papel fundamental en la
inflamacién, tanto dentro del tejido adiposo como a nivel sistémico; sin embargo, los adipocitos

también han demostrado funciones inflamatorias por si mismos. Los adipocitos son sensibles a



diversos agentes infecciosos (similar a lo que presentan los macrdéfagos). Esta sensibilidad esta
mediada por los receptores tipo Toll (TLRs), que pueden ser activados por lipopolisacaridos, asi
como por mediadores inflamatorios que provienen de la circulacién, como el TNFa, IL-18, IL-4, IL-

6, IL-11 (Nishimura, Manabe, and Nagai 2009).

Se han reportado niveles alterados de citocinas inflamatorias circulantes en adultos con
sobrepeso y obesidad, dentro de las cuales se encuentran a TNFa, IL-6 o la proteina C — reactiva.
Este tipo de eventos se han relacionado con el desarrollo concomitante de resistencia a la
insulina, trastornos metabdlicos y el aumento del riesgo cardiovascular observado en la obesidad.
Se ha demostrado que el contenido de grasa corporal se correlaciona positivamente con los
niveles séricos de proteinas inflamatorias, ademas es interesante observar que los marcadores
de obesidad abdominal (por ejemplo, circunferencia de cintura) parecen estar mas fuertemente
asociados con marcadores inflamatorios que el IMC o la grasa corporal total, indicando un mayor

impacto de la obesidad sobre la inflamaciéon (de Heredia, Gdmez-Martinez, and Marcos 2012).

Estas relaciones de obesidad-inflamacién también se han descrito para individuos sanos.
Por ejemplo, Hermsdorff et al., analizaron las asociaciones entre marcadores proinflamatorios y
marcadores para grasa total y central, observaron que los indices como circunferencia de cintura
y relaciéon cintura-cadera estaban asociados con un aumento en proteina C-reactiva, IL-6 y
proteina de unién a retinol, mientras que el porcentaje total de grasa corporal se correlacioné
sélo con IL-6 (Hermsdorff et al. 2011). Del mismo modo, Lapice et al, mostraron una relacion
positiva entre la proteina C-reactiva y la grasa abdominal en sujetos sanos no obesos. Estas

observaciones concuerdan con la hipdtesis que el tejido adiposo visceral tiene un
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comportamiento perjudicial sobre el tejido adiposo subcutaneo en los trastornos de salud

asociados con la obesidad (Lapice et al. 2009).

Como se menciond anteriormente, los adipocitos secretan un gran nimero de moléculas
bioactivas de diferente naturaleza, denominadas colectivamente adipocinas, muchas de las
cuales tienen acciones inmunomoduladoras, como es el caso de leptina y adiponectina, dos de
las adipocinas mas importantes (de Heredia, Gdmez-Martinez, and Marcos 2012). La leptina
puede regular la funcién inmune a varios niveles: estimula la proliferacién de monocitos y la
diferenciacién en macréfagos, modula la activacion de linfocitos natural killer (NKT) o induce la
produccién de citocinas proinflamatorias como TNFa, IL- 6 o IL-12 (Tilg and Moschen 2006). En
modelos animales, la ausencia de accién de leptina se ha asociado con una funcién inmune
defectuosa. La leptina actia como sensor del estado de las reservas de energia en el cuerpo, y
cuando estas reservas se descompensan, la leptina actla sobre el sistema nervioso central
estimulando la saciedad y el gasto de energia. Por lo tanto, los niveles circulantes de leptina
aumentan junto con la masa de grasa corporal. Sin embargo, es bien sabido que, en la mayoria
de los casos, la obesidad se acompana de una respuesta anormal a la accién de la leptina, y esto
conduce a una situacidn de resistencia a la leptina e hiperleptinemia compensatoria, con posibles
consecuencias sobre la activacién de las células inmunes (de Heredia, Gémez-Martinez, and

Marcos 2012).

Por otro lado, la adiponectina, una hormona antiinflamatoria y sensibilizadora de la
insulina, ejerce acciones opuestas a la leptina. Inhibe la actividad fagocitica y la produccién de
TNFa en macrdéfagos, la diferenciacion de precursores de monocitos, la sintesis de moléculas de

adhesiéon endotelial y la formacion de células espumosas (Koerner, Kratzsch, and Kiess 2005).
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Ademads, estimula la liberacién de interleucinas antiinflamatorias, como IL-10 o el agonista del
receptor de IL-1. Ademads, a diferencia de la leptina, las concentraciones de adiponectina se
correlacionan inversamente con el peso corporal. Por lo tanto, los cambios en los niveles de las
dos adipocinas principales pueden contribuir al inicio y mantenimiento de la inflamacion
sistémica presente en la obesidad siendo un riesgo para desarrollar enfermedades

cardiovasculares (de Heredia, Gmez-Martinez, and Marcos 2012).

1.5 Estructura de los vasos sanguineos

Las arterias son las encargadas de llevar la sangre desde el corazén a los érganos,
transportando el oxigeno y los nutrientes. Las arterias tienen paredes gruesas y ligeramente
eldsticas para soportar la presion. El musculo liso les permite contraerse y dilatarse para controlar
la presion arterial y la cantidad de sangre que llega a los drganos. Su estructura es repetitiva y
consiste en la disposicidn concéntrica de tres capas llamadas tunicas las cuales presentan

diferentes tipos de tejido.

1.5.1 Tunica Intima

La tunica intima es la capa mas interna de una arteria. Estd compuesta por una capa de
células endoteliales y estd sostenida por la membrana elastica interna. Las células endoteliales

estan en contacto directo con el flujo sanguineo (Godo & Shimokawa, 2017).

El endotelio no expresa sus funciones de manera homogénea ya que existe una
heterogeneidad que depende del tipo de vaso y del territorio en el que se encuentre. Asi, por
ejemplo, la permeabilidad es especialmente importante en los endotelios capilares y su

intensidad esta restringida por el tipo de endotelio. Pero el endotelio vascular no es simplemente
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una barrera que separa la sangre de la pared vascular, sino también un importante érgano que
estd implicado en numerosas actividades por su capacidad de modificar su funcionalidad y regular
la sintesis de diversos factores, en respuesta a cambios humorales, quimicos o mecdnicos en la

sangre o en las células sanguineas (Godo and Shimokawa 2017).

El endotelio participa en diversas funciones entre las que destacan, las siguientes:

¢ El mantenimiento del tono vascular y, por tanto, de la presion arterial, mediante la

liberacion de sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras (Godo & Shimokawa, 2017).

e La capacidad de expresar moléculas de adhesion que a su vez controlan el reclutamiento
de leucocitos al subendotelio, donde seran activados participando en el proceso inflamatorio

(Godo & Shimokawa, 2017).

e La creacidon de una superficie no trombogénica por la presencia de cargas eléctricas

negativas y por la sintesis de inhibidores de la agregacién plaquetaria (Godo & Shimokawa, 2017).

1.5.2. Tunica Media

Formada por fibras musculares lisas de disposicién circular. Dependiendo del tipo de
arteria puede tener una constitucidén mayoritaria de fibras eldsticas. Entre las fibras musculares
hay cantidades variables de fibras colagenas, eldsticas y sustancia fundamental amorfa
(proteoglucanos). En la parte mas cercana a la adventicia puede haber una concentracion bien

definida de fibras eldsticas que se denomina ldmina eldstica externa (Lazaro-Suarez et al., 2011).
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1.5.3. Tunica Adventicia

Es la envoltura mas externa de la arteria y estd formada por tejido conectivo fibroelastico
donde la mayor parte de las fibras discurren paralelas al eje mayor del vaso. En su parte mas
externa, la adventicia se mezcla con el tejido conectivo que envuelve al érgano. En la tunica
adventicia de los grandes vasos hay vasos sanguineos mas pequefios que le proporcionan a esta
tunica y a la media el aporte de nutrientes, ya que no es posible ser nutridas por difusién a partir
de la luz. A estos vasos pequeiios se les denomina vasa vasorum. En la adventicia también se
puede observar la presencia nervios y ademas, estd en contacto con el tejido adiposo perivascular

(Kattoor et al. 2017).

1.6. Tejido Adiposo Perivascular

La mayoria de los vasos sanguineos estdn rodeados por tejido adiposo, denominado tejido
adiposo perivascular (PVAT). El PVAT es un conjunto de diversos tipos celulares, incluyendo
adipocitos, preadipocitos y células madre mesenquimales, embebidas en una matriz con
microvasos (Eringa, Bakker, and van Hinsbergh 2012). En los seres humanos, el PVAT se encuentra
en contacto directo con la tunica adventicia (capa mas externa en los vasos sanguineos) de la
mayoria de las grandes arterias de conduccidn en el cuerpo, con la excepcién de la vasculatura

cerebral, y algunas capas microvasculares como el mesenterio (Omar et al. 2014).

