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1. INTRODUCCION

1.1 LA OBESIDAD COMO UN PROBLEMA DE SALUD PUBLICA.

La obesidad es una de las enfermedades mas antigua de la humanidad, que ha pasado
de ser un trastorno metabdlico a un problema de salud publica con un impacto importante
en el indice de morbilidad y mortalidad (Engeland et al 2004).

Es un factor de riesgo importante en el desarrollo de enfermedades crénicas como la
diabetes miellitus, hipertensién arterial, enfermedad vesicular, osteoartritis y ciertos tipos
de canceres (Engeland et al 2004, Bray et al 2004, Bjorge et al 2006, Bordeaux et al
2006). Este no solo es un problema de los paises industrializados, sino que también lo es
en paises en vias de desarrollo como el nuestro (Zorrilla et al 2006, Villa et al 2004).

La obesidad y las enfermedades que provoca se consideran entre las principales causas
de mortalidad en México (Villa et al 2004). La prevalencia de obesidad y sobrepeso
muestran incrementos importantes en las ultimas décadas, de hecho se estima que en el
ano 2010 en México habra de 8 a 14 millones de sujetos mayores de 35 afos, que
padeceran esta enfermedad (Villa et al 2004), y junto con las enfermedades que puede
provocar ejerceran un marcado impacto en la calidad de vida de estas personas
(Engeland et al 2004).

La obesidad es producida por un exceso de grasa en el cuerpo que provoca un
incremento en el peso corporal, esto es generado principalmente por un desbalance en la
ingesta y gasto energético del organismo. En la actualidad existen diversos tratamientos
para contender con este problema, la mayoria se concentra en tratar de disminuir la
ingesta de alimentos, ya sea con drogas que disminuyen el apetito, bloquean el
almacenaje calérico, incrementan el gasto energético o hasta procedimientos quirurgicos
que disminuyen el tamario del estémago (Nisoli et al 2002, Hofbauer et al 2006, Padwal
et al 2007). Los tratamientos con drogas o dietas son generalmente paliativos, estos
Unicamente son efectivos cuando se mantienen indefinidamente. Recientemente se ha
reconocido que la modificacion del estilo de vida actual como es el mejorar los habitos de
alimentacion e incrementar la actividad fisica, pueden jugar un papel central en la
prevencion y tratamiento de dicha enfermedad (Klein et al 2004).



Desde hace varios afos existe gran interés de la comunidad cientifica por comprender los
mecanismos celulares y moleculares relacionados con la obesidad centrdndose sobre
todo en aquellos que regulan la ingesta de alimento, asi como el balance energético.

La obesidad ocurre por desregulacion de varios mecanismos metabdlicos, entre ellos esta
el neuroenddcrino en el que interviene un gran numero de factores u hormonas cuyo
conocimiento actual es parcial en muchos aspectos. Una de las primeras regiones
cerebrales reconocidas como esenciales en el proceso del metabolismo energético es el
hipotédlamo; se ha definido que el nucleo ventromedial es el centro de saciedad, mientras
que en el nucleo hipotaldmico lateral se localiza el centro del hambre (Abizaid et al 2006).
También se ha demostrado que el nlcleo arcuato es esencial para integrar sefales
periféricas que modulan el control de la ingesta de alimento y el balance energético (Xi et
al 2003, Klein et al 2004, Abizaid et al 2006). Por otro lado, el nucleo paraventricular
también participa en la regulacion del metabolismo energético modulando entre otras
cosas al eje tiroideo que modula el gasto energético mediante la accion de las hormonas
tiroideas que activan el metabolismo basal (Karydis et al 1998, Lechan y Fekete 2006a,
Lechan y Fekete 2006).

El complejo mecanismo de la regulacion de la ingesta caldrica incluye impulsos tanto
negativos como positivos, que engloban el grado de distensién gastrica e intestinal, los
efectos de los nutrimentos y sus reservas, las consecuencias de las sefales producidas
en el metabolismo hepatico y las producidas por los péptidos y hormonas liberados en el
tracto gastrointestinal o en el cerebro. Al hipotalamo llegan diversas sefiales o estimulos
nerviosos por vias vagales y catecolaminérgicas, y diferentes sefiales hormonales que se
traducen a su vez, en la liberacion de péptidos que afectan el apetito e influyen sobre el
sistema nervioso auténomo y el eje hipotalamo-hipofisario (Tremblay et al 2006).
Recientemente, el conocimiento de como el organismo percibe variaciones en la cantidad
de energia disponible ha permitido entender mejor las causas que provocan la obesidad y
ha favorecido una gran disponibilidad de farmacos para el manejo de la misma, entre
éstos se encuentran agentes anorexigénicos, drogas termogénicas y drogas que
incrementan el metabolismo lipidico, agonistas para el receptor adrenérgico 3B,
modificadores de leptina, antagonistas del receptor 1 de canabinoides (Rimonabant);
ademas de iniciar investigacion en nuevos blancos de la farmacoterapia como sintetasas
de acidos grasos, neuropéptido Y (NPY), melanocortina, vacuna anti-ghrelina, varios
péptidos reguladores del movimiento intestinal y factores ciliares neurotréficos (Curioni et



al 2006, Carlson et al 2006, Padwal et al 200, Hofbauer et al 2006, Palamara et al 2006).
Sin embargo a pesar de existir investigacion en estas farmacoterapias, a la fecha la
obesidad sigue siendo una pandemia debido a varios factores que participan en el
desarrollo de la misma, por ejemplo, la desregulaciéon del balance energético, el estado

animico, y el estrés, entre otros.

1.2 MECANISMOS QUE MANTIENEN LA HOMEOSTASIS ENERGETICA

La homeostasis energética del organismo se mantiene basandose en un balance en la
ingesta caldrica y el gasto energético, lo que permite ademas establecer un equilibrio
entre el peso y la cantidad de grasa corporal. Recientemente se ha establecido, la
existencia de una red compleja de sistemas fisioldégicos que regulan el aporte, el gasto y
el almacenamiento de las reservas energéticas (Schwartz et al 1999).

Diversas situaciones como la ingesta, la gestacion, la lactancia, la termogénesis, retos
metabdlicos y enfermedades, asi como el ejercicio fisico son procesos que determinaran
el gasto energético y en ultima instancia afectan el peso corporal (ver referencias en
Lechan y Fekete, 2004, Overton et al 2004, Knight 2001, Hartmann et al 1998). En
mamiferos, la homeostasis energética es un compromiso entre el aporte y el gasto
energético y en buena parte el equilibrio se consigue a través de la respuesta coordinada
entre el sistema nervioso y el tejido adiposo, siendo este ultimo la fuente principal de
reserva energética (Toni R. 2004). El tejido adiposo juega un papel crucial en la
regulacién y la disfuncidon patoldgica del balance energético; la produccion o movilizacién
de las reservas lipidicas se lleva a cabo en funcion del excedente calérico procedente de
la dieta o de la carencia energética (Martinez et al 1996).

Se han descrito varios neurotransmisores y neuromoduladores que actian a nivel cerebral
y afectan tanto al control del metabolismo energético como la ingesta; muchas de estas
moléculas se ven sometidas a poderosas influencias endécrinas, sobre todo a través de la
leptina, la insulina y los glucocorticoides que fluctian segun los estados fisiolégicos y el
ritmo circadiano (Schwartz et al 1999).

Numerosos estudios utilizando lesiones o la administracién intracerebroventricular (icv) de
agonistas y antagonistas de neurotransmisores hipotalamicos especificamente en el
hipotalamo ventromedial (HVM), el nudcleo paraventricular (NPV) y el hipotadlamo
dorsomedial (HDM), y el hipotadlamo lateral (HL), han demostrado que existen circuitos



neuronales que operan a nivel del hipotalamo con el fin de regular el apetito (Schwartz et
al 1999, ver referencias en Abizaid et al 2006).

Con el descubrimiento de la leptina (Zhang et al 1994) se comprobd la hipoétesis de la
existencia de un lipostato que controla la ingesta. En el modelo de esta hipoétesis, el
nucleo arcuato (ARC) es considerado como una regién fundamental en la regulacién del
gasto energético por varias razones: como este nucleo se localiza en la base del
hipotadlamo, la barrera hematoencefalica no lo aisla de la circulacién general, lo que facilita
que estas neuronas sean blanco de moléculas provenientes de la circulacion obteniendo
asi el acceso a varias sefiales humorales que tienen restriccibn de entrada a otras
regiones del cerebro (Klein et al 2004). Estas neuronas del ARC son inervadas por
axones glutamatérgicos, GABAérgicos, CRHérgicos, que estan implicadas en modular la
ingesta de alimentos (Benoit et al 2000, ver figura 1). Las neuronas del ARC responden
también a fluctuaciones de sefnales metabdlicas, como el nivel de glucosa, leptina, acidos
grasos, ghrelina e insulina; por lo que esas células se han sugerido como las neuronas
sensoriales de “primer orden” (Schwartz et al 1999). Existe una gran cantidad de estudios
donde se demuestra que las neuronas que producen la alfa-hormona estimulante de los
melanocitos (a-MSH) tienen actividad orexigénica y su efecto estd mediado a través de
receptores MC4 y MC3; estas neuronas controlan la actividad de neuronas del NPV y de
neuronas del nucleo ventromedial; ademas estas neuronas son inmunoreactivas a acido
gama-aminobutirico o GABA (Cowley et al 1999, Ramos et al 2005). Un efecto
anorexigénico lo presentan las neuronas que sintetizan al neuropéptido Y (NPY) y el
péptido relacionado con la proteina agouti (AGRP), el nivel de expresion de estos
péptidos se incrementa en animales en ayuno (ver referencias en Ramos et al 2005),
estas neuronas también envian proyecciones al NPV y al hipotdlamo lateral, y hacen
contactos sobre las neuronas productoras de a-MSH del mismo nacleo arcuato (Xu et al
2003, ver figura 1). Reportes previos sugerian que el NPY ademas de participar en
modular el apetito también lo hacia en el balance energético, sin embargo, esto no se ha
demostrado claramente. En animales genéticamente obesos i.e., ob/ob o db/db, o bien
animales con un estado energético negativo por ejemplo en animales con restriccion
alimenticia o en animales lactantes, se encuentra incrementado considerablemente el
RNAm y el péptido de NPY en el ARC (ver referencias de Abizaid et al 2006). El AGRP,

también se sintetiza en las neuronas que producen NPY, su papel como anorexigénico lo



realiza mediante su efecto antagonista del receptor MC4 del a-MSH (ver referencias en
Xu et al 2003, ver figura 11).

Las neuronas del péptido derivado de proopiomelacortina (POMC) y NPY del ARC
proyectan varias a partes del cerebro como el NPV, LH y la region hipotalamicas
perifornical; todas ellas tienen también receptores MC3 y MC4 (Sahm et al 1994) y Y5 y
Y1 (Gerald et al 1996 y Erickson et al 1996). Las proyecciones de POMC y NPY del ARC
al NPV son importantes para la regulaciébn de neuronas que producen hormonas
corticotropina y tirotropina, y para la modulacién de la actividad simpatica en la regulacién
del metabolismo (ver referencias en Abizaid et al 2006). También hay receptores de
sefales nutricionales en otros nucleos hipotalamicos, entre los mas notables son el VMH
y LH, que ademas tienen un papel critico en la homeostasis energética lo que implica que
las células de estos nucleos también puedan recibir sefales que les indica la demanda

energética (Zigman et al 2006).