El tipo y la cantidad de tejido adiposo es variable de unos lechos vasculares a otros. Por
ejemplo, el tejido adiposo mesentérico es blanco, abundante, con poca vascularizacidon y poca
actividad metabdlica. Al ser un tejido de depdsito, su cantidad se modifica en funcién del estado

nutricional del individuo. Por otro lado, el tejido adiposo periadrtico es principalmente marrén,
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escaso, con un metabolismo muy activo, un gran nimero de mitocondrias y una rica inervacion.
Ademads, se han descrito diferencias histoldgicas entre los adipocitos periadrticos y los adipocitos
perivasculares mesentéricos, estos ultimos con un diametro 4 veces superior (40 frente a 9mm)

(Galvez-Prieto et al. 2008).

Los adipocitos de tejido perivascular en humanos (en arterias coronarias) exhiben una
apariencia, expresién génica y un patrén histoldgico mas acorde con adipocitos blancos en lugar
de adipocitos marrones (Chatterjee et al. 2009) (Chatterjee et al. 2013). Sin embargo, en
comparacion con los adipocitos subcutaneos y perirrenales derivados de los mismos sujetos,
estos adipocitos perivasculares (PV) son de menor tamafio, menos eficientes en el
almacenamiento de lipidos y expresan niveles mas bajos de genes especificos de adipocitos, lo
gue podria indicar un estado reducido de la diferenciacién adipogénica (Chatterjee et al. 2009).
Por el contrario, estudios in vitro de adipocitos PV diferenciados de arterias humanas son mas
grandes en tamanfio y exhiben una alta capacidad para formar cuerpos lipidicos (almacenamiento
de lipidos), lo que sugiere que el origen y/o la diferenciacién de los adipocitos PV es variable

dependiendo del lecho vascular (Rittig et al. 2012).

En un principio, la mayor parte de los estudios relacionados con la fisiopatologia vascular
se centraban en la funcionalidad de la capa muscular y la funcién endotelial, caracterizando las
diferentes sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras que modificaban el tono vascular, asi
como sus tipos y subtipos de receptores. Sin embargo, hasta hace pocos afios, el PVAT se habia
considerado como un mero soporte estructural para el vaso y una reserva de energia.
Actualmente, se conoce que en condiciones normales el PVAT puede disminuir la respuesta

contrdctil inducida por noradrenalina, debido a la liberacién de numerosas adipocinas hacia las
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otras capas del vaso sanguineo. Por este motivo es interesante el papel que cumple el PVAT sobre

la vasculatura (Gil-Ortega et al. 2008).

1.6.1 PVAT y la vasculatura

La funcidn del PVAT, ademas de dar soporte estructural y ser una reserva de energia, es
liberar numerosas moléculas bioldgicamente activas promoviendo la comunicacién paracrina
entre PVAT y la vasculatura asociada, debido a la ausencia de una capa que separe ambos tejidos.
Los adipocitos del PVAT también pueden infiltrarse en la tlnica adventicia para facilitar sus
efectos sobre la inflamacién local y el tono vascular (Chatterjee et al. 2009). Se ha demostrado
gue el PVAT modula la contractilidad vascular a través de la liberacion paracrina de varios factores

incluyendo la adiponectina (Lohn et al. 2002) (Lynch et al. 2013).

La adiponectina produce un efecto de vasodilatacién por medio de dos mecanismos
diferentes: a) el primero es por la produccidn de éxido nitrico (NO) por la fosforilacidn de la éxido
nitrico sintasa endotelial (eNOS) y b) la activacidon de canales de K (Fésus et al. 2007). Ademas,
esta molécula tiene un papel protector sobre la funcidn endotelial mediante la inhibicién de Ia
sintesis de citocinas inflamatorias. Por otra parte, la adiponectina cuenta con otros efectos
benéficos sobre la vasculatura: a) aumenta la sensibilidad a insulina; b) estimula la oxidacion de

acidos grasos (AG), c) inhibe las respuestas inflamatorias, etc. (Gil-Ortega et al. 2008).

Otro de los factores vasoactivos que puede liberar el PVAT es la leptina, una hormona que
se sintetiza principalmente en el tejido adiposo. La leptina cumple un papel importante en la
regulacién del tono vascular con efectos contrapuestos. Por una parte, produce un efecto

vasodilatador directo, dependiente de endotelio y mediado a través de mecanismos diferentes,
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en funcién del tipo de lecho vascular. En arterias de conduccidn, como la aorta de rata, la leptina
induce la sintesis endotelial de éxido nitrico provocando un efecto vasorrelajante (Vecchione et
al. 2002). En cambio, en arterias de resistencia, como las arterias mesentéricas, la leptina induce

vasodilatacién mediada por el factor hiperpolarizante derivado de endotelio (Lembo et al. 2000).

En relacidn con esto se encuentra el éxido nitrico, que ademas de liberarse en el ambito
vascular, también puede liberarse por el tejido adiposo blanco. Las enzimas encargadas de la
formacién de NO en el tejido adiposo son la eNOS, presente en las membranas de los adipocitos,
y la iNOS (inducible), localizada en el citoplasma (Engeli et al. 2004). El NO liberado por el PVAT
desempeiia un papel importante en el metabolismo de este tejido haciendo interesante su

relacién con otras biomoléculas.

Actualmente, son varios los estudios que demuestran que el desarrollo de obesidad, tanto
en modelos animales, como en humanos, estd acompaiiado de un incremento significativo en la
cantidad de PVAT provocando hipertrofia de adipocitos. Asimismo, este tejido adiposo tiene la
capacidad de liberar una amplia variedad de citocinas inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-8, el TNFa,
o MCP-1, entre otras. Estas citocinas no sélo parecen estar implicadas en el proceso inflamatorio
caracteristico de la obesidad, sino que también estdn relacionadas con el desarrollo de disfuncion
endotelial y de resistencia a insulina asociada a la obesidad (Gil-Ortega et al. 2008). Por lo tanto,
la idea de que este tejido contribuye localmente al desarrollo de enfermedades cardiovasculares
es una hipétesis que ha surgido desde hace algunos afios, aunque hay varios estudios al respecto,
los mecanismos son poco claros y se requiere de mas estudios al respecto (Eringa, Bakker, and

van Hinsbergh 2012).
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2. ANTECEDENTES

Desde hace varios afios se ha documentado la estrecha relacidon que existe entre la
obesidad y los niveles elevados de la hormona TSH (Eke et al., 2013; Yaturu et al., 2004; Zhang et
al.,, 2006). En algunos estudios de adultos eutiroideos con obesidad, la alta adiposidad se ha
relacionado con aumento de TSH vy triyodotironina libre o total; sin embargo, la T4 libre se

encontraba levemente disminuida (Nannipieri et al. 2009).

En relacién con estos antecedentes, se ha encontrado que el receptor a TSH (TSHR) se
encuentra presente en adipocitos, y su expresion en el tejido adiposo visceral de ratones obesos
se encuentra aumentada en comparacidon con los ratones de peso normal (Lu et al. 2012).
Ademads, este aumento en la expresién de TSHR esta relacionado con la diferenciacién de los
preadipocitos (Haraguchi et al., 1996; Valyasevi et al., 2002); ya que en experimentos donde
estimularon células madre embrionarias de ratdén con TSH se observé que la activacion del TSHR

produce un aumento en la adipogénesis (Petersen et al., 2008).

A pesar de los antecedentes que demuestran que la TSH puede jugar un papel importante
en la génesis de la obesidad, también hay reportes en la literatura en los que no han encontrado
una asociaciéon entre las medidas de adiposidad y los niveles de TSH, T3 o T4 libre (Soriguer et al.
2011; Krause et al. 2016). Debido a estas discrepancias en los resultados, en los ultimos afios se
ha puesto un mayor énfasis en el estudio de los efectos de la TSH como un posible mediador de
inflamacién, debido a su capacidad de inducir la liberacidn de citocinas proinflamatorias. Ya que
la obesidad se caracteriza por la presencia de un estado inflamatorio sistémico crénico de bajo

grado, en el cual se observa un desequilibrio en la sintesis de citocinas, un incremento en las
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concentraciones de proteinas de fase aguda y otros mediadores inflamatorios, ademas de Ia
activacion de varias vias de la respuesta inmune (Hotamisligil et al., 1995; Shemesh et al., 2007).
Al respecto, se ha reportado que la activacion de TSHR en adipocitos ademds de regular su
diferenciacién, también estimula la sintesis y liberacién de MCP-1, resistina e IL-6 (Lu et al. 2012).
Por otra parte, estudios llevados a cabo en cohortes de pacientes con hipotiroidismo han
relacionado los altos niveles de TSH con un aumento en la concentracion plasmatica de citocinas
proinflamatorias como TNFa, IL-1B, IL-6, y otras proteinas como resistina y leptina, (Eke et al.,
2013; Yaturu et al.,, 2004). La presencia de este proceso inflamatorio se ha relacionado con
cambios a nivel vascular que puede desencadenar la presencia de disfuncidon endotelial y
aterosclerosis (Taddei et al., 2006; Turemen et al., 2011), las cuales son el primer paso para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, padecimiento que ocupa el primer lugar de
mortalidad a nivel mundial (Shemesh et al., 2007). En este sentido, se reportd que niveles
elevados de TSH (>10mUI/mL) se asocian con el desarrollo de enfermedad coronaria y muerte
por este padecimiento en una cohorte de pacientes con hipotiroidismo (Rotondi et al., 2010). Por
lo que se ha sugerido que los niveles altos de TSH pudieran ser un marcador de riesgo para el
desarrollo de enfermedad cardiovascular (Rotondi et al., 2010). Sin embargo, el efecto de TSH
sobre la vasculatura esta poco estudiado. Recientemente, se ha descrito la presencia del TSHR en
células endoteliales (HUVEC) y su activacion produce disminucion en la expresion de los factores
relajantes como el 6xido nitrico (NO) y prostaciclina (PGI2, mientras que aumenta el factor
contractil endotelina 1 (ET-1) y la molécula de adhesién intracelular 1 (ICAM1), de manera similar

a como ocurre en la disfuncion endotelial (Tian et al. 2014a).
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A pesar de existir varios antecedentes de la presencia del TSHR en el tejido adiposo visceral
y subcutaneo, asi como su papel en la sintesis de citocinas proinflamatorias en estos tejidos, hasta
la fecha se desconoce su presencia e importancia fisioldgica y/o patoldgica en el PVAT. El cual ha
sido descrito como un tejido que participa de manera importante en la regulacién del tono
vascular debido a su cercania estructural con los vasos y a su capacidad de liberar sustancias
vasoactivas (Lu et al. 2012). Por lo que en este trabajo se propone estudiar si el PVAT expresa al
TSHR, asi como determinar si su activacién se relaciona con cambios en la funcién vascular que

se observan en la obesidad.
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3. JUSTIFICACION.

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, en todo el mundo la obesidad casi se
ha duplicado desde 1980. Esto se debe a profundos cambios en la disponibilidad, calidad, cantidad
y fuente de alimentos que se consumen en muchos paises, combinado con una disminucién en
los niveles de actividad fisica entre la poblacién (OMS, 2016). En el caso especifico de México, la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2016 indica que los niveles actuales de
sobrepeso y obesidad en la poblacién mexicana representan una amenaza para nuestro sistema
de salud. Una de las causas es su asociacidén con las enfermedades no transmisibles y los altos
costos que conlleva darle seguimiento a estas enfermedades. Las enfermedades no transmisibles
con mayor prevalencia e incidencia son la diabetes mellitus, los tumores malignos y las

enfermedades cardiovasculares (ENSANUT, 2016).

De acuerdo con estos antecedentes resulta de gran importancia estudiar los mecanismos
celulares y moleculares que se desarrollan en el PVAT para tratar de comprender los procesos
degenerativos que la obesidad podria causar sobre el tono vascular. En especial queremos saber
si existe un efecto pro inflamatorio causado por la activacién del TSHR en el PVAT debido a una
dieta de cafeteria, y a su vez los efectos que puede desarrollar el PVAT sobre la regulacién del
tono vascular y la expresién de citocinas proinflamatorias que, junto con la disfuncién endotelial,

son el primer paso para el desarrollo de aterosclerosis.
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4. HIPOTESIS

El TSHR estd presente en el PVAT de ratas obesas y su activacién se relaciona con un aumento en

la expresidn de citocinas proinflamatorias y cambios con el tono vascular de la aorta.
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5. OBJETIVOS DEL PROYECTO

Objetivo general:

e Determinar la presencia del TSHR en el tejido adiposo periadrtico y su relaciéon con Ia

expresion de citocinas proinflamatorias en la modulaciéon del tono vascular.

Objetivos particulares:

e Identificar la presencia de TSHR en el tejido adiposo periadrtico de ratas.

e Determinar los cambios en la expresion de TSHR del tejido adiposo periadrtico de ratas
con obesidad inducida por una dieta de cafeteria.

e Determinar los cambios en el tono vascular de la aorta producidos por la activacién de los
TSHR.

e Determinar cambios en la expresién de citocinas (TNFa, IL-6, IL-1B, leptina y adiponectina)
del tejido adiposo periadrtico de ratas con obesidad inducida por dieta de cafeteria.

e Determinar cambios en la sintesis de IL-6 y TNFa del PVAT y la aorta causados por la

activacion de los TSHR.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Animales y condiciones de experimentacion

Se utilizaron 21 ratas Sprague Dawley machos de 2 meses de edad obtenidas del bioterio

del Hospital de Especialidades del CMN SXXI, las cuales se dividieron en 3 grupos:

Grupo 1. Control (7 ratas). Ratas de 2 meses con dieta estandar. En este grupo se hicieron
las determinaciones basales de los pardmetros a medir. Se midié el consumo de alimento
y laingesta de agua semanalmente.

Grupo 2. Dieta de cafeteria (7 ratas). La dieta de cafeteria (CAF) se refiere a la alimentacién
basada en una variedad de alimentos comerciales. La mayor parte de los elementos
seleccionados son altos en grasa y azucar, asi como hipercaldricos, en comparacién con el
alimento estandar. Tipicamente, este régimen conduce a hiperfagia, un aumento en la
ingesta de energia y obesidad (Shafat, Murray, and Rumsey 2009; Sampey et al. 2011a).
Para este trabajo, nos basamos en las condiciones reportadas Shafat y colaboradores
(2011). La lista de alimentos junto con el contenido energético se encuentra en la seccién
de anexos.

Grupo 3*. Dieta fructosa (7 ratas), ratas de 2 meses de edad con dieta estandar. Se agregd
fructosa al 10% disuelta en agua. Se midi6 el consumo de alimento y la ingesta de agua

diariamente.

Todos los grupos tuvieron libre acceso a alimento estandar (Formulab Chow 5008, Purina). Se

midid el consumo de alimento diariamente, asi como su peso corporal semanalmente.
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Posteriormente se calculé el aumento de peso corporal correspondiente. La dieta se administré
durante 15 semanas, ajustando semanalmente la cantidad de alimento suministrado cuando fue

necesario, de acuerdo con la ganancia de peso y la ingesta de los animales.

Durante todo el tiempo los animales estuvieron en condiciones controladas de
temperatura, humedad y periodos de luz/oscuridad (12/12). En cajas de acrilico con cama limpia
y estéril, de acuerdo a lo que especifica en la norma oficial mexicana NOM-062-Z00 para el

manejo y cuidado de animales de laboratorio.

6.3. Diseccion

Al término de las 15 semanas de dieta, los animales se sacrificaron anestesidandolos con
pentobarbital sédico (30-50 mg/Kg de peso corporal) por via intraperitoneal (I.P.). Se recolecté la
sangre total mediante puncién cardiaca, en un tubo morado que contenia EDTA como
anticoagulante y uno rojo sin anticoagulante para la obtencién de plasma y suero,
respectivamente. Posteriormente se extrajo la arteria aorta junto con el tejido adiposo
periadrtico. Se colocd en una solucidn salina amortiguadora de fosfatos (PBS) en frio y se corto
en fragmentos que fueron guardados en Tripure® para la extraccion de RNA o en medio de cultivo

(DMEM) para las pruebas preliminares de incubacién con TSH segun fuera el caso.

6.4. Concentraciones de TSH por medio de ELISA

Se realizd la cuantificacidon sérica de TSH, por medio del kit de ELISA para murinos
(ABNOVA). Para lo cual se utilizé el suero obtenido por puncién cardiaca. Este método se basa en
el principio de un ensayo inmunoabsorbente en fase sdlida con enzima conjugada, es una ELISA

tipo sdndwich directa.
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Los reactivos se mantuvieron a temperatura ambiente antes de comenzar. Los estadndares
se encontraban liofilizados, asi que se reconstituyeron con 1 mL de standard/simple diluent, una
vez reconstituido se guardaron a -20 °C hasta su uso. Por otra parte, la solucién amortiguadora
de lavado se diluyé con agua destilada 1 parte con 19 partes de agua (es estable de 1 a 3 meses a

4-8 °C).

Se dividio la placa en tres partes, una para la curva estandar (100 pL por estandar: 0O, 1,
2.5, 5, 10, 25 ng/mL), otra para los controles de calidad (100 pL de cada uno QC1 1.5-2 ng/mLy
QC2 4-5 ng/mL) y la ultima para las muestras (100 pL suero por muestra). Se agregaron 100 pL de
la enzima conjugada a cada pozo y se agito la placa por 30 s, posteriormente, se incubé a 37 °C
en bafio Maria por 3 horas en una bolsa sellada. Se removidé la mezcla de incubaciéon por
decantacién de la placa en un contenedor, se enjuagaron y decantaron los pozos cinco veces con
la soluciéon amortiguadora de lavado. Se agitd la placa rapidamente en un papel absorbente hasta
remover todas las gotas. Por ultimo, se agregaron 100 uL de TMB (3,3’,5,5’-Tetrametilbencidina)
en cada pozo y agité 10 s e incubd durante 20 min a temperatura ambiente. Para detener la
reaccion se adicionaron 50 pL de la solucién stop (HCI 2N) en cada pozo, luego se agit6 por 30 s,
y se observé el cambio de color azul a amarillo. Se tomd la lectura a una densidad dptica de 450

nm.