HIPOTALAMO
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circulacion
lateral
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Figura 1. Relacion entre regiones hipotalamicas y extrahipotalamicas en la regulacién
de la homeostasis energética. llustracion esquematica de las interacciones y proyecciones
de diferentes sistemas peptidérgicos hipotalamicos incluyendo orexina e hipocretina
(ORX/Hcrt) y la hormona concentradora de melanina (MCH) producidas por las neuronas en
el hipotalamo lateral o bien el neuropéptido Y (NPY), la proteina reguladora de Agouti (AgRP)
y la hormona estimuladora de melanocitos (a-MSH) producidas en neuronas del nucleo
arcuato. En el hipotalamo varias hormonas periféricas incluyendo leptina y ghrelina afectan la
liberacién de los neuromoduladores antes mencionados. DA, dopamina; GABA, y-acido
aminobutirico; Glut, glutamato (modificado de Abizaid et al 2006).
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El VMH fue la primer regién hipotalamica implicada en la regulacion de la ingesta y la
obesidad (Kong et al 2004) cuando Hetherington y Rason en los 40’s, mostraron que
lesiones electroliticas de esta region en ratas, resultan en un rapido desarrollo de
obesidad. Diversos analisis que incluyen lesiones quimicas o estudios farmacolégicos
muestran que el VMH es un nucleo hipotalamico que inhibe la ingesta e incrementa el
metabolismo, disminuyendo asi la cantidad de grasa en el cuerpo (Bagnasco et al 2002).
En contraste con el VMH, la destruccién del hipotalamo lateral (HL) en ratas resulta en
profundos estados de anorexia, sugiriendo que el HL esta involucrado en promover la
toma de comida, teniendo por lo tanto una accién orexigénica dada por diferentes
neurotransmisores como MCH y glutamato que tiene influencia sobre el SNC (ver
referencias de Abizaid et al 2006y en Xu et al 2003).

En los anos 50’s se reconocié que el comportamiento alimenticio es controlado por
sefales que involucran la regulacion de la masa corporal a largo plazo (por ejemplo la
teoria de glucostatica de Mayer en 1955). Ademas de las sefales transmitidas por la
liberacién de leptina también tienen efectos otras sefales internas como la distension
gastrica la cual involucra cambios en la actividad del nervio vago o las concentraciones de
hormonas en sangre de glucosa, o de hormonas como la insulina, ghrelina vy
colecistoquinina. Algunas de estas senales periféricas en la sangre son capaces de
interactuar directamente con el sistema nervioso central ya que sus receptores se
localizan en areas donde también se encuentra el receptor de leptina; mas aun, se ha
reconocido que la insulina tiene efectos directos en la expresion de leptina; lo que implica
consecuentemente un juego dinamico entre sistemas regulatorios a largo y corto plazo

gue involucran al sistema periférico y central (ver referencias en Speakman et al 2002).

1.3 EL EJERCICIO COMO UN MODULADOR DEL GASTO ENERGETICO.

El modelo de ejercicio voluntario y forzado en roedores se ha estudiado tanto en
animales con peso y talla normal asi como en animales obesos y la mayor parte del
trabajo de investigacion se ha centrado en modelos de ejercicio forzado en diferentes
cepas de ratas, ratones y hamsters.



Se ha determinado que la expresién del RNA mensajero de c-Fos aumenta a partir de una
hora de ejercicio forzado en la corteza cerebral, putamen, septum lateral, nlcleos de la
amigdala, nucleo paraventricular, ndcleo dorsomedial, locus ceruleus, hipotalamo
posterior, nucleos cuneiformes y médula ventrolateral (Timofeeva et al 2003, Ichiyama et
al 2002) y dado que varias de estas regiones se activan en condiciones de estrés, aun no
se han definido cuales regiones son especificamente activadas por el ejercicio, ya que se
ha demostrado que el estrés puede ser un componente asociado al ejercicio forzado
(Timofeeva et al 2003).

En animales sometidos a régimen de ejercicio se ha observado que la ingesta de alimento
disminuye, se mantiene el peso corporal y se incrementa el gasto energético, manifestado
por una disminucién en la grasa parda y blanca (Lewis et al 1993, Bi et al 2005,
Kawaguchi et al 2005, Fediuc et al 2006). En los animales sometidos a ejercicio forzado y
voluntario, se ha observado que los nucleos arcuato, dorsomedial ventromedial y lateral
del hipotdlamo son activados (observandose un aumento en la expresién de CRH, POMC
y NPY); dichos nucleos regulan tanto el consumo de alimento, el peso corporal y el gasto
energético ( Timofeeva et al 2003, Kawaguchi et al 2005, Garcia et al 2005, Ichiyama et al
2002); por lo que probablemente son los responsables de los efectos inhibitorios sobre la
ingesta de comida observados durante el ejercicio, efectos que se mantienen en las
primeras 2 semanas de ejercicio, con una normalizacién subsecuente (Kawaguchi et al
2005). Se ha reportado que el ejercicio genera una gran variedad de cambios enddcrinos
y neuroenddcrinos, incluyendo incremento en la actividad del eje hipotalamo-hipofisis
adrenal, y de la hormona de crecimiento (GH) (Scheen 1998, Timofeeva et al 2003,
Kawaguchi et al 2005, Ichiyama et al 2002). También el ejercicio voluntario incrementa la
produccion de BDNF (por sus siglas en ingles de Brain-derived neurotrophic factor) en el
nucleo arcuato e hipocampo; la inducciéon del BDNF en el nucleo arcuato parece contribuir
también en el control del peso corporal, mientras que el incremento en el hipocampo
contribuye a mejorar la memoria en ratas ejercitadas (Adlar et al 2004).

En ratas obesas (OLEFT, Otsuka Long-Evans Tokushima fatty) sometidas a ejercicio
fisico de alta intensidad éste repercute en una disminucion en el peso corporal, nivel de
glucosa y leptina en plasma comparados con animales sedentarios (Bi et al 2005).

El grupo del Dr. Kawaguchi et al 2005, ha demostrado una elevacién significativa de la
expresién del RNAm de CRH en el hipotalamo dorsomedial (DMH); ademas, la aplicacién
de un antagonista de los receptores de CRH en la misma region hipotaldmica bloquea la



disminuciéon en el peso corporal y en la toma de comida generada por el ejercicio,
sugiriendo que el CRH del nucleo dorsomedial participa en el control de estos parametros
durante el ejercicio (Kawaguchi et al 2005). También se ha encontrado una expresion
elevada de NPY en el DMH y en el nicleo arcuato, en el area preoptica e hipotalamo
lateral (Lewis et al 1993), que podrian representar una respuesta compensatoria al
incremento de la demanda energética resultado del ejercicio (Kawaguchi et al 2005). La
actividad fisica voluntaria y el ejercicio de acondicionamiento pueden favorablemente
influenciar la plasticidad cerebral facilitando procesos de neurogénesis y neuroproteccion;
estos procesos pueden estar mediados por factores neurotréficos como el BDNF (Adlar et
al 2004, Xu et al 2003); la destreza motora y el ejercicio de entrenamiento aumentan
funciones ejecutoras de cognicién y algunos tipos de aprendizaje, incluyendo el
aprendizaje motor en la medula espinal. Esas adaptaciones en el SNC tienen
implicaciones en la prevencién y tratamiento de la obesidad, cancer, depresion, y en la
perdida cognitiva asociada con enfermedades neuroldgicas tales como la enfermedad de
Parkinson, la demencia del alzheimer, apoplegia isquémica y lesiones en cabeza vy
médula espinal (Dishman et al 2006).

La actividad fisica voluntaria crdnica también puede atenuar la respuesta neural al estrés
en circuitos cerebrales responsables de regular la respuesta de la actividad simpatica
periférica; se ha sugerido también que esta restriccion en la respuesta simpatica al estrés
puede contribuir de forma importante en la reduccion de enfermedades clinicas tales
como la hipertension, estrés oxidativo y supresion inmune (ver referencias en Dishman et
al 2006).

Durante la realizacién del ejercicio se requiere de energia que se obtiene de diferentes
sistemas energéticos. El mecanismo de contraccion y relajacion del musculo es
alimentado exclusivamente por ATP (de sus siglas en ingles de Adenosin trifosfato), la
Unica forma de energia que la célula puede utilizar directamente y tiene que ser
continuamente sintetizada mediante procesos metabdlicos aerdbicos y anaerdbicos
(Coker et al 2005). La sintesis aerdbica se consigue mediante la oxidacion de glucosa
sanguinea, derivada de las reservas de glucogeno muscular y del higado, de los lipidos
obtenidos a partir de los &cidos grasos libres circulantes, de las reservas de
triacilgliceroles intramusculares y en menor medida de las proteinas. La sintesis



anaerobica del ATP se consigue mediante la degradacién de fosfocreatina a creatina y de
glucosa a lactato (ver figura 2), teniendo una capacidad de sintesis total relativamente
pequefa pero con un ritmo potencial mayor en comparacioén con el metabolismo aerébico
(Coker et al 2005).

Los acidos grasos y triglicéridos deben activarse dentro de las células musculares antes
de su oxidacion para liberar energia. La Acetil CoA se forma en el citosol a partir de los
acidos grasos de cadena larga, mientras que los acidos grasos de cadena corta se
activan en la mitocondria. Una vez en la matriz de la mitocondria, los &cidos grasos
experimentan la beta-oxidacién, produciendo NADH y FADH2, que transfieren electrones
a la cadena de transporte para generar ATP. Ademas, el producto final de la mayor parte
de la oxidacion de los &cidos grasos la acetil CoA, pasa al ciclo de Krebs por lo que la
energia potencial de la oxidaciéon de los acidos grasos es grande, un ejemplo de esto es
la oxidacion del palmitato que proporciona 129 moléculas de ATP (Ver figura 2).

fosfocreatina a
creatina

naerobic

Actividad
Fisica

1 mol Palmitato + 23 O, + 129 Pi + 129 ADP —»16 CO; + 145 H,0 + 129 ATP

Figura 2. Obtencion de energia para actividad fisica. La actividad fisica necesita de
ATP que se produce por via aerbbica y anaerdbica.



1.3.1 Las hormonas tiroideas y el gasto energético .

Las hormonas tiroideas juegan un rol importante en la regulacion del gasto energético,
primordialmente por sus efectos en la termogénesis basal (gasto de energia necesaria
para sostener las funciones hemostaticas basales) y en la termogénesis adaptativa (calor
adicional producido en respuesta al desencadenamiento de sefiales que sostienen la
temperatura del corazén), de hecho se ha demostrado que el gasto metabdlico basal
puede ser disminuido 30% en ausencia de hormonas tiroideas, y la termogénesis
adaptativa en animales expuestos a frio también es marcadamente modificada (Silva
2003, Lechan y Fekete 2006).