6.5. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA se realizé homogenizando el PVAT que se obtuvo de la aortaen 1
mL de Tripure® (ROCHE) a 4 °C. Después se adicionaron 200 pL de cloroformo, se agité 15 sy se

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

Ambion).

La integridad del RNA se verifico corriendo las muestras en un gel de agarosa al 1.5% en
condiciones desnaturalizantes. En el transiluminador Gel Doc 2000 Bio Rad se observaron las
bandas pertenecientes a la subunidad mayor y menor del RNA ribosomal 28s y 18s
respectivamente. Para determinar la concentracién y pureza del RNA se colocaron 2 uL de
muestra en el espectrofotdmetro Epoch, el cual realiza lecturas a diferentes longitudes de onda:
260 nm, 280 nm y 320 nm en los que determina la concentracién de RNA, proteinas y
contaminacién con disolventes, respectivamente. Conjuntamente, se evalué la relaciéon 260/280

la cual se encontré entre 1.8-2 para considerarla una muestra de buena calidad.

Posteriormente, a 1 ug de RNA total se le adiciond 1uL del amortiguador de reaccién con
MgCl2 10x, 1uL de DNasa I, RNasa-free (HEN0521) y agua libre de nucleasas suficiente para 10uL
de volumen total de reaccién, este paso se realizé a 4 °C. Posteriormente se incubd a 37 °C por
30 min, al terminar la incubacion se adicioné 1 uL de EDTA 50 mM, el cual es un agente quelante
y detuvo la reaccidn. El RNA se encontraba listo para utilizarse en la reaccién de transcriptasa

reversa.
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Para la reaccién de la transcriptasa reversa se usdé 1lug del RNA total, teniendo en
consideracién que 1 unidad a 260 nm equivale a 40 g de RNA. Para la obtencion de cDNA se utilizé
el kit ImProm Il Reverse Transcription System (Promega), que utiliza la enzima transcriptasa
reversa en presencia de los cebadores oligo(dT) que hibridan con el mRNA y random primers que
se unen aleatoriamente al RNA. La reaccion se llevd a cabo con una primera incubacién a 25°C
por 15 min, después se dejé durante 55 min a 42°C, para detener la reaccidn se elevd la

temperatura a 70°C durante 15 min y por ultimo las muestras se enfriaron a 4°C por 5 min.

6.6. PCR-Tiempo Real

Se tomd 1 ul del cDNA para la reaccion en cadena de la polimerasa que se realizé con el
kit DNA master plus SYBR Green 1 (Roche) que contiene la enzima Fast Start. Se utilizé el equipo
7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Byosistems), para lo cual se usé el cebador especifico
para el gen a estudiar “receptor a TSH” (TSHR) ademds de las adipocinas TNFa, IL-1B,
adiponectina, leptina y la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1) (las secuencias de los
cebadores se muestran en la seccidon de anexos). La deteccidn se realizé midiendo la fluorescencia
generada por el compuesto SYBR Green, al intercalarse en las cadenas de DNA. Como gen de
referencia en cada experimento se utilizé el gen B-actina. Para el PCR se utilizé el programa de
amplificacién para SYBR Green que consiste en un periodo de 10 min a 95°C para la pre-
incubacién de la enzima y desnaturalizacidn del DNA, posteriormente se llevé a cabo un programa
de 35 a 40 ciclos, cada uno de los cuales se consituyd de una fase de alineamiento a 61°C por 7s,

seguido de la amplificacién a 72°C por 10s.
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Para verificar la amplificacién especifica de los cebadores, se determind la temperatura de
fusion Tm (melting), la cual consiste en el seguimiento de desnaturalizacion de los cebadores
mediante el incremento gradual de la temperatura hasta que se observa la pérdida de la

fluorescencia.

Los cambios en la expresion del mRNA entre los diferentes grupos se determinaron con el

método de AACT de acuerdo a la siguiente férmula:

AACt= (Gen de interss — G€N referencia) - (Gen de interés —G€N re-‘erencia)
Grupo experimental Grupo control

6.7. Concentraciones de Citocinas

Al finalizar el tratamiento con dieta CAF los animales se sacrificaron anestesiandolos con
pentobarbital sddico via intraperitoneal (I.P.) con una dosis de 30-50 mg/Kg. A partir de esta
muestra, se realizd la diseccion de la aorta y el PVAT. En seguida, los tejidos se incubaron por
separado en una placa de cultivo con medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Gibco)
y posteriormente se dividieron para agregar diferentes concentraciones de TSH a diferentes

tiempos (Antunes et al. 2008). Quedando de la siguiente manera:

Aorta:

- TSHa 10 mUI/mL por 1 hora, 3 horas y 6 horas.

- TSH a 100 mUl/mL por 6 horas.

PVAT:

- TSHa 10mUl/mL por 1 hora, 3 horas, 6 horas y 24 horas.
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- TSH a 100mUl/mL por 1 hora, 3 horas, 6 horas y 24 horas.

Los tejidos se incubaron a 37 °C con atmdsfera de 5% de CO2 en placas de cultivo con medio
DMEM, con TSH en las concentraciones y tiempos que se indican anteriormente. Terminadas las
incubaciones con los diferentes tiempos se recuperaron los sobrenadantes del medio en tubos

eppendorf de 1.5mL y los tejidos se pesaron.

A partir de los sobrenadantes se midieron los niveles de citocinas TNFa e IL-6 para cada
tejido (aorta y PVAT) de cada una de las ratas de los diferentes grupos. Las concentraciones de
citocinas se cuantificaron por el método de ensayo Luminex, con estuche comercial de Procarta
Plex Mix&Match Rat 2-plex (IL-6 y TNFa) (Affymetrix); siguiendo el procedimiento descrito en la

hoja técnica.

6.8. Experimentos de tono vascular.

Para evaluar los cambios vasculares producidos por TSH se utilizaron seis ratas macho
Sprague Dawley de la misma edad que el grupo control alimentado con dieta estandar. Se
sacrificaron con pentobarbital sédico y se disecé la arteria aorta toracica y se cortd en anillos de
aproximadamente 5 mm de longitud. Se obtuvieron anillos con y sin PVAT en presencia o ausencia
de endotelio. El PVAT se retiré cuidadosamente con tijeras, mientras que el endotelio se removid
mecanicamente frotando la luz arterial con un estilete rugoso. Los anillos se montaron en cdmaras
para tejido aislado conteniendo 10 mL de solucidn Krebs-Ringer bicarbonato pH 7.4 a 37 °Cy con
oxigenacion constante (95%:5% de 02:C02). Los anillos estuvieron sujetos por un extremo a la
base de la cdmaray por el otro a un transductor de tensidn isométrica que a su vez esta acoplado

a un sistema computarizado de registro Biopac. Se dio una tensién inicial de 3 g a partir de la cual
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los anillos se pudieron contraer o relajar. Para estabilizar el tejido, se realizaron contracciones con
una concentracién submaxima de fenilefrina (10° M) cada 30 min por tres ocasiones. La
integridad del endotelio se verificé por su capacidad relajante a Acetilcolina (10° M) en la tercera
contraccion con fenilefrina. Después de un periodo de recuperacién de 30 min se realizé una
curva de contraccion a fenilefrina (10° a 10° M). Posteriormente se dejé un periodo de
recuperacién de aproximadamente una hora realizando el lavado del tejido para regresar al

estado basal y realizar una segunda curva de contraccién (10° a 10° M) en presencia de TSH.

Los anillos se incubaron con diferentes concentraciones de TSH (0.1, 1 y 10mUl/mL)
durante 30 min, antes de la realizacidn de la segunda curva concentracidn-respuesta a fenilefrina.
Durante el tiempo de incubacidn se registraron los cambios en la contraccidon que pudieran

producir las diferentes concentraciones de TSH utilizadas.

6.9 Andlisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + desviacién estdndar. Se utilizé un
analisis de varianza (ANOVA) o t-student, dependiente del nimero de grupos, para determinar
diferencias significativas entre los grupos con respecto al control, utilizando como prueba

complementaria la prueba Dunnett, segun la distribucion de los datos con una p < 0.05.
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7. RESULTADOS

Peso Corporal y Consumo Energético.

Se cuantificé el peso corporal en el grupo Control y los grupos experimentales (CAF y

Fructosa) semanalmente (Figura 1). Ademds, conforme a la informacion nutrimental en las

etiquetas del alimento estandar y la dieta CAF (diversos productos comerciales) se calculé el

consumo semanal de calorias, carbohidratos, grasa y proteina de los tres grupos (Figura 2, 3,4y

5 respectivamente) durante las 15 semanas del tratamiento.

750+
700+
650+
600+
550+
500+
450+
400
350+

g)

(

Peso Corpora

Aumento de Peso Corporal

300
Q

1000+
800+

600+

Calorias

400+

200+

NY D KH0A DIDINIDOND
Semana

Calorias por Semana

| | | | | | | | | |
NS KD O0A DN IO
Semana

- CAF
—+— Fructosa
- Controles

Figura 1.- Peso Corporal de los 3 grupos
(Control, Fructosa y CAF). Se muestra la
ganancia de peso corporal (en gramos) de los
diferentes grupos durante las 15 semanas de
tratamiento. *Diferencia significativa con
respecto al control (p<0.05).

—— CAF
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Figura 2.- Consumo de Calorias Semanal. Se
muestra el consumo de calorias de los
diferentes grupos durante las 15 semanas de
tratamiento. Media +/- D.E. *Diferencia
significativa con respecto al control (p<0.05)
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muestra el consumo de carbohidratos (gramos) de los
diferentes grupos durante las 15 semanas de tratamiento.
Media +/- D.E. *Diferencia significativa con respecto al
control (p<0.05)
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Figura 4.- Consumo de Grasa Semanal. Se muestra el
consumo de grasa (gramos) de los diferentes grupos
durante las 15 semanas de tratamiento. Media +/-
D.E. *Diferencia significativa con respecto al control
(p<0.05)
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Figura 5.- Consumo de Proteina Semanal. Se muestra
el consumo de proteina (gramos) de los diferentes
grupos durante las 15 semanas de tratamiento. Media
+/- D.E. *Diferencia significativa con respecto al control
(p<0.05)
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Se realizé el calculo semanal de las calorias consumidas para asegurar que la dieta de

cafeteria fuera hipercaldrica (Figura 2). Se encontré diferencia significativa desde la primera

semana hasta las 15 semanas en la dieta de cafeteria, lo que indica que esta dieta de cafeteria es

hipercaldrica con respecto a la dieta estandar del grupo control. Ademas, se organizaron los datos

por grupo nutrimental, en carbohidratos, grasa y proteina consumidos por semana en los cuales
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también se encontré diferencia significativa desde las primeras semanas excepto carbohidratos

los cuales se mantuvieron casi de la misma manera que el grupo control (Figuras 3 a 5).

Andlisis Bioquimicos.

Se evaluaron los pardmetros bioquimicos como el perfil lipidico (HDL vy triglicéridos), glucosa y
colesterol total (Tabla 1). N o se encontraron cambios significativos en ningin parametro de Dieta
de Cafeteria. En relacién al grupo Fructosa se encontré una disminucion en Colesterol total y HDL.
Probablemente es necesario que el tiempo de consumo de alimentos hipercaléricos sea mas

prolongado para encontrar alterados estos parametros.

Tabla 1.- Parametros Bioquimicos. M+/- D.E. Evaluados
a las 15 semanas

Parametro/Grupo Control Fructosa Cafeteria
Glucosa (mg/dL) 165.38+14.37 |{171.83+12.55(/164.03 £12.28
TG (mg/dL) 92.00£22.19 113.1+£9.25 |102.23 £ 31.37
Colesterol Total

(mg/dL) 67.35+6.15 52.03 +1.43* 63.5+x4.41
HDL (mg/dL) 52.83 £4.06 38.73+0.86* | 41.34+6.41

Concentracion Sérica de TSH (ELISA)

Ademas de los objetivos de este proyecto, se determiné sila obesidad inducida por la dieta
de cafeteria tenia consecuencias en el aumento de la TSH sérica, para lo cual se utilizd una prueba
de ELISA. Los resultados muestran que los niveles de TSH tienen una mediana de 2.17-2.46 ng/mL
y de 2.13-4.30 ng/mL en el grupo control y de cafeteria respectivamente. A pesar de que se

observa aumento en los niveles de TSH por la dieta de cafeteria, este cambio no es
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estadisticamente significativo. Sin embargo, hay una tendencia al aumento de la hormona en los

grupos experimentales.
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PCR-Tiempo Real

Para el analisis de la expresidn del receptor a TSH se utilizaron como controles positivos
diferentes tejidos del grupo control de acuerdo con el trabajo realizado por Regard y
colaboradores (Regard, Sato, and Coughlin 2008b). En la figura 7 se observa la expresion de TSHR
en diferentes tejidos del grupo control (Tejido Adiposo Epididimal, T.A. Retroperitoneal, T.A.
Subcutdneo, Cerebro, Tiroides, PVAT y Aorta) siendo los tres primeros los que muestran una

mayor expresién del receptor.
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Expresion Relativa de TSHR
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Expresion Relativa

Una vez que se verificé la presencia del TSHR en el PVAT y se evalud si la obesidad inducida
por dieta CAF produce cambios en la expresidon de TSHR del tejido adiposo periadrtico, asi como
en la aorta (Figura 8 y 9). En cuanto a la expresion del TSHR en el PVAT, no se encontraron
diferencias significativas en ninguno de los tres grupos analizados. Por otro lado, en la arteria libre
de tejido adiposo del grupo CAF y Fructosa, encontramos una disminucidn significativa en la

expresion de TSHR con respecto al grupo control.

37



Expresion de RNAm de
RTSH / B-actina

Expresion de TSHR en PVAT Expresion de TSHR en Aorta

2 0_ 15'
’ (]
©
Ew
1.5+ < <
Z 1.0
g
w 1
1.0+ [ @ *
5T - .
5 0 0.5+
- — —
0.5+ g
Q
x
1]
0_0- T 0.0- T
» 2 < 2 <
& & ¥ & Sl
[8) Ry N
© Q‘ Q‘
Figura 8.- Expresion de TSHR en PVAT. Se muestra la Figura 9.- Expresion de TSHR en Aorta. Se muestra la
expresion de TSHR en el PVAT del grupo Control, Fructosa expresion de TSHR en la aorta del grupo Control,
y CAF. Media +/- D.E. Fructosa y CAF. Media +/- D.E. *Diferencia significativa

con respecto al control (p<0.05) ANOVA.

Ademas, se quiso identificar si la obesidad produce cambios en la expresién de diferentes

adipocinas (TNFa, IL-1B, Adiponectina, Leptina y MCP-1) en el PVAT. Por lo que se compard la

expresion entre el grupo control y el de dieta de cafeteria. Debido a que el grupo CAF fue el Unico

en producir obesidad, ya no se incluyé al grupo de dieta con fructosa en los siguientes resultados.

En las figuras 10 a 14 se muestran las graficas de expresién para cada uno de los genes

mencionados. Como se observa en las graficas, ninguno de los genes mostré diferencia

significativa con respecto al control. Sin embargo, en algunos casos, la dispersién de los datos fue

muy grande y es necesario ampliar la “n” para observar diferencias significativas.
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Figura 10 y 11.- Expresiéon de TNFQ e IL-1B en PVAT. Se muestra la
expresion de los genes en el PVAT del grupo Control y CAF. Media +/- D.E.
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Figura 13 y 14.- Expresion de TNFQL e IL-1B en PVAT. Se muestra la expresidon
de los genes en el PVAT del grupo Control y CAF. Media +/- D.E.
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Concentracion de TNFa e IL-6 por estimulacion con TSH

Para determinar el efecto de TSH sobre la produccién de citocinas en el TAPV y en la aorta.

Se cuantificaron las concentraciones TNFa e IL-6 después de la incubacion con TSH en el tejido

aodrtico y el PVAT. Con respecto a la aorta (Figuras 15y 16), se observa que la incubaciéon con TSH

(10mUl/mL) produce un aumento en la concentracién de TNFa e IL-6 el cual fue dependiente del

tiempo de exposicidon, con un pico maximo a las 6 horas después de haber agregado el estimulo

con TSH. Ademas, se observé que en el grupo de cafeteria la produccién de estas citocinas parece

ser menor que en el grupo control. Sin embargo, estos cambios no fueron estadisticamente

significativos.
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Figura 15 y 16.- Concentraciones de TNF e IL-6 después del estimulo con
TSH. Se determinaron las concentraciones de las citocinas TNF e IL-6
después de estimular el tejido (aorta) con diferentes concentraciones de
TSH (10mIU y 100mIU) a diferentes tiempos (1h, 3hy 6h). Media +/- D.E.
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Por otro lado, para determinar el tiempo de incubacién y la concentracién adecuada de
TSH para el PVAT, se utilizaron 4 tiempos de incubacion (1, 3, 6 y 24 horas) con 2 concentraciones
de TSH (10 y 100 mUI/mL), y se cuantificaron las concentraciones de las citocinas TNFa e IL-6. Al
comparar las diferentes condiciones de incubaciones encontramos que a las 6 horas y con la

concentracién de 100 mUI/mL de TSH, se observé la mayor concentracion de TNFa e IL-6 (Figura

17y 18).
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Figura 17 y 18.- Concentraciones de TNF e IL-6 después del estimulo con
TSH en grupos control de PVAT. Se determinaron las concentraciones de las
citocinas TNF e IL-6 después de estimular el tejido (PVAT) con 10mUl y
100mIU de TSH a diferentes tiempos. Media +/- D.E. (p<0.05)

Con los resultados obtenidos anteriormente, se utilizd la concentracion de 100 mUl/mL
de TSH para ver el efecto de la obesidad inducida por la dieta de cafeteria a las 6 horas de

incubacién y encontramos que el grupo CAF mostré una disminucidn significativa de TNFa con

respecto al control (Figura 19).
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Figura 19.- Concentracion de TNF después de laincubacién con TSH
100 mUI/mL durante 6 horas. Se determinaron las concentraciones
de la citocina TNF después de estimular el tejido (PVAT) con
100mUl/mL de TSH durante 6 horas. Media +/- D.E. (p<0.05)

Con respecto a la concentracion de IL-6 producidas por el PVAT después del estimulo con

TSH 100mUI (Figura 20), el grupo de cafeteria mostré una disminucidn significativa con respecto

al control.
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Figura 20.- Concentracion de IL-6 después del estimulo con TSH
100mul/mL durante 6 horas. Se determinaron las concentraciones
de IL-6 después de estimular el tejido (PVAT) con 100 mUl/mL de
TSH durante 6 horas. Media +/- D.E. (p<0.05)
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Los resultados obtenidos sugieren que la incubaciéon del TAPV con TSH produce un
aumento en la concentracion de TNFa e IL-6; sin embargo, en la obesidad inducida por dieta de

cafeteria la produccién de estas citocinas disminuye con respecto al control.