Las hormonas tiroideas también tienen efectos en la lipogénesis y la regulacién del
apetito. La T incrementa la expresién de genes que codifican para enzimas lipogénicas
las cuales usan acidos grasos derivados de tejido adiposo como primer sustrato o bien
aumentan la toma de comida entre esta la enzima malica, glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa y la acetil coenzima A descarboxilasa, ya que las inyecciones periféricas
de T3 o por la induccion de hipertiroidismo se aumenta el doble la actividad de estas
enzimas en el tejido adiposo café (Goodrige et al 1978, Bianco et al 2005, Carvalho et al
1993); ademas existe evidencia de que T; incrementa la expresion de genes tempranos
en el hipotdlamo ventromedial e induce un incremento de cuatro veces la toma de comida

cuando es inyectada directamente en esta region hipotalamica (Kong et al 2004).

La T; también inhibe la sintesis de leptina, esto se observa en cultivos primarios de tejido
adiposo (blanco y pardo) e in vivo en animales administrados con dosis sistémicas de T;
(Ishii et al 2003, Medina-Gomez et al 2004), proponiendo un mecanismo alternativo
mediante el cual T3 puede incrementar el apetito y se ha postulado que los efectos de T3
en la lipogénesis y la toma de comida son compensatorios (Silva 2005).
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2. ANTECEDENTES

2.1 LAHORMONA LIBERADORA DE TIROTROPINA

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) fue la primer hormona hipofisiotrépica
purificada y caracterizada (Guillemin et al 1970). La TRH es un tripéptido derivado de un
precursor protéico de 26kD, en su forma activa tiene una secuencia piroglutamil-histidil-
prolin-amida (pGlu-His-Pro-NH,) que es sintetizado en varias regiones del hipotalamo
como el area predptica, el anterior, el lateral, los cuerpos mamilares, dorsomedial,
supradptico, supraquiasmatico, y en el paraventricular (NPV) donde se presenta una
mayor concentracion. También se sintetiza en otras regiones del SNC como la amigdala,
el hipocampo, el bulbo olfatorio, el nucleo reticular taldmico, los nucleos del Rafe
(Segerson et al 1987) asi como en pancreas, intestino, corazén, prostata, ovarios y
testiculos (Jackson et al 1983, Wilber et al 1998).

La TRH en su forma de péptido activo liberada de la eminencia media regula la sintesis y
secrecidn de la tirotropina (TSH) de la adenohipdfisis la cual produce la secrecion de la
triyodotironina y tiroxina en la tiroides; ademas induce la sintesis y liberacion de
prolactina (PRL) la cual entre otras funciones esta encargada de la secrecion de leche
(Haisendeder et al 1992), en condiciones patologicas la TRH también provoca la
liberacion de la hormona de crecimiento (GH) (Harvey et al 1990).

Debido a la amplia distribucién de la TRH en el SNC se ha propuesto que participa como
neuromodulador en el SNC. En la tabla 1 se resumen algunas de las actividades en las
qgue se ha involucrado a la TRH cuando se aplica en forma exogena (Garcia et al 2005,
Chen et al 1999, Gutiérrez 2005).
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Efecto

Descripcion

Referencias

Hipertension

Microinyecciones icv de 3 ng TRH en é&rea

predptica (involucrada en la funcién
cardiovascular) aumenta la presion arterial

y la velocidad del corazon.

Sharif NA 1985
Silva et al 2005

Actividad
locomotora

La administracion de TRH y analogos en
nucleo acumbens, septum y estriado

incrementan la actividad locomotora

Sharp et al 1984

Modula la ingesta
de comida y agua

Administracion periférica de TRH en ratas
inhibe la toma de comida y agua, también la
aplicacién central reduce el consumo de

agua.

Al-Arabi et al 2003
Susuki et al 1982
Vogel et al 1979

Termogénesis

Inyecciones icv e intraperitoneales de TRH
aumentan de temperatura corporal.

Boschi et al 1981
Shintani et al 2005

Tabla 1. Efectos no hipofisiotroficos de la TRH

2.1.1 Biosintesis de la TRH

La unidad transcripcional del gen de la TRH corresponde a un gen unico, cuyo DNAc se
ha descrito en humano, rata, rana, ratén y pollo (Richter et al 1984, Jackson et al 1983,
Cao et al 1998, Vandenborne et al 2005). Esta compuesto de tres exones: el primero
codifica para la region 5’ no traducida del RNAm, el segundo codifica para el péptido sefal
y una parte del amino terminal del precursor peptidico, el tercero codifica para las 5
secuencias repetidas de gin-his-pro-gly y el extremo 3" no traducido del RNAm. En la rata
la region promotora de esta secuencia estd comprendida entre —547 y +84 (Pérez-
Martinez et al 1999), la regiébn promotora 5” del gen de TRH de rata contiene la caja
TATA (-29pb) y un elemento de respuesta a SPI: SPIRE, dos elementos de respuesta al
factor de crecimiento epidermal, dos secuencias de unién al elemento de respuesta a
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AMPc, el factor de transcripcién AP1 compuesto por un dimero proteico (c-fos y c-jun),
dos elementos de respuesta a los receptores de hormonas tiroideas, asi como cuatro
elementos de respuesta a los receptores de glucocorticoides, dos secuencias con
homologia a una secuencia presente en la regiébn promotora del gen del péptido
natriurético auricular, que confiere expresién especifica y es homéloga al elemento de
respuesta del suero y una secuencia homoéloga a un enhancer neuronal (ver referencias
en Pérez-Martinez et al 1999).

La TRH se origina a partir de un transcrito sintetizado en el ndcleo celular, el cual es
transportado al citoplasma para ser traducido por los ribosomas cercanos al reticulo
endoplasmico rugoso (RER), generandose un precursor peptidico (preproTRH) de 26 kd.
El preproTRH es internalizado en forma cotraduccional al RER a través de su péptido
sefal el cual se elimina durante este proceso, generandose el pro-TRH. Posteriormente,
éste es transportado en vesiculas de transporte al Aparato de Golgi donde inicia el
procesamiento del proTRH por las enzimas de procesamiento o convertasas PC1 y/o
PC2, los productos del procesamiento inicial son empaquetados en vesiculas de
secrecion junto con las convertasas, la peptidilglicina a-amida monooxigenasa (PAM) y la
glutaminil cliclasa, las cuales se encargan de modificar los extremos amino y carboxilo de
la TRH activa. Las vesiculas de secrecion son transportadas por el sistema de
microtubulos del axén al sitio de liberacion del péptido activo (Murdoch et al 1983, Nillni et
al 1999).

2.1.2 Regulacion de la biosintesis de la TRH

Bajo diferentes condiciones fisiolégicas y experimentales las neuronas TRHérgicas del
nucleo paraventricular del hipotdlamo modifican la tasa de sintesis y liberacion de la TRH,
tales como: la lactancia, el ciclo estral, el ciclo circadiano, tiroidectomia, adrenalectomia,
estrés entre otras (Segerson et al 1987, Arancibia et al 1983, Tsigos et al 2002, Smith et
al 1995, Covarrubias el al 1988).

Se ha demostrado que éstas neuronas TRHérgicas del NPV reciben inervaciones
nerviosas provenientes de varias areas del cerebro que son inmunoreactivas a
neuropéptido Y (Broberger et al 2005, CRH, o GABA, Glutamato, serotonina,
noradrenalina (Mitsuma et al 1987, Stocca et al 1996, al-Damluji et al 1993), el péptido
relacionado con la proteina agouti (AGRP) (Fekete et al 2002, aMSH) y un transcrito
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regulado por anfetamina y cocaina (CART) (Fekete et al 2005, MCH) y ademas expresan
a receptores intracelulares como el de hormonas tiroideas y de glucocorticoides
(Kakucska et al 1992, Lee et al 1996).

Las hormonas tiroideas ejercen un control de retroalimentacién negativa sobre el nivel del
RNAm de la TRH y la TSH a nivel del hipotdlamo y la hipéfisis, respectivamente. Esta
regulacién solo ocurre en el NPV y los ndcleos del rafe, sugiriendo que es mediante el
receptor B para hormonas tiroideas (Wu et al 2000, Yang et al 1999). En animales
adrenalectomizados se observd un incremento del RNAm de la TRH en el NPV lo que
sugirid que los glucocorticoides regulan negativamente su biosintesis en dicha regién
hipotalamica (van Haasteren et al 1995). Sin embargo, experimentos in vitro, han
reportado que los glucocorticoides estimulan la sintesis del RNAm de TRH (Pérez-
Martinez et al 1999). Durante la lactancia el nivel de RNAm de TRH en las neuronas del
NPV de la rata disminuy6 al quinto dia de lactancia comparativamente con los niveles en
el dia 18 de gestacion y el dia de parto; debido a que las variaciones en el RNAm del TRH
presentaron un efecto opuesto al de la corticosterona circulante y a que las hormonas
tiroideas se encontraban disminuidas durante toda la lactancia, se propuso que los
glucocorticoides debian ser responsables de inhibir la sintesis del RNAm de la TRH en
esta condicién (Uribe et al 1995). Durante la lactancia, las neuronas TRHérgicas
presentan otra respuesta generada por la succién de la glandula mamaria de la madre
inducida por las crias en la cual a pesar de la disminucién que existe en el nivel de RNAm,
este estimulo induce un aumento transitorio en el RNAm de TRH en el NPV a la par que
se incrementa el nivel de corticosterona en sangre (Uribe et al 1993).

Por otra parte, en condiciones de exposicion al frio se ha observado la estimulacién del
eje tiroideo, ya que se observa un incremento rapido en el nivel de RNAm de TRH en
neuronas hipofisiotropicas del NPV (Arancibia et al 1983, Uribe et al 1993), también
existe un incremento en la secrecion de TRH en los capilares de los axones terminales de
la eminencia media (Rondeel et al 1991) que puede ser abolido con antisuero de TRH o
por ablacion del NPV (Ishikawa et al 1984) y ademas hay una aumento en el contenido de
TSH en plasma (Rodeel et al 1991); las catecolaminas aparentemente son esenciales
para esta respuesta a la exposicion al frio donde se incrementa la concentracién
hipotalamica de adrenalina y noradrenalina en perfusion “push-pull” (Rondeel et al 1991),
mientras que la deplecién de catecolamias desaparece la activacion del eje HHT en esta
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condicion (Arancibia et al 1989); por lo que se ha propuesto a los receptores o-
adrenérgicos como los responsables de modular la liberacion de TRH durante esta
condicion (Arancibia et al 1989). A diferencia de lo observado en el estrés por frio, en otro
modelo de estrés psicolégico como es la inmovilizacion, el RNAm de TRH disminuye
después de 0.5-2h de la restriccion (Garcia 2006). El estrés induce la expresion de la
neurotrofina BDNF en las neuronas TRHérgicas del NPV y en condiciones in vitro
claramente se ha demostrado que el BDNF aumenta la expresion del gene de TRH.
Durante la endotoxemia, condicién en la cual la demanda energética es elevada, asi como
el nivel de corticosterona en suero, también la sintesis del RNAm de TRH se disminuye en
el NPV (Brackett et al 1990). Con base en estas evidencias, podemos observar que la
biosintesis de TRH neuronas TRHérgicas del NPV se regula en condiciones de alteracion
metabdlica del organismo y su respuesta se adecua en funcién de los requerimientos
energéticos del mismo. Aun no se ha demostrado si el TRH participa como un modulador
del gasto energético o bien si su sintesis y liberacion se adecuan a la demanda del gasto
energético requerido en cada condicién metabdlica.

2.1.3 Regulacion de la biosintesis de TRH en condiciones de incremento de la
demanda energética.

La TRH tiene un importante rol en la regulacién de la homeostasis energética,
principalmente porque modula la funcién tiroidea orquestada por neuronas
hipofisiotropicas en el ndcleo paraventricular, ademas de que se han reportado efectos
centrales de la TRH en el comportamiento alimenticio, la termogénesis, la activacion
locomotora y la regulacion autonémica (Joseph-Bravo 2004, Lechan and Fekete 2006,
Jaimes 2006)

Las neuronas TRHérgicas hipofisiotropicas localizadas en la subdivisibon medial y
parvocelular del NPV disminuyen su concentracion del RNAm de la TRH durante el
ayuno; esta respuesta sobre la biosintesis de la TRH no parece ser producida por un
efecto de las hormonas tiroideas, ya que éstas se encuentran disminuidas en la sangre
(van Haasteren et al 1995). También se ha demostrado que los glucocorticoides regulan
parcialmente el efecto del ayuno sobre la biosintesis de la TRH, ya que en ratas
adrenalectomizadas se bloquea parcialmente el decremento en el nivel de RNAm de TRH
en respuesta a la deprivacion de alimento (Sheppard et al 1998). No solo los
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glucocorticoides participan en esta condicién, ya que como se menciond, la ingesta de
alimento en los mamiferos esta estrictamente regulada por una variedad de estimulos
periféricos y nerviosos (ver figura 3) que se originan del tracto gastrointestinal
(colecistoquinina, ghrelina), pancreas (insulina), tejido adiposo (leptina); y de los nucleos
hipotalamicos (arcuato, dorsomedial, lateral y ventromedial) los cuales convergen sobre
las neuronas TRHérgicas del NPV regulando su actividad metabdlica en ayuno (Fekete et
al 2002, Popovic et al 2005).
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Figura 3. Representacion esquematica de las sefiales mas importantes involucradas en la
homeostasis energética. Orexigénicas (café), anorexigénico (verde) eferentes del nucleo arcuato
(ARC) al NPV, el hipotalamo lateral (LH), nicleo ventromedial (VMN), e hipotalamo. ANS, Sistema
nervioso autonémico, BDNF factor neurotréfico derivado del cerebro; CCK, colecitoquinina, gc,
glucocorticoides; ME, eminencia media; NE, noradrenalina; NTS, nucleo del tracto; Ob-Rb, receptor
de leptina; YY, péptido YY; 5HT, serotonina. Lineas continuas representan circuitos bien
caracterizados y lineas discontinuas posibles reguladores (Tomado de Joseph-Bravo, 2004)
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La mayoria de las proyecciones de las neuronas TRHérgicas del NPV van dirigidas al
nucleo arcuato hipotalamico y se ha sugerido que fisiol6gicamente la interaccion entre
estas regiones puede ser el mecanismo primario para el desarrollo de hipotiroidismo
central asociado con el ayuno, por la expresion de diferentes péptidos (a-MSH/CART y
AGRP/NPY) que es mediado por la circulacion de leptina (Ahima et al 1996, Legradi et al
1997, Lechan y Fekete 2004). Durante las insuficiencias nutricionales, como ocurre en el
ayuno la secrecion de leptina disminuye induciendo la ingesta, ademas en esta condicién
se ha observado la caida en los niveles de hormona tiroidea en sangre periférica, una
reduccion del RNAm de TRH en el NPV, en la secrecion de TRH y TSH en el torrente
sanguineo (ver referencias en Lechan et al 2006).

Se ha reportado que si la leptina es administrada via sistémica o centralmente en
animales en ayuno se previene la reduccién en los niveles circulantes de hormonas
tiroideas, TSH y RNAmM-TRH en el nacleo paraventricular (Ahima et al 1996, Legradi et al
1997), también se sabe que la leptina puede incrementar la expresién de proTRH en
algunas neuronas del nucleo paraventricular (Legradi et al 1997). Recientemente se ha
reportado a la leptina como regulador de la expresién de las convertasas PC1 y PC2 las
cuales son esenciales para la maduracién del precursor del TRH, ya que en condiciones
de ayuno al administrar leptina se incrementa la accién de las convertasas comparando

con animales en la misma condicién en donde disminuye la accién (Nilaweera et al 2003).

CART (Cocain Amphetamin Regulated Trancript) es co-localizado en aproximadamente
50% de las axones catecolaminérgicos en contacto con neuronas TRHérgicas en el NPV
(Wittmann et al 2004), y este incrementa la expresion génica de TRH en el NPV (Fekete
et al 2000) y la acumulacion de monoaminas en varias regiones del cerebro (Vaarmann
y Kask 2001), CART también puede contribuir a la activacion del eje HHT durante la
exposicién al frio por efectos directos en las neuronas TRHérgicas o por la potenciacion
de la secrecién catecolaminérgica (Wittmann et al 2004).

Cuando es administrado icv a-MSH y CART tiene potentes efectos para restaurar la

supresién del contenido del RNAmM-TRH en neuronas hipofisiotrépicas durante el ayuno
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(Fekete et al 2000). Ademas, datos de estudios in vitro muestran que o-MSH y CART no
solo incrementan la expresion génica de TRH, sino que también incrementan la liberacién
de TRH de rebanadas hipotalamicas y de cultivos hipotalamicos (Fekete et al 2000, Kim et
al 2000 y Nillni et al 2000).

AGRP y NPY tienen potentes efectos inhibitorios en la sintesis del TRH en las neuronas
hipofisiotropicas (Fekete et al 2002). Cuando alguno de estos péptidos es administrado icv
en animales con alimentacion ad libitum genera un estado de hipotiroidismo que es
estrechamente comparable con lo observado en animales en ayuno (Fekete et al 2001).
La continua administracién de AGRP icv, provoca una reduccién de mas del 60% del
RNAmM-TRH en neuronas hipofisiotropicas y aproximadamente un 50% en la circulacién
de hormonas tiroideas, del mismo modo la administracion de NPY reduce 55% el RNAm-
TRH y los niveles de las hormonas tiroideas circulantes (Fekete et al 2001). Los efectos
inhibitorios de AGRP en la expresion génica del TRH es resultado de la activacion
antagonista de o-MSH a los receptores de melanocortina (Haskell-Luevano y Monck
2001), también se ha sugerido la posibilidad de que AGRP puede también unirse a otros
receptores de melanocortina (Hagan et al 2000). Por otra parte los efectos inhibitorios de
NPY en la expresién génica de TRH son mediados a través de los receptores Y1 y Y5
(Fekete et al 2002), ambos receptores son acoplados a proteinas G y uno de los posibles
mecanismos para esta inhibicién en la expresién génica de TRH es la reduccion de
pCREB en el nucleo de las neuronas TRHérgicas; esta disminucion en la respuesta se ha
demostrado en animales pretratados con NPY y con una posterior administracion de o-
MSH, observandose una reduccion del 40% de neuronas TRHérgicas que contienen
pCREB en su nucleo comparado con animales tratados con o-MSH y pretratados con
hormona samatomamotropica carionica (CSH) artificial (Sarkar y Lechan 2003, ver
referencias en Fekete y Lechan 2006).

La TRH tiene accion anorexigénica; la administracién central o periférica de TRH (5ug/h)
o analogos de TRH reducen consistentemente la toma de alimentos (Horita et al 1998;
Steward et al 2003, Al-Arabi y Andrews 2003), esta reduccion en la toma de comida se ha
observado en animales con alimentacion ad libitum, en animales que han sido sujetos a

ayuno con reintroduccién de comida y con en condiciones de estrés alimenticio; en este
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ultimo modelo se ha demostrado que el efecto no es dependiente de catecolaminas, ya
que la deplecion de catecolaminas en el cerebro con 6-hidroxidopamina no bloquea esta
accion del TRH sobre la reduccién de la ingesta (Vogel et al 1979). El locus preciso del
efecto anoréxico de la TRH aun se desconoce, pero inyecciones directas de TRH en el
hipotdlamo medial y nucleo acumbens hace que se presente este efecto anorexigénico
(Susuki et al 1982).

Estudios realizados por Kelley et al (2004) han demostrado que el nlcleo acumbens y el
nucleo central de la amigdala estéan involucrados en el control de la toma de alimentos y
su funcionamiento es parte critica entre circuitos corticales y circuitos hipotalamo/tallo
cerebral. La amigdala estd densamente innervada por axones TRHérgicos provenientes
del hipotalamo principalmente (Lechan et al 1987) y tienen un rol importante en el control
y consumo de comida (Kelley et al 2004).

Por otra parte se ha demostrado que la activacion de aferentes vagales de TRH del tallo
cerebral juegan un papel critico en el control de la toma de comida; ya que la accién
orexigénica del TRH en el tallo cerebral es mediada por estimulacién vagal-colinérgica de
la liberacidén de ghrelina gastrica (Ao et al 2006) ya que inyecciones de analogos de TRH
induce un incremento en los niveles de ghrelina en suero y un pretratamiento periférico
con antagonistas del receptor de ghrelina o con atropina eliminan por completo el
aumento en la toma de comida inducido por el andlogo de TRH (Ao et al 2006).
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3. HIPOTESIS.

Si la TRH juega un papel importante en la regulacion de la homeostasis energética por
sus efectos en la funcion tiroidea y en el comportamiento alimenticio, la termogénesis, la
actividad locomotora y la regulacion autonémica, entonces en un regimen de ejercicio
voluntario donde se observan efctos en todas estas funciones podria modular la actividad
de las neuronas TRHérgicas en algunas regiones del SNC.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:

Determinar si el incremento en el gasto energético regula la actividad de las neuronas
TRHérgicas en regiones involucradas en la homeostasis energética.

4.2 Objetivos particulares

Monitorear la actividad del eje hipotalamo hipdfisis tiroides y adrenal durante el

ejercicio voluntario.

Definir si existen cambios en la concentracién de TRH en diferentes regiones del

sistema nervioso central durante el ejercicio voluntario.

Medir si el ejercicio voluntario modula el nivel de RNAm-TRH en el tallo cerebral.

20



5. MATERIAL Y METODOS.

5.1 Animales.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 2 a 3 meses de edad (con un peso entre
250 y 300g), mantenidos en periodo de luz y oscuridad de 12-12 horas, con temperatura
controlada de 21 a 24°C; agua y alimento ad libitum.

En este procedimiento experimental utilizamos 3 grupos de ratas (5-6 ratas por grupo): un
grupo de ratas ejercitadas y dos grupos controles: sedentarias e intactas. El experimento
se llevé a cabo en el periodo de actividad de las ratas (ver figura 4).