Tono Vascular

Para determinar el efecto de TSH sobre la regulacién del tono vascular, se realizaron
curvas concentracién-respuesta a fenilefrina en presencia o ausencia de TSH (10 mUI/mL). Para
lo cual se utilizaron anillos adrticos obtenidos de las ratas del grupo control con PVAT (Figura 21)
y sin PVAT (Figura 22) y encontramos una disminucién significativa de la respuesta a fenilefrina
en los anillos incubados con TSH, pero solo en los anillos con PVAT. Estos resultados sugieren que
la incubacién con TSH podrian estar aumentando el efecto anticontractil del PVAT posiblemente

por la produccién de factores relajantes producidos en el PVAT.
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Figura 21 y 22.- Curva concentracién-respuesta a fenilefrina en anillos aérticos con y sin TAPV. Se realizé una
curva de concentracidn-respuesta a fenilefrina incubando el tejido previamente con 10mUl/mL de TSH durante
30 minutos. Media +/- D.E. (p<0.05) n=7.
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Por otro lado, al evaluar la respuesta directa de TSH sobre la respuesta vascular de los
anillos adrticos encontramos que al incubar los anillos adrticos con la concentraciéon de 10
muUI/mL se producia contraccion arterial (Figura 27). Ademas, este efecto fue mayor en los anillos
a los que les fue removido tanto el endotelio como el PVAT. Lo que sugiere que la estimulacion
de TSH tiene un papel diferencial dependiendo del tejido sobre cual esta actuando, ya que a nivel

de endotelio y de PVAT modula la contraccién que produce directamente sobre el musculo liso

vascular.
Efecto Directo - 10mUl/ml
0.8+
o 0.6+
c
0
S 0.4-
o
5
o 0.24
1
0.0~ T ] . .
° © © © Figura 23.- Efecto Directo de TSH sobre
&\@0 oq}‘ oqf oq}‘ Anillos Adrticos. Se evalud el efecto directo
K\g &\9\ AVS\ «\’9\ que tiene TSH con la dosis de 10mUI/mL.
< K\ ¢ K\g
Q B\ &
0\

44



8. DISCUSION

La obesidad es una enfermedad en la cual intervienen muchos factores, déonde interactua
tanto la genética como el medio ambiente. Actualmente, la vida cotidiana ha sufrido diferentes
cambios en la forma de alimentacién como son el aumento en la ingesta de alimentos
hipercaldricos altos en grasas y azlcares, ademas de una reduccion en la actividad fisica diaria;
esto ha tenido como consecuencia que el sobrepeso y la obesidad sean un problema cada vez

mas comun en la poblacién mundial (OMS, 2016).

Desde hace varios afios se ha descrito el posible papel que podria jugar tanto la hormona
estimulante de tiroides como su receptor (TSHR) en la génesis de la obesidad, y hace algunos afios
ha tomado gran relevancia su participacién en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.
Sin embargo, aun se desconocen los mecanismos involucrados a nivel vascular, por lo que en este
trabajo se evalud la presencia de este receptor en el PVAT y las implicaciones que podria tener
sobre procesos inflamatorios relacionados con la obesidad y la regulacion del tono vascular.

En este trabajo se ha evaluado la presencia del TSHR en el tejido adiposo perivascular,
empleando como modelos de obesidad la Dieta de Cafeteria y la administracién de fructosa al
10%. El primer grupo (dieta CAF) se estudié en condiciones que tratan de simular la obesidad
humana inducida por productos comerciales los cuales en su mayoria son altos en grasa y azlcar,
asi como hipercaldricos, en comparacién con el alimento estandar. Ya que se ha observado que
el proceso de modernizacién y reestructuracion socioecondmica en los paises desarrollados y en
vias de desarrollo, ha expuesto a la poblacion al consumo de alimentos muy refinados, bebidas
azucaradas, carne y productos lacteos que contienen altos niveles de grasas saturadas, y junto

con la disminucion del gasto energético, estan contribuyendo al incremento en la prevalencia de
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la obesidad en el mundo (Heitmann et al., 2009). Este tipo de dieta se ha denominado "dieta de
cafeteria" (CAF), y ha tenido éxito en la generacion de la obesidad en modelos murinos,
produciendo hiperfagia, aumento significativo en el peso corporal, inflamacién en el higado y el
tejido adiposo blanco y marrén, hiperinsulinemia grave, hiperglucemia e intolerancia a la glucosa
(Sampey et al. 2011a; Zeeni et al. 2015a). En este modelo, a los animales se les permite el libre
acceso al alimento estandar y al agua, mientras se ofrecen alimentos humanos altamente
apetecibles y energéticamente densos a voluntad. Este tipo de dieta promueve hiperfagia
voluntaria que resulta en un rdpido aumento de peso, aumento de la masa de grasa y se han

descrito algunos parametros bioquimicos alterados (Sampey et al. 2011b).

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la dieta CAF es un modelo
adecuado para inducir obesidad; entre los cambios mas caracteristicos se observé la ganancia de
peso corporal en comparacion a los otros dos grupos (Figura 1). Estos cambios fueron mas
notorios a partir de la semana 7 de acuerdo con la informacién que existe sobre este modelo de
obesidad (Shafat, Murray, and Rumsey 2009; Sampey et al. 2011a). Se detecté un aumento
general en el consumo de calorias, carbohidratos y grasa en el grupo CAF con respecto al control
(Figura 2 a 4). Por otro lado, hubo un descenso en el consumo de proteina (Figura 5) y en el
consumo diario de agua, concluyendo que este tipo de dieta alta en grasa e hipercaléricos
conduce a un aumento en la ingesta de energia, provocando obesidad confirmando lo ya

reportado previamente para este tipo de dietas por otros autores (Sampey et al. 2011a).

Con respecto a la dieta de fructosa al 10% se utilizé como un segundo modelo para inducir
obesidad, sin embargo, el aumento en el peso corporal fue muy similar al del grupo control. La

falta de ganancia de peso pudo deberse a la baja concentracidon de fructosa en el agua que
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utillizaos, ya que otros modelos han reportado que para producir obesidad se utilizan
concentraciones hasta del 50% de fructosa (Dornas et al. 2015). El consumo de fructosa se ha
relacionado con el aumento de masa grasa en ratas obesas, por lo que en nuestros resultados a
pesar de no haber encontrado un aumento en el peso corporal si observamos un incremento en
la adiposidad de las ratas en el grupo de fructosa como ya se ha observado en otros trabajos
(Dornas et al. 2015) . Debido a que el consumo de alimento y agua es variable en cada rata, las
mediciones precisas del consumo energético son necesarias para comprender las causas y las
consecuencias de la sobrealimentacidn en los diferentes tipos de dieta. Los datos presentados
sugieren que la dieta CAF, que se caracteriza por una alta densidad energética, estimula el

consumo de alimento y, por lo tanto, el aumento de peso de una manera mas rapida y eficaz.