5.2 Estrategia experimental.

Las ratas ejercitadas se colocaron en una caja de acrilico provista de una rueda giratoria
(diametro de 0.245m) con un contador de giros integrado durante el periodo de actividad
de ~12 horas (de 18:30 y se retiraban a las 8 a.m.) durante 1, 3, 7 y 14 dias; las ratas
sedentarias, también se colocaron en cajas individuales durante el periodo de actividad y
se colocaron en grupo al mismo tiempo que las ejercitadas, mientras que las intactas

estuvieron en grupos todo el tiempo (ver figura 4).
El peso de las ratas, el consumo de agua y de alimento (en periodo de actividad y de

reposo) fue medido cada dos dias, mientras que la distancia recorrida por cada rata se

registré diariamente.
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Intactas

— 18:30 ACTIVIDAD: periodo de oscuridad
I
Aisladas en jaulas Aisladas en Agrupadas en
de ejercicio jaulas de ratas jaulas con otras
S (con rueda de (solas) ratas
E actividad)
S !
e 7:30 REPOSO: periodo de luz
O |
N Agrupadas en Agrupadas en Agrupadas en
jaulas de ratas jaulas de ratas jaulas de ratas
L 9:30 _ Después de 1, 3, 7 y 14 sesiones, las ratas fueron

sacrificadas 2h después del (iltimo periodo de actividad

Figura 4. Diagrama del protocolo experimental utilizado en este trabajo. Distribucion de los

grupos experimentales durante el periodo de actividad y reposo.

Dos horas después del ultimo periodo de actividad, todos los animales fueron sacrificados
por decapitacién, en un lapso no mayor a 2 horas; disecamos los cerebros e
inmediatamente se obtuvo: el hipotalamo medio basal, la hipdfisis dividida en el I6bulo
anterior y el I6bulo neurointermedio. Todos los tejidos fueron congelados en hielo seco y
mantenidos a —70° C para subsecuentes analisis de TRH y el RNAm de TRH y CRH.

Durante el sacrificio también se obtuvo el peso de la grasa parda y blanca interescapular y
en algunos casos la epididimal, las glandulas adrenales por separado en glandula
izquierda y glandula derecha. También se recolecté sangre de donde se obtuvo el suero
al centrifugar las muestras a 2500rpm durante 30 min. (Beckman Model TJ-6, rotor 74mm)
y después se mantuvo congelado a -20°C para posterior cuantificacion de T3, TSH,

corticosterona y prolactina.
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5.3 Diseccion.

Disecamos los cerebros semicongelados con una navaja tipo Gillette para obtener
rebanadas transversales de diferente grosor para su posterior extraccion con
sacabocados de diferentes medidas en regiones especificas del SNC, se obtuvieron y
procesaron de forma independiente el lado derecho del izquierdo: septum, acumbens,
area preoptica, hipotdlamo posterior (hipotdlamo ventromedial y dorsomedial), nucleos
mamilares, amigdala, hipocampo anterior e hipocampo posterior y talamo; mientras que el
area de nucleo paraventricular y nucleos del rafe no se dividieron. Todas las disecciones

se hicieron tomando como referencia el atlas de Palkovits et al 1988 (ver figura 5).
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Figura 5. Cortes coronales del cerebro de rata, donde se
obtuvieron diferentes regiones para la cuantificacion de TRH y su
mensajero. En las figuras los nombres se muestran el lado izquierdo.
Septum (s), acumbens (Ac), area predptica (Ap), amigdala (A.m.),
hipocampo anterior (HppA) , hipocampo posterior (HppP), talamo (Tal),
nucleo paraventricular (NPV), hipotalamo dorsomedial y ventromedial
(Htpdv), Cuerpos mamilares (Htpm).
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5.4 Extraccion de TRH

A los tejidos se les agreg6 acido acético al 20% en una proporcion de 10% (P/V) y se
homogenizaron con un sonicador (Ultrasonic homogenizer 4710) de 10-15 seg. (ver tabla
1), se centrifugaron a 10,000 rpm durante 15 minutos (Centrifuga Jouan MR1822 rotor de
radio 83mm) se recuperd el sobrenadante, de éste se generaron dos alicuotas una para
TRH y otra para proteina, la fraccién de TRH se evapor6 a sequedad; posteriormente se
agregd 1ml de metanol al 90% y se dejé a —20°C por toda la noche. Después se
centrifugaron a 10,000rpm durante 15 minutos, se recuperd el sobrenadante y se dejo
secar para posteriormente cuantificar TRH por radioinmunoensayo. En la otra alicuota (ver
tabla 2) se cuantificd el contenido de proteina por el método de Bradford (BioRad).

Region Ac. Acético | Alicuota para | Alicuota para Fraccién de Buffer
(pet) medir TRH medir Proteina con TRH utilizado
(ulh) () para medir por RIA
S 300 230 40 2/6
Ac 500 420 50 2/6
Ap 500 420 50 1/3
Htpdv 500 420 50 1/3
Htpm 500 420 50 1/3
A.m. 800 700 70 2/6
HppA 800 700 70 2/6
HppP 1200 1000 100 2/6
Tal 1200 1100 50 2/6
HMB 300 230 50 1/3
LNI 300 230 50 1

Tabla 2. Volumenes utilizados en la extraccion y cuantificacion de TRH en diferentes
regiones. Extraccién de TRH en diferentes regiones del Sistema Nervioso Central. Septum (S),
Acumbens (Ac), Area predptica (Ap), Hipotalamo dorsomedial y ventromedial (Htpdv), Cuerpos
mamilares (Htpm), Amigdala (A.m.), Hipocampo anterior (HppA), Hipocampo posterior (HppP),

Talamo (Tal), Hipotalamo Medio basal (HMB), Lébulo neurointermedio (LNI).
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5.5 Radioinmunoensayos (RIA): de TRH en tejidos del SNC, corticosterona (B),
tirotropina (TSH), prolactina (PRL) y Triyodotironina (T3) en suero.

El radioinmunoensayo (RIA) se basa en la competencia que se establece, para unirse a
un anticuerpo policlonal, entre la sustancia a cuantificar y cantidades fijas de la hormona
marcada con un isétopo. Al establecerse esta “competencia” resulta que a mayor cantidad
de hormona, menor sera la cantidad de sustancia radiactiva que se une al anticuerpo y

viceversa.

Los resultados se obtienen al medir la radiactividad de la hormona marcada unida al
anticuerpo 6 de la hormona marcada libre mediante un contador de radiaciones. Una vez
medida la radiactividad de cada tubo se construye una curva con los resultados obtenidos
con cantidades conocidas de hormona sin marcar y marcada. A esta curva se interpolan
los valores obtenidos de los sueros problema y se obtiene la concentracion de la hormona

no marcada a investigar.

La descripcion de la preparacion de cada ensayo esta en la tabla 3 y fue realizado segun
lo publicado en Méndez et al 1987. En cada uno de los ensayos se realizaron controles:
Cuentas por minuto (cpm) totales (T), unién no especifica (NSB) y unién en ausencia de la
hormona fria (B0). Una curva estandar por triplicado que consistié en 5, 10, 25, 50, 100,
250, 500, 1000, 2000 y 4000pg de TRH, TSH, B y PRL, y para T3 fue 20, 50, 100, 200 y
600ng/dl, en 100ul de buffer de RIA para T3 (Kit C) y TRH, 200ul para TSH y PRL, y en
500ul de buffer diluyente de esteroides (fosfato de sodio 10mM, pH 7.5, cloruro de sodio
150 mM y gelatina 0.1%) para el caso de corticosterona (segun lo reportado por ICN).
Todas las muestras se cuantificaron por duplicado (ver tabla 3).

Después de anadir el anticuerpo, las muestras de TSH, PRL y T3 se incubaron a
temperatura ambiente por 24 h, después se adicioné la hormona marcada y se incub6 por
24 h mas, las muestras de TRH solo se incubaron a 4°C de 36 a 48 h y las de T3 por
12h a 4°C. Posteriormente el complejo antigeno/anticuerpo se precipité agregando 1ml
de etanol absoluto frio (TRH) mas 100wl de anticuerpo IgG al 2.5% , 100ul de suero
normal de conejo al 2% y 1ml de polietilenglicol 4% (TSH) o 100ul de y-globulina bovina
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0.5% y 500ul de polietilenglicol al 20% (PRL) o 200ul de carbén dextran (B) y por
centrifugacion a 5000rpm por 30 min; para la T3 el complejo se incuba durante 2h a 37°C
en bano de agua para inducir que el complejo se pegue a las paredes del tubo. Por ultimo
se aspird el sobrenadante (para T3 solo se decantaron los tubos) y el complejo antigeno-
anticuerpo precipitado se cuantificé en un contador gamma (LKB-Wallac, 1275) para la
TRH, TSH, T3 y PRL o en un contador beta (LS-60001C, Beckman) usando liquido de

centello para la corticosterona.

RIA CPM NSB BO Muestras Buffer RIA
totales unién no
especifica
TRH |100pl 100ul TRH-|{100ul  TRH-1"®|100ul de muestra |50mM PO, pH
TRH-1"° 1'% 200pl | 100ul buffer RIA | 100ul TRH-1'° 7.5
(5,000cp |buffer RIA° | 100ul anticuerpo|100ul  anticuerpo | 150mM NaCl
m) anti-TRH anti-TRH 0.25% BSA
(1:10,000) (1:10,000)
B 100ul  B-|100ul B-H® |100ul B-H® 500ul suero | 10mM PO, pH
H® 600l buffer | 500ul buffer RIA | (1:500) 7.5
(10,000cp |RIA 100ul anticuerpo | desnaturalizado a 150mM NaCl
m) anti- B (1:1,200) |98°C por 10min.  |0.1% Gelatina
100ul B-H?® de piel de
100ul  anticuerpo | becerro
anti-B (1:1,200)
TSH |100pl 100ul TSH-|100ul TSH-1'# 50ul suero 50mM PO, pH
TSH-I'"® | ' 200pl buffer RIA | 100ul TSH-1"% 7.5
(10,000cp |300ul buffer | 100pl anticuerpo | 100ul  anticuerpo | 150mM NaCl
m) RIA anti-TSH anti-TSH 1 %BSA
(1:375,000) (1:375,000) S50mM EDTA
50ul buffer RIA
PRL | 100l 100ul PRL-|100ul PRL-I'* 50ul suero 50mM PO, pH
PRL-I"®  [I'® 200u! buffer RIA | 100ul PRL-I'2 7.5
(10,000cp |300ul buffer | 100ul anticuerpo | 100ul  anticuerpo | 150mM NaCl
m) RIA anti -PRL | anti PRL|1 %BSA
(1:105,000) (1:105,000) 50mM EDTA
50ul buffer RIA
T3 1,oooku 1,000ul T3-|1,000ul T3-1'® 100ul suero Buffer de
T3-I" |20 100p! buffer RIA | 1000ul T3-1"% suero humano
(10,000cp | 100ul buffer | Tubos con Ab Tubos con Ab
m) RIA

Tabla 3. Descripcion de las curvas estandares empleadas en las determinaciones

de las diferentes hormonas. BO=Unién en ausencia de hormona fria
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5.5.1 Determinacion de la concentracion de la TRH, TSH, PRL, By T3.

Para la transformacion de los datos, se produce una gréfica lineal de dosis-respuesta para
el célculo de la concentracién de hormona en las muestras. En los radioinmunoensayos
realizados para las muestras de este experimento usamos la regresion logiT de (B/BO0)
contra el logaritmo de la dosis:

LogiT (B/B0) = Ln [(B/B0) / 1-(B/B0)]

De esta forma cuando los datos de cpm y dosis de hormona estandar se meten al
programa adecuado de transformacion Logit —Log se obtiene una correlacién lineal, y al
meter al mismo programa los datos de cpm de las muestras se obtuvieron los valores de
hormona contenidos en las mismas. Finalmente, considerando el volumen de muestra y
las diluciones realizadas (factor de dilucién) se determind la concentracién final de la

hormona.

5.6 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford.

Realizamos un microensayo de Bradford para determinar el contenido de proteinas, para
realizar la curva patrén, se utiliz6 como fuente de proteina BSA (0.5mg/ml) a diferentes
concentraciones para tener una rango lineal para asi calcular la concentracion de proteina
en las muestras; la curva se realiz6 por duplicado (ver tabla 4).

La solucién de Bradford se diluy6é 1:4 en agua destilada y deionizada, después se filtrd

para remover particulas que se puedan generar.

Concentracion pl BSA H.O Bradford diluido
%:) (0-5pg/pl) () 1:4 ()
Blanco 0 0 10 200
1 0.5 1 9 200
2 1 2 8 200
3 1.5 3 7 200
4 2 4 6 200
5 2.5 5 5 200
6 3 6 4 200
7 3.5 7 3 200
8 4 8 2 200
9 4.5 9 1 200
10 5 10 0 200

Tabla 4. Curva estandar para el ensayo de microBradford
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Las alicuotas de proteina con &cido acético obtenidas de las diferentes regiones (ver
tabla 1), se neutralizaron con un volumen (1:1) de NaOH 2.5N posteriormente se tomaron
diferentes volumenes de proteina dependiendo de la region (ver tabla 5) para hacer la
cuantificacién de proteina. Por Ultimo se le agregé a cada muestra 200ul de Bradford
diluido y se midi6 la absorbancia a 595nm un espectofotometro marca Zaphire utilizando
el programa Tecan.

Después de obtener los valores de la curva patrén sé graficaron los datos para obtener la
ecuacion de la recta que nos permitid calcular la concentracion de proteina de las

muestras.
Region | Muestra | Region Muestra | Region Muestra | Region Muestra
(ul) (ul) (ul) (ul)
A.m. 8 Htpm 10 S 15 LNI 10
HMB 15 Htpdv 14 Tal 10 HppP 10
Ap 7 HppA 9 Ac 15

Tabla 5. Cantidad de muestra de proteina diluida 1:1 en NaOH (2.5 N)de cada region
utilizada para el ensayo de Bradford.

5.7 Extraccion de RNA

Del nucleo paraventricular y del rafé (incluidos los nucleos del rafe y el area gris
periacueductal) disectados se obtuvo el RNA total, utilizando el método de tiocianato de
guanidina (Chomczynski et al 1987). El primer paso consistié en homogenizar el tejido en
un sonicador (Ultrasonic homogenizer 4710) en solucion D (4M tiocianato de guanidina,
25 mM de citrato de sodio pH 7.2, 0.5% de sarcocil, 0.1MB-mercaptoetanol) en una
relacion de 0.1mg de tejido por mililitro de solucidn, después se mezclé con 1/10 del
volumen del homogenado de acetato de sodio 2M pH 4, un volumen de fenol saturado en
agua libre de RNAsas y 0.2 vols. de cloroformo alcohol isoamilico 49:1, al mezclar con el
vortex se obtiene una solucién lechosa al agitar; se centrifugaron las muestras a
14000rpm ( Microcentrifuga Jouan, rotor con un radio de 74mm) por 16 min a 4°C, se
recuperd la fase acuosa en un tubo estéril y se agregé un volumen de fenol saturado en

agua libre de RNAsas (ver anexo 2) y un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico, se
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volvié a agitar y centrifugar a 14000 rpm (Jouan, rotor con un radio de 74mm) por 16 min.
a 4°C; después se recuperé la fase acuosa y se le agregaron dos volumenes de etanol
absoluto para el NPV y un volumen de isopropanol en el caso del rafé, después se dej6
reposar toda la noche a —70°C.

Las muestras del rafé se precipitaron centrifugando a 15000 rpm (Jouan rotor de radio 60
mm) durante 35 min; la pastilla resultante se resuspendié en la mitad del volumen del
homogenado inicial de solucién D para después agregar dos volumenes de etanol
absoluto y se guardaron a —70° por un lapso de 3 horas.

Posteriormente todas las muestras (NPV y Rafé) se centrifugaron a 15000 rpm (Jouan
rotor con un radio de 60mm) durante 35 min; a la pastilla se le agregé 500ul de etanol
75% frio, mezclando suavemente para lavar la pastilla, se centrifugé a 15000rpm (Jouan
rotor con un radio de 60mm) por 15 min a 4°C (este lavado se realizo dos veces), y se
decant6 para dejar secar la pastilla a temperatura ambiente. Después se resuspendié en
agua libre de RNAsas, 1/20 del volumen de NaCl 4M y tres volumenes de etanol absoluto
frio dejando en congelacion a —70°C por lo menos tres horas. Por ultimo las muestras se
centrifugaron a 15000 por 35 min. a 4°C, y se les hizo un lavado con 500ul de etanol 75%
frio, se centrifugaron 15000rpm (Jouan rotor con un radio de 60mm) por 15 min a 4°C, se
decantaron y la pastilla se dejé secar a temperatura ambiente. Las muestras fueron
resuspendidas en agua libre de RNAsas (ver anexo 1) y cuantificada la concentracién de
RNA inmediatamente.

5.7.1 Cuantificacion de la concentracion de RNAm total.

Las pastillas son resuspendieron en agua libre de RNAsas (50ul para NPV y 100ul para
rafé), tomando de cada muestra 2ul para diluir en 98ul de agua; de esta ultima solucion se
colocd en una celda de cuarzo (Sigma) de 100ul. La cuantificacion del RNA se hizo
midiendo las densidades épticas (DO) a 260nm y también se registraron las medidas de
230, y 280nm para calcular la pureza del RNA en un espectrofotometro (DU 650,
Beckman). Para calcular la concentracién de RNA con los valores obtenidos a 260nm se
hizo el siguiente calculé:
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Densidad dptica x factor de diluciéon x 40 x 1000 = ug de RNA/ ul
Donde una OD a 260nm = 40ug RNA /ml

El grado de pureza se obtuvo por la relacidon 260/230nm (para las sales) y 260/280 (para
las proteinas), de forma que valores mayores de 1.5 en estas relaciones se consideraron

como viables para hacer la transcripcion reversa.

5.7.2 Obtencion de cDNA a partir del RNA por transcripcion reversa (RT)

Después de saber la concentracién de RNA, se tomaron alicuotas de cada muestra para
tener 1ug y se secaron a vacio.

Las alicuotas de 1ug de muestra de RNA se resuspendieron en 12ul de agua libre de
RNAsas, y se calentaron por 15 min a 65° para posteriormente colocar 5 min a 4°C;
después se agregd una mezcla para llevar a cabo la reaccion (8.9 ul de agua libre de
RNAsas, 6ul de Buffer 5x, 3ul DTT 0.1M, 1 pl de oligo dT (500ng/ul), 0.6 ul dNTPs 10mM
y 0.5ul de Transcriptasa Reversa 200U/ul) y por ultimo se incub6 a 37°C por 2h.

5.7.3 Amplificacion del cDNA por PCR.

En las muestras del NPV se cuantifico el contenido de mRNA-TRH y mRNA-CRH, y en el
Rafé, solo se cuantificé el contenido de mRNA-TRH; para ambas regiones se cuantificd
como control de cantidad de RNAm el contenido de mRNA de ciclofilina (en el anexo 3 se
indican los oligonucleotidos que se utilizaron en la reaccién).

De las reacciones de transcriptasa reversa se toma 3 ul de cDNA para TRHy 6 ul CRH, y
4ul de cDNA para ciclofilina, posteriormente se agregé una mezcla para llevar a cabo la
reaccion (ver tabla 6), para el cDNA-TRH y cDNA-CRH en el NPV se estandarizaron las
reacciones a 24 ciclos y en Rafé a 26 ciclos, mientras que para ciclofilina en NPV se
estandarizaron las reacciones a 22 ciclos y 24 ciclos en el Rafé; todas las reacciones de
cDNA-TRH y cDNA-ciclofilina se hicieron con ciclos de 94°C 1:15s, 64°C 1min, 72°C 1min;
y para las reacciones de CRH los ciclos fueron de 94°C 1:15s, 63°C 1min, 72°C 1min.
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Los fragmentos de DNA de TRH vy ciclofilina posteriormente se cuantificé la cantidad de
DNA por medio de un gel de Agarosa al 2%/TBE1x para DNA de TRH/ciclofilina y 2.5%
para DNA de CRH/ciclofilina, cargando 10ul de DNA-TRH o CRH, 4ul de ciclofilina (3ul en
el caso del Rafé) y 3ul de colorante en Buffer TBE al 0.5x. La electroforesis dur6
aproximadamente 40 minutos a 100volts. El gel fue tefido con bromuro de etidio al 1%
(diluido en agua desionizada con una concentracion 0.06ul/L) durante 10 min. en agitacion
y se dejo destifiendo en agua destilada otros 10 min. Posteriormente se capturo la imagen
del gel por medio de un analizador de imagenes (Fluor S Multimager) que con luz
ultravioleta capta la intensidad de las bandas correspondientes al DNA. Por ultimo, los
datos se graficaron con una relacién de las unidades arbitrarias de mMRNA-TRH o mRNA-
CRH sobre mRNA de ciclofilina.

TRH (NPV) TRH (RAFE) CRH Ciclofilina

36 ul HO 33ul HO 33 ul HO 35ul HO

5ul  Buffer 10x 5ul Buffer 10x 5ul  Buffer 10x 5ul  Buffer 10x

2.5 ul MgCl, 20x 2.5 ul MgCl, 20x 2.5 ul MgCl, 20x 2.5 ul MgCl, 20x

1ul Oligo TRHs 1ul Oligo TRHs 1ul Oligo CRHs 1ul Oligo ciclofilina s
25pmol/pl 25pmol/pl 25pmol/ul 50 pmol/pl

1ul Oligo TRHas 1ul Oligo TRHas iul  Oligo CRHas | 1ul Oligo ciclofilina As
25pmol/pl 25pmol/pl 25pmol/ul 50 pmol/ul

1w dNTPs (10mM) | 1ul dNTPs (10mM) |1l NTPs (10mM) |1l INTPs (10mM)

0.5ul Taq 0.5ul Taq polimerasa | 0.5ul Taq polimerasa |0.5ul Tag polimerasa
polimerasa 5U/ul | 5U/ul 5U/ul 5U/ul

3ul cDNA 6ul cDNA 6ul cDNA 4ul cDNA

Total 50ul Total 50ul Total 50ul Total 50pul

Tabla 6. Especificaciones para la reaccion de amplificacion del fragmento del RNA
de TRH, CRH y Ciclofilina.
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5.8 Analisis estadistico.

Se determind la significancia estadistica usando el analisis de varianza (ANOVA
programa Statview 4.5) cuando el analisis de varianza present6 una p<0.05 las diferencias
significativas entre los grupos se calcularon utilizando el método de comparaciones
multiples de Duncan.
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6. RESULTADOS.