Debido a que se ha observado que la obesidad puede producir un aumento en los niveles
de TSH (Sanyal and Raychaudhuri 2016) evaluamos si las dietas utilizadas en este trabajo
provocaban cambios en las concentraciones séricas de TSH (Figura 6). Sin embargo, los resultados
obtenidos no fueron significativos. Aunque hubo ratas que estuvieron fuera del rango de
normalidad en ambos grupos, no se observd una correlacién significativa entre el peso corporal
y los niveles de TSH (datos no mostrados), por lo que es necesario ampliar la “n” para afirmar que
los niveles altos en TSH tienen una correlacidn positiva con el peso corporal ya que sélo se observé
una tendencia al aumento de las concentraciones de TSH. Es importante mencionar que la dieta
de cafeteria provoco un aumento de TSH en 42% de los animales. Datos que son similares a la
prevalencia de hipotioridismo subclinico en pacientes con obesidad extrema, la cual es alrededor
de 48.5% de acuerdo con el trabajo publicado por Gédmez- Zamudio y cols., donde ademas

encuentran una correlacidon entre el IMC y los niveles de TSH (Gémez-Zamudio et al. 2017).
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Existen varios reportes donde encuentran un relacidn entre la obesidad y el aumento en los
niveles de TSH en humano (Soriguer et al. 2011; Sanyal and Raychaudhuri 2016; Calvo Rico et al.
2010). A pesar de ello, el mecanismo por el cual se presenta este fendmeno no esta del todo claro,
por lo que se han propuesto diferentes teorias que tratan de explicar la alteracion de los niveles

de TSH en la obesidad dentro de las cuales destacan las siguientes:

a) Aumento en los niveles plasmaticos de leptina, la cual estimula la transcripcién de pro-
TRH y como consecuencia la produccién de TRH y TSH. Ademads, estimula la actividad de
desyodinasas provocando un desequilibrio en las hormonas tiroideas. En este sentido al no

encontrar un aumento significativo en la expresién de leptina tampoco lo hubo en TSH.

b)Presencia de un proceso inflamatorio de bajo grado donde hay una produccién de
citocinas proinflamatorias como TNFa, IL-1, IL-6 las cuales afectan la captacién de yodo, sin

embargo, al no encontrar un aumento en estas citocinas no hubo un aumento de la hormona.

c) El aumento de TSH y T3 se considera un mecanismo compensatorio para contrarrestar
la falta de respuesta de otros tejidos a las hormonas tiroideas. Debido a que el tiempo de
exposicién a la dieta CAF fue Unicamente de 15 semanas este mecanismo probablemente aln no

estaba activo. Por lo tanto, es necesario evaluar un tiempo mds prolongado de la dieta.

Una de las principales aportaciones de este trabajo fue la demostracién de la presencia
del receptor a tirotropina (TSHR) en el tejido adiposo perivascular ya que en la literatura
solamente se describe la presencia del receptor en el tejido adiposo blanco de ratones (Regard,
Sato, and Coughlin 2008a). Por lo que en este trabajo, se utilizaron diferentes tejidos en los que

ya se habia reportado la presencia del TSHR, como controles positivos para comparar su expresion
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con el PVAT y se encontrd que el tejido que mostré una mayor expresion del receptor fue el tejido
adiposo blanco (epididimal, retroperitoneal y subcutdneo), seguido del Tejido Adiposo
Perivascular, Cerebro, Aorta y por ultimo Tiroides (Figura 7). Estos datos concuerdan con lo
reportado por Regard y colaboradores (2008), donde el tejido adiposo blanco es el que tiene una
mayor expresién del TSHR, incluso mayor que en tiroides. Sin embargo, la expresién del receptor
reportada en tiroides por nuestro trabajo fue mucho menor, posiblemente esas diferencias sean
debidas a la especie estudiada (ratén y rata).

Una vez que fue determinada la presencia del TSHR en el PVAT se evalud si habia cambios
en su expresion producidos por la obesidad. Se encontré que en la obesidad inducida por dieta
CAF, no se observaron cambios en la expresion del receptor en el tejido adiposo periadrtico
(Figura 8). En relacion con los cambios en la expresion del TSHR producidos por la obesidad, en el
trabajo de Nanipieriy col., observan que en pacientes con obesidad severa la expresiéon del TSHR
en tejido adiposo visceral y subcutdneo disminuye (Nannipieri et al. 2009). Esta discrepancia
reportada anteriormente puede deberse a que en el trabajo de Nanipieri et al., evalian
solamente al tejido adiposo visceral y subcutaneo a diferencia del presente trabajo, en el cual se
determiné la expresion del receptor en el PVAT tratandose de un tejido adiposo histolégicamente

y funcionalmente distinto.

Considerando que la mayoria de los vasos sanguineos estdn rodeados por tejido adiposo
y estos se encuentran en contacto directo, se quiso estudiar el comportamiento de la expresién
del TSHR en la aorta. Cémo se muestra en la Figura 9, los grupos de dieta CAF y fructosa tuvieron
niveles menores de expresion de TSHR en la aorta con respecto al control. Esta disminucién podria

estar relacionada con los efectos que estaria causando la hormona tirotropina al estimular a su
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receptor; ya que se ha puesto un mayor énfasis en el estudio de los efectos de esta hormona
como un posible mediador de la inflamacion por su capacidad de inducir la liberacién de citocinas

proinflamatorias.

Ademas del almacenamiento y la liberacién de energia, el tejido adiposo libera una
variedad de citocinas (adipocinas) con efectos fisiolégicos de amplio alcance, que incluyen el
apetito, el gasto de energia, la sensibilidad a la insulina y la coagulacién. La desregulacion en la
produccién de adipocinas se asocia con un estado proaterogénico y proinflamatorio. El tejido
adiposo constituye una fuente importante de IL-6 circulante. Esta citocina junto con TNFa han
sido identificadas como un factores de riesgo para desarrollar enfermedades cardiovasculares
(Antunes et al. 2008). Al respecto, se ha descrito que pacientes con niveles elevados de TSH
muestran un aumento en la concentracion plasmatica de citocinas proinflamatorias (Eke et al.,
2013; Yaturu et al., 2004). Asi como una correlacién positiva entre el aumento de marcadores de

riesgo cardiovascular con los niveles séricos de TSH (Gémez-Zamudio et al. 2017).

En relacién con estas citocinas proinflamatorias, se evalud la expresidon de TNFa, IL-1B,
Adiponectina, Leptina y MCP-1 y los cambios que pudieran estar asociados con la obesidad
causada por dieta CAF a las 15 semanas (Figura 10 a 14). Al respecto, se observé que no hubo
diferencias significativas respecto al grupo control. Estos resultados probablemente se deben a
que la especie estudiada (rata) presenta una mayor resistencia para generar un estado
proinflamatorio mas severo comparado al que ha sido reportado en otras especies como el ratén

(Zeeni et al. 2015b).
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Por este motivo se determind si la estimulacion directa con TSH (10mUI/mLy 100mUl/mL)
era capaz de producir un aumento en la produccion de citocinas proinflamatorias (TNFa e IL-6)
en los tejidos de aorta y PVAT a diferentes tiempos de incubaciéon. Con respecto a la aorta, se
observéd que el punto maximo de liberacién de citocinas se dié a las 6 horas después de la
incubacién con TSH, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre el grupo
control y CAF. Es necesario evaluar concentraciones mas bajas de TSH para comprobar si esta
produccién de citocinas se mantiene igual o menor en la aorta del grupo control; el cual podria
no presentar sintesis de citocinas debido a que son dosis menos efectivas para presentar un

estado inflamatorio.

Para determinar el tiempo de incubacidon y la concentracién adecuada de TSH para el
PVAT, se utilizaron 4 tiempos de incubacidn (1, 3, 6 y 24 horas) con ambas concentraciones de
TSH (10 y 100 mUI/mL), y se cuantificaron las concentraciones de las citocinas TNFa e IL-6. Al
comparar ambas dosis se observd que la mayor respuesta de sintesis en ambas citocinas era a las
6 horas de incubacion. La dosis mas alta presentd un aumento significativo con respecto a la mas
baja la cual no mostré un aumento en la sintesis de IL-6 y TNFa a lo largo de 24 horas. Por este
motivo, se decidid enfocar la sintesis de ambas citocinas a las 6 horas con la concentraciéon mas
alta (100mul/mL) para comparar el grupo control y el grupo CAF en ambas dosis. Estos resultados
concuerdan con lo descrito por Antunes y col., los cuales describen que en cultivos primarios de
adipocitos humanos un aumento de IL-6 a las 4 horas de incubacién con TSH (50mUl/mL)

(Antunes et al. 2008).

Por otra parte, se utilizé una concentracion mas alta (100muUIl/mL) para estimular el PVAT

de ambos grupos. En esta dosis se observa que el grupo CAF no presenta respuesta en ninguno
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de los tiempos en comparacién con los controles los cuales mostraron un aumento significativo a
las 6 horas con respecto al grupo CAF (Figura 19). Esto podria deberse a que el grupo CAF presenta
un posible desarrollo de estado inflamatorio y aumento en la adipogénesis causado por la
obesidad inducida por este tipo de dieta. Esta caracteristica de la obesidad podria estar
impidiendo una respuesta hacia una concentracién tan alta de TSH causando una ausencia de la
respuesta de los receptores. Por el contrario, el grupo control presentd una mayor respuesta a
los estimulos con TSH. Estos resultados apoyan la teoria que TSH también puede desencadenar
una respuesta adipocitica proinflamatoria como ya se ha descrito en otros estudios (Antunes et
al. 2008). Ademas, se han observado niveles séricos elevados de IL-6 y TNFa, asi como una
alteracion de la fisiologia endotelial en pacientes expuestos a niveles elevados de TSH, sin
embargo, falta dilucidar el efecto de TSH sobre la obesidad crénica (Antunes et al. 2006).
Aprender mads sobre el mecanismo por el cual la TSH actla sobre los adipocitos puede ampliar
nuestra comprension de la inflamacion y las enfermedades cardiovasculares en el hipotiroidismo

subclinico.

Recientemente, se describié la presencia del TSHR en células endoteliales (HUVEC) y su
activacién produce disminucion en la expresidon de los factores relajantes éxido nitrico (NO) y
prostaciclina (PGI2), mientras que aumenta el factor contractil endotelina 1 y la molécula de
adhesidn intracelular 1 (ICAM1), de manera similar a como ocurre en la disfunciéon endotelial
(Tian et al. 2014b) . Para determinar el posible papel de la TSH sobre el PVAT, se evaluaron los
cambios en la contraccién producida por fenilefrina sobre anillos con y sin PVAT de ratas
controles. Se encontrd que en los anillos con PVAT incubados con TSH (10 mUI/mL) hubo una

disminucion en la contraccidn a fenilefrina, que no se observé en los anillos sin PVAT (Figura 21y
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22). Estos resultados sugieren que la incubacidon con TSH podria estar aumentando el efecto
anticontractil del PVAT posiblemente por la produccidn de factores relajantes producidos en el
PVAT de acuerdo a lo descrito previamente por Gil-Ortega y col. que encuentran que en
condiciones normales el PVAT regula la contraccion, debido a la produccion de factores relajantes
como el éxido nitrico, la prostaciclina y leptina (Gil-Ortega et al. 2009). Por otra parte, Sellitti y
col., encontraron que la incubacién con TSH podria producir relajaciéon debido a que observaron
un aumento en la sintesis de AMPc en células musculares humanas (Sellitti et al. 2000). Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Napoli y col., donde describen que TSH tiene un
efecto vasodilatador en pacientes humanos, pero este efecto es mediado por el endotelio (Napoli
et al. 2009). Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para dilucidar el efecto de TSH en las
diferentes capas del lecho vascular, especialmente en las células musculares, ya que cuando
incubamos las arterias con TSH observamos que bajo ciertas condiciones el estimulo con TSH
podia producir un efecto contractil directo sobre la arteria. Por esta razon, se realizd una curva
concentracion-respuesta a TSH (0.1, 1 y 10mUl/mL) y encontramos que en la concentracion de
10 mUI/mL produjo contraccidn principalmente en los anillos que no tenian PVAT. Sugiriendo que
el PVAT y, en menor medida el endotelio, estan regulando la contraccién causada por TSH en el
musculo liso vascular. Estos resultados son interesantes ya que no se ha reportado un efecto
contractil por TSH. Sin embargo, estos resultados podrian parecer contradictorios a los
reportados anteriormente por Sellitti y cols., aunque estos investigadores también reportan que
el aumento en la produccién de AMPc que observaron en células humanas incubadas con TSH,
no se observa en células musculares obtenidas de rata, sugiriendo diferencias debidas a la especie

estudiada (Sellitti et al. 2000). Los resultados obtenidos en nuestro trabajo sugieren que la TSH
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puede estar actuando de manera diferencial en las diferentes tunicas arteriales. Por un lado,
podria estar activando la liberacién de factores relajantes en el endotelio, pero principalmente
en el PVAT; mientras que en células musculares estad produciendo contraccién. Seria interesante
identificar si estos efectos de TSH se mantienen o cambian durante la obesidad ya que esta parte

no pudo determinarse.
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9. CONCLUSIONES

» La Dieta de Cafeteria genera un modelo de obesidad caracteristico por el incremento
significativo del peso corporal, sin embargo, no encontramos cambios importantes en los
parametros bioquimicos (glucosa, colesterol, triglicéridos y HDL).

» No se observaron cambios en la expresidon de TNFaq, IL-1B, adiponectina, leptina y MCP-1
en el PVAT en la obesidad inducida por dieta de cafeteria.

» Se identifico la expresion de TSHR en el PVAT y su expresién se comportd de manera
distinta en cada tejido. El tejido adiposo blanco, el PVAT y la aorta mostraron mayor
expresion del TSHR con respecto a la tiroides.

» Laincubacion de PVAT y aorta con TSH promovié un aumento significativo en la sintesis
de TNFa e IL-6 del grupo control con respecto al grupo de dieta de CAF.

» Laincubacion con TSH de los anillos adrticos con PVAT causé una disminucidn significativa
en la respuesta contractil a fenilefrina.

» El estimulo con TSH (10mUI/mL) sobre anillos de arteria libres de PVAT del grupo control,
produjo una respuesta vasoconstrictora directa.

» TSH actua de manera diferencial en las diferentes tunicas arteriales, posiblemente

liberando factores relajantes en PVAT y el endotelio, y contraccién sobre el musculo liso.
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10. ANEXOS

a) Estandarizacion de PCR-Tiempo Real.

La arteria Aorta y el tejido adiposo perivascular de la aorta se extrajeron de cada uno de los
animales (grupo control, CAF y fructosa) y se homogenizé en 1mL del reactivo Tripure para
posteriormente realizar la extraccion de RNA total como se describe en la metodologia. La
integridad del RNA aislado se analizé en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.
En la figura A se presentan muestras representativas del RNA total aislado del PVAT. Se pueden

apreciar las bandas correspondientes a los RNA’s ribosomales 285 y 18S.

R I
Figura A.- Integridad de RNA. Se presentan
oe solldes - -

R E—" . - varias muestras representativas de RNA's
aislados del PVAT y analizados en gel de
agarosa al 1% tefiido con Bromuro de Etidio.

A partir de los cDNA's sintetizados, se realizaron los estudios de PCR en tiempo real para
observar la expresion de TSHR en el PVAT de los diferentes grupos (controles, fructosa y CAF).
Como gen de referencia se utilizé el gen B-actina que codifica para una proteina ribosomal. Los
resultados de este experimento se muestran en la Figura By C, en ella se logra apreciar que la
amplificacién de B-actina fue a los 15 ciclos y la amplificacidn de TSHR fue a los 25 ciclos; ambos

experimentos en el PVAT.
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Figura B.- Amplificacion para B-actina.
Se muestra la amplificacién de B-actina
en el PVAT.
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Figura C.- Amplificacion para TSHR. Se

muestra la amplificacion de TSHR en el
PVAT.

La especificidad de la reaccién se evalué por medio del andlisis de la temperatura de

disociacion (melting). En el analisis melting se observé un solo pico para cada uno de los productos

de amplificacién con SYBR Green (Figura Dy E).
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Figura D.- Curva de disociacién para B-actina. Se
muestra un solo pico de amplificacion para B-
actina en el PVAT.
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Figura E.- Curva de disociacion para TSHR. Se
muestra un solo pico de amplificacién para TSHR
en el PVAT.
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b) Lista de Alimentos — Dieta CAF.

Tabla A.- Lista de Alimentos para Dieta de Cafeteria. Se muestra el contenido

energético de los alimentos consumidos por los animales del grupo CAF.

Tamaiio de Calorias Proteinas
porcién: 10 gramos (kcal) Grasa (g) Sodio (g) Carbohidratos (g) (g)
MANTECADAS 41.9 2.3 0.0 4.5 0.6
CHETOS 52.0 3.0 0.1 5.7 0.5
BIMBUNUELOS 38.2 1.8 0.0 5.5 0.0
DONAS 45.3 2.7 0.0 5.0 0.4
GALLETAS PRINCIPE 47.6 1.9 0.0 6.7 1.0
CHOCO ROLL 35.8 1.3 0.0 5.8 0.5
DELICIOSAS 41.3 1.3 0.0 6.7 0.7
CANELITAS 50.0 1.5 0.0 8.0 1.0
CHICHARRON 55.7 3.7 0.2 0.0 5.7
SUAVICREMAS 53.8 2.6 0.0 7.2 0.4
NAPOLITANAS 50.6 2.4 0.0 7.0 0.4
FRUTILOOPS 37.7 0.3 0.0 8.3 0.7
DORADITAS 53.4 2.7 0.1 6.7 0.5
LORS 46.9 2.0 0.0 7.1 0.0
POLVORONES 47.8 2.1 0.0 6.9 0.5
DIETA ESTANDAR 32.3 1.7 0.0 5.7 2.7

c) Secuencia de Primers utilizados para PCR-Tiempo Real.

PRIMERS FORWARD REVERSE

B-Actina CCTGAGCGCAAGTACTCTGTGT | GCTGATCCACATCTGCTGGAA
TSHR GACCCACTTTGCTAGACGTG GAGAGTCCAGGTGTTCTTCGC
Leptina CCAGGATGACACCAAAACCCT | GATACCGACTGCGTGTGTGA
Adiponectina CCAATGTTCCCATTCGCTT TAGTAGAGCCCCGGAATGTT
TNFa CTGCCTCTGGCTCACAAGG CTGTGCCTCAGGGAACAGTC
IL-1B TATGTCTTGCCCGTGGAGCTT | GTCACAGAGGACGGGCTCTT
MCP-1 ATCCCAATGAGTAGGCTGG CTCTTGAGCTTGGTGACAA
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