6.1 PARAMETROS FiSICOS MEDIDOS EN EL MODELO DE EJERCICIO
VOLUNTARIO.

6.1.1 Distancia recorrida por sesion. Se determiné la distancia recorrida por dia
en cada rata que fue sometida a ejercicio voluntario. Como se aprecia en la fig. 6 la
mayoria de los animales de los diferentes grupos iniciaron con un recorrido de alrededor
de 250m el cual fue incrementando gradualmente hasta llegar a un maximo de 500m por
sesion.

500

400 -

Distancia recorrida
(m)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Sesiones

Figura 6. Distancia recorrida por sesion de las ratas macho sometidos a ejercicio
voluntario entre 1 y 14 sesiones. Los valores representan el promedio £+ ESM en metros
recorridos por cada animal. La distancia se calculé multiplicando el nimero de vueltas por sesion
por el diametro de la rueda (0.7276m). EI nimero de animales utilizados en las diferentes
sesiones fue: 12 sesién (35), 2 y 3 sesiones (30), 4, 5, 6 y 7 sesiones (20), de 8 a 14 sesiones
(10)

6.1.2 Monitoreo del peso corporal de los animales. Todos los animales fueron pesados
un dia antes (T0=100%) y durante el experimento (cada tercer dia). Observamos que el
ejercicio generd una disminucién significativa en la ganancia de peso corporal con
respecto al grupo intacto y sedentario (figura 7). Desde la sesiéon 2 se observa que las
ratas ejercitadas ganaron 1.8% de su peso con respecto al dia T0, y 4.5% el sedentario,
haciendo una diferencia significativa del 2.7%; para la sesion 3 ganaron 1.1% las
ejercitadas, 5.8% las sedentarias y 5.7% las intactas con respecto a su peso en TO,
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generando una diferencia significativa del 4.7 y 4.6% respectivamente, esta disminucion
se mantuvo hasta la sesién 14 con 8.7% con respecto al grupo sedentario y 6.2% con el
intacto. Los grupos sedentario e intacto mantuvieron un incremento en el peso corporal de

2.8% Yy 2.5% diario sin observarse cambios significativos entre estos dos grupos.

—&—EJER—B—SED —A—INT

115+
110
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90 T T 1
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Fig. 7 Influencia del ejercicio sobre la ganancia en el peso corporal. Las graficas representan
los valores del porcentaje de peso ganado cada tercer dia con respecto al peso inicial (100%) del
grupo ejercitado, sedentario e intacto. Significancia estadistica: p<0.01 de sedentarias con
respecto a ejercitadas (a) y de intactas con respecto a ejercitadas (b) p<0.05. Ejer:ejercitadas,
Sed: sedentarias, Int: intactas. El nimero de animales utilizados por sesion: 12: nEjer:30,
nSed:32, nInt:32; 22: nEjer:25, nSed:27, nInt:28; 32: nEjer:10, nSed:10, nint:11; 42 : nEjer:15,
nSed:17, nint:17; 62 y 72 sesién: nEjer:15, nSed:17, nint:17; de la sesién 82 a la 142: nEjer:5,
nSed:5, nint:6.

6.1.3 Consumo de alimento en periodo de actividad y reposo. Todos los animales
fueron mantenidos con alimento ad libitum, el consumo de alimento fue determinado cada
tercer dia y el dia del sacrificio en todos los experimentos. Se determiné ademas, el
consumo en el periodo de actividad (noche) y de reposo (dia). En el periodo de actividad
observamos que el ejercicio redujo 34% (p<0.05) y 32% (p<0.05) el consumo de alimentos
con respecto a las ratas intactas y sedentarias a partir de la tercera sesion manteniéndose
asi hasta la sesién 14 (p<0.05). Las ratas sedentarias mantuvieron una tendencia de
mayor ingesta con respecto al grupo intacto haciéndose mayor en la sesiéon 14 (13%). Si
bien las ratas ingieren un porcentaje menor de alimento durante el periodo de luz
comparado con el periodo activo (obscuridad) observamos que las ratas ejercitadas
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comieron un poco mas que los animales intactos y sedentarios en el periodo de reposo;
fue evidente que a las 14 sesiones el consumo de alimento aument6 15% (p<0.05) y 22%
(p<0.05) con respecto al grupo intacto y sedentario. Al calcular el consumo total de
alimento (actividad + reposo) aun se mantuvo la disminucion significativa del 20%
(p<0.05) con respecto a sus dos controles desde la 3% sesion hasta la 14%. No observamos
diferencias significativas en la ingesta de alimento de los grupos sedentarios e intactos
(tabla 7), aunque se observa una tendencia a ser mayor en el grupo sedentario.

SESIONES
1 3 7 14
Actividad (g) | EJER 15+ 1 44 + 2@P 103 £ 5@" 164 +16@°
SED 15+2 59+3 135+5 252 +14
INT 16+2 58 + 2 127 £ 4 223 +13
Reposo (g) |EJER 7 +£1 13 + 1 32+4 97 +14 @
SED 4 1 13+ 1 35+ 1 76+3
INT 7 £1 13+ 1 36 +4 83+5
Total (9) EJER 22+2 57 + 3@P 134 + 79 258 + 21@"°
SED 19+3 73+3 169+ 6 328 +15
INT 23+3 72+3 166 +5 304 + 1

Tabla 7. Influencia del ejercicio sobre la ingesta de alimento. Los datos muestran el consumo
(g) de alimento total, durante el periodo de actividad y de reposo determinado cada dos sesiones.
Significancia estadistica: p<0.05 ejercitadas con respecto a sedentarias (a) e intactas (b). EJER:
ejercitadas, SED: sedentarias, INT: intactas. Animales utilizados por sesion: 12 : nEjer=5, nSed=5,
nint=5; 3%: nEjer=10, nSed=10, nIint=11; 7%: nEj =10, nSed=11, Int=11; 14% nEjer=5, nSed=5,
Int=6

6.1.4 Determinacion del consumo de agua. Como se observa en la tabla 8 hubo un
menor consumo de agua de las ratas ejercitadas con respecto a los grupos intacto y
sedentario, siendo esta diferencia significativa desde la 3% sesién de ejercicio (32%
p<0.05) con respecto al grupo sedentario, mientras que para la sesion 7% y 142 es
significativa con respecto a los dos grupos. En la sesién 72 y 142 las ratas sedentarias
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incrementaron su consumo de agua el 16% y 24% respectivamente (p<0.05) con respecto
a las intactas.

SESIONES

ACTIVIDAD 1 3 / 14
a"'l‘;c'tadas 18+1 | 636 | 144+9(3)| 22948 (2P
(Srﬁl‘;'e”ta”as 28 + 2 92 + 4 215+10(®)| 352410 (¢)
Intactas (ml) | Nd 77+10 | 186+ 11 283 + 11

Tabla 8. Efecto del ejercicio sobre el consumo de agua en ratas macho en periodo de
actividad. La tabla muestra los promedios + ESM del agua ingerida (ml) durante el periodo de
actividad. Significancia estadistica: p<0.05 ejercitadas con respecto a las sedentarias (a) e intactas
(b) y sedentarias con respecto a intactas (c). Ejer: ejercitadas, Sed: sedentarias, Int: intactas.
Animales utilizados por sesion: 12: nEjer=5, nSed=5, nInt=5; 32: nEjer=10, nSed=10, nint=11; 72:
nEj =10, nSed=11, Int=11; 142 nEjer=5, nSed=5, Int=6.

6.1.5 Determinacion del peso de grasas: parda y blanca interescapular, y epididimal.
Inmediatamente después del sacrificio de los animales se extrajo las grasas blanca
epididimal e interescapular, asi como la grasa parda interescapular, las que se pesaron
en una balanza granataria. Los valores de los diferentes tipos de grasa fueron corregidos
por el peso corporal del animal al momento del sacrificio. En la tabla 9 se muestra que la
grasa parda se redujo significativamente con el ejercicio. Al comparar los grupos
ejercitados con los animales intactos y sedentarios observamos que en la 3% sesién
disminuy6 20% y 16% (p<0.05) respectivamente, en la 72 sesion un 30% y 26% (p<0.05) y
en la 14% el 30% con relacién a ambos grupos. También encontramos disminucién en la
grasa blanca interescapular en la 7% y 14% sesi6on en ratas ejercitadas; el efecto fue
significativo en la 142 sesién con un 31% y 43% (p<0.05) respectivamente al grupo intacto
y sedentario. La grasa blanca epididimal solo fue determinada a las 3 y 7 sesiones,
encontrando que en ambas sesiones también estaba disminuida en ratas ejercitadas
aunque en menor grado. La reduccién solo fue significativa (p<0.05) al comparar con el
grupo sedentario con un 20% y con el intacto 25%.
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Sesiones 1 3 7 14
Grasa interescapular

Parda (g/Kg pc)

Ejercitadas 1.7+ 0.2 1.6+0.1@° 4+01@°] 14+0.1@
Sedentarias 1.6+ 0.1 1.9 0.1 9+0. 2+0
Intactas 1.7+ 0.2 2.0x0.1 0+0. 2t
Blanca (g/Kg pc)

Ejercitadas 2.0+ 0.2 1.7+ 0.1 1.2+0.1 1.3+£0.3@"
Sedentarias 1.6+ 0.2 1.8 0.1 1.4 0.1 2.3+0.2
Intactas 1.9+ 0.2 1.8+0.2 1.6 £0.1 1.9+0.1
Grasa Epididimal (g/Kg. pc)

Ejercitadas nd +1@ 12+15® 57+0.4
Sedentarias nd + 16 £ 1.6 7.2+0.4
Intactas nd 16 £ 2 15+2.3 54+0.2

Tabla 9. Influencia del ejercicio sobre la cantidad de grasa parda y blanca interescapular y
la grasa epididimal durante 1, 3, 7 y 14 sesiones. Los valores de la cantidad de grasa fueron
corregidos por el peso del animal al momento del sacrificio (g/Kg pc= gramos por kilogramos del
peso corporal). Los valores representan el promedio £+ ESM de todos los grupos. Significancia
estadistica: p<0.05 las ejercitadas con respecto a las sedentarias (a) e intactas (b). 1 sesion: E;j.
n=5 Sed. n=5 Int. n=5; 3 sesiones: Ej. n=10, Sed. n=10, Int. n=10; 7 sesiones: Ej. n=10, Sed. n=11,
Int. n=10 14 sesiones: Ej. n=5, Sed. n=6, Int. n=6.

6.2 EFECTO DEL EJERCICIO VOLUNTARIO SOBRE LA ACTIVIDAD DEL EJE
HIPOTALAMO-HIPOFISIS-TIROIDES.

6.2.1 Cuantificacion del RNAm-TRH de NPV en ratas con 1, 3, 7y 14 sesiones de
ejercicio voluntario y en los grupos intactos y sedentarios. La determinacion del
RNAm de TRH se realizé por RT-PCR; en el panel superior de la figura 8 se observan los
productos amplificados correspondientes a la expresiéon del RNAm-TRH y del RNAm-
ciclofilina en el nucleo paraventricular. Los histogramas de la parte inferior de la figura 8
corresponden a la relaciéon entre las dos bandas con respecto al grupo intacto el cual se
considero 100%. Como se puede observar, el RNAm de TRH disminuy6
significativamente desde la 32 sesion hasta la 142 en los grupos ejercitados con respecto
los intactos. No observamos cambios significativos en el nivel del RNAm de TRH en el
NPV de ratas sometidas a ejercicio contra las ratas sedentarias, sin embargo existe una
tendencia a disminuir la expresion del mensajero de proTRH en las ratas ejercitadas a la
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72 y 142 sesién. Solo detectamos cambios significativos en la 32 sesién entre el grupo

intacto y sedentario. (Figura 8).
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Fig. 8. Cuantificacion de RNAmM-TRH del NPV por RT-PCR en ratas durante 1,3, 7 y 14
sesiones de ejercicio. La figura del panel superior es representativa de los geles que
muestran las bandas correspondientes a los productos amplificados por RT-PCR del RNAm-
TRH y RNAm-ciclofilina. El histograma (panel inferior) presenta los valores de unidades
arbitrarias de la cuantificacion del RNAmM-TRH sobre RNAm-ciclofilina corregido al 100% por el
control intacto. Significancia estadistica p<0.05 entre las ejercitadas con respecto al grupo
intacto (b) y sedentarias con respecto a intactas (c). E:Ejer:Ejercitadas, S:Sed: Sedentarias,
I:Intactas.
6.2.2 Cuantificacion del nivel de TRH en el hipotalamo medio basal (HMB). El TRH
en el HMB fue determinado por radioinmunoensayo y expresado como porcentaje con
respecto al grupo intacto. El nivel de TRH inmunoreactivo en el HMB disminuyd
significativamente en la primera y séptima sesién de ejercicio un 22% y 32%
respectivamente (p<0.05), manteniéndose sin cambio en la sesién 14 con respecto al
grupo intacto (Fig. 9); no observamos diferencias significativas entre el grupo ejercitado e

intacto. Al igual que ocurrié con el nivel del RNAm de TRH en el NPV el nivel de TRH en
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el HMB disminuy6 20% en el grupo sedentario con 3 sesiones con respecto al intacto
(p=0.05).
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Fig. 9. Niveles de TRH en el hipotalamo medio basal (HMB) en ratas ejercitadas, sedentarias e
intactas por 1, 3, 7 y 14 sesiones. Los histogramas representan el promedio + ESM del porcentaje del
nivel de TRH en HMB con respecto al grupo intacto. Significancia estadistica de p<0.05 entre ejercitadas e
intactas (b), y entre sedentarias e intactas (c). Ejer: ejercitadas, Sed: sedentarias, Int: intactas

6.2.3 Cuantificacion de tirotropina en suero. El nivel circulante de tirotropina (Fig. 10)
en las ratas ejercitadas se mantuvo sin cambios entre la 12 y 72 sesién, similar al grupo
intacto pero no en la sesién 14 en la que se mostré una disminucién significativa del 60%
(p<0.05) y 40% (p=<0.05) con respecto al grupo intacto y sedentario. En el grupo
sedentario a la 1 y 3 sesiones el nivel de tirotropina se incrementa 40% y 43% (p<0.05)
con respecto al grupo intacto, mientras que en la sesion 72 y 142 el nivel de tirotropina se
mantuvo sin cambios.
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Fig. 10. Concentracion de TSH en suero de ratas macho sometidas a 1, 3, 7 y 14 dias de
ejercicio. Los histogramas representan el promedio £+ ESM del porcentaje de la concentracion de
TSH con respecto al grupo intacto. Diferencias significativas de p<0.05 de ejercitadas con respecto

a las sedentarias (a), o intactas (b) y sedentarias con respecto a intactas (c).

6.2.4 Cuantificacion de Prolactina circulante. Fue cuantificada la concentracion de la
prolactina en suero (fig. 11) observando que tanto en el grupo sedentario como ejercitado
ala 12 y 32 sesidn se incrementa con respecto al grupo intacto, sin que dichos cambios
sean significativos. Similar a lo que ocurre con la tirotropina, el nivel de prolactina
disminuye en la 142 sesidén 60%, respectivamente con respecto al grupo intacto (p<0.05).
También el grupo sedentario presenta una disminucion significativa en la sesion 14 con
respecto al grupo intacto. No se observaron variaciones significativas entre los grupos
sedentarios y ejercitados.

6.2.5 Cuantificacion de triyodotironina total en suero (T3). En la Fig. 12 se muestra
que la Tj circulante disminuyé en la 12 sesion con respecto al grupo sedentario 20%
(p=0.05), para regresar a valores similares al grupo control desde la sesién 3 hasta la 14.

La T3 no mostro variaciones significativas entre los grupos sedentarios e intactos.
6.2.6 Cuantificacion de tiroxina total en suero (T4). En la Fig. 13 se muestra que la T4

circulante no presenta cambios significativos entre las ejercitadas y sus grupos control. La

T4 ademas no mostré variaciones significativas entre los grupos sedentarios e intactos.
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Fig. 11. Concentracion de prolactina en suero de ratas macho sometidas a 1, 3, 7y 14 dias de
ejercicio. Los histogramas representan el promedio + ESM de la concentracién de prolactina en
suero corregido al 100% con el control intacto. Diferencia significativa de p<0.05 de ejercitadas (b) y
sedentarias (¢) con respecto a las intactas. EJER:Ejercitadas, SED: Sedentarias , INT: Intactas.
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Fig. 12. Concentracion de T3 en suero de ratas macho sometidas a 1, 3, 7 y 14 sesiones de

ejercicio y aislamiento. Los histogramas representan el promedio £ ESM de la concentracion de
T3 en suero corregido al 100% con el control intacto. Diferencia significativa de p<0.05 de
ejercitadas con respecto a sedentarias (a) e intactas (b). Ejer: ejercitadas, Sed: sedentarias. Los
nuameros dentro de las barras corresponden al nimero de animales utilizados durante el
experimento.
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Fig.13. Concentracion de T4 en suero de ratas macho sometidas a 1, 3, 7 y 14 dias de
ejercicio y aislamiento. Los histogramas representan el promedio £ ESM de la concentracion
de T4 en suero corregido al 100% con el control intacto. EJER: ejercitadas, SED: sedentarias,
INT: Intactas. Los nimeros dentro de las barras corresponden al numero de animales utilizados
durante el experimento.

6.3 EFECTOS DEL EJERCICIO VOLUNTARIO EN DIFERENTES PARAMETROS DEL
EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-ADRENAL.

En el protocolo de ejercicio utilizado en esta tesis, los animales se colocaron en forma
individual en una jaula provista de la rueda giratoria, esto conlleva que las ratas se
encuentren aisladas durante todo el periodo de actividad, por lo que es probable que
exista un cierto grado de estrés en nuestros animales. Para determinar si esto ocurre

cuantificamos diferentes parametros de la actividad del eje adrenal.

6.3.1 Cuantificacion de RNAmM-CRH de NPV en ratas con 1, 3, 7 y 14 sesiones de
ejercicio voluntario. El RNAm de CRH en el NPV fue cuantificado por RT-PCR. En la
parte superior de la figura 14 se observan las bandas correspondientes a la amplificacion
de los productos del RNAmM-CRH y del RNAm-ciclofilina la comparacién entre los
diferentes grupos se realizé utilizando la relacion entre estas dos bandas. Observamos
una disminucién significativa en la expresion del RNAm-CRH en la sesion 1y 14 en las
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ratas ejercitadas con respecto al grupo intacto, mientras en la sesion 3 y 7 se observa un
incremento de 8% y 20% (p<0.05), respectivamente. No se observaron diferencias entre

los grupos sedentarios e intactos (figura 14, parte inferior).
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Fig. 14. Cuantificacion de RNAm-CRH del NPV por RT-PCR en ratas durante 1, 3, 7 y 14
sesiones. El panel superior es representativo de los fragmentos de DNA amplificados por PCR,
la banda superior corresponde al RNAm-CRH vy la inferior RNAm-ciclofilina. El histograma
presenta el promedio de los cocientes en unidades arbitrarias de la cuantificacion del RNAm-
CRH sobre RNAm-ciclofilina corregido al 100% por el control intacto. Significancia estadistica
p<0.05 entre las ejercitadas con respecto al grupo intacto (b). EJER:Ejercitadas
SED:Sedentarias INT:Intactas

6.3.2 Cuantificacion de Corticosterona en suero. Cuantificamos la concentracién de
corticosterona en suero (Fig. 15) y se observé un aumento de 120% en la primera sesion
del grupo sedentario (p<0.01) y un 80% de ejercitados (p<0.01) con respecto al grupo
intacto. En la sesiébn 3, se observd un aumento del 500% (p<0.01) en el nivel
corticosterona en las ratas ejercitadas con respecto a los otros dos grupos. En las
sesiones 7 y 14 no existieron cambios significativos entre los diferentes grupos.
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Fig. 15. Concentracion de corticosterona en suero de ratas macho sometidasa 1,3,7y 14
dias de ejercicio. Los histogramas representan el promedio £+ ESM de la concentracion de
corticosterona en suero corregidos al 100% del grupo de ratas intactas Diferencias significativas:
p<0.05 ejercitadas con respecto a las sedentarias (a), o intactas (b), sedentarias con respecto a
intactas (c). EJER: ejercitadas, SED: sedentarias, INT: intactas. Los ndmeros dentro de las

barras corresponden al nimero de animales utilizados durante el experimento.

6.3.3 Determinacion del peso de la glandula adrenal en ratas ejercitadas,
sedentarias e intactas. En la tabla 4 se muestran los pesos (mg) de las glandulas
adrenales de los diferentes grupos experimentales, como se puede observar no se
encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos. Tampoco se
encontraron diferencias en el tamano de la glandula adrenal izquierda y la derecha (datos
no mostrados).
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1 3 7 14
Glandulas Adrenales
(mg)
Ejercitadas 734 68 +2 60 +2 69+4
Sedentarias 78 +4 56 + 6 63+ 3 60 +2
Intactas 69 +3 66 +2 59+3 52 +4

Tabla 4. Influencia del ejercicio sobre el peso de la glandula adrenal durante 1, 3,7y 14
sesiones. Los valores representan el promedio £ ESM del peso (mg) de las glandulas adrenales.
Ejer: ejercitadas, Sed: sedentarias, Int: intactas. Animales utilizados por sesion: 12:nEjer=5,
nSed=5, nint=5; 32: nEjer=10, nSed=10, nint=11; 72: nEj =10, nSed=11, Int=11; 142 nEjer=5,
nSed=5, Int=6

6.4 CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE TRH EN DIFERENTES REGIONES DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

En todas las regiones en las que se cuantificd el TRH fueron divididas en izquierda y
derecha por separado para determinar de una manera mas fina y puntual los efectos en la

biosintesis TRHérgica durante el ejercicio voluntario.

6.4.1 Regiones hipotalamicas.

6.4.1.1 Area preodptica. El TRH en el area predptica no mostré cambios significativos
entre los diferentes grupos (figura 16).

6.4.1.2 Hipotalamo posterior (comprende a los nucleos dorsomedial, ventromedial y
parte del lateral). La TRH cuantificada en esta region hipotalamica (figura 17) presento
una disminucién significativa del 52% (p<0.05) en el lado derecho de la 72 sesion en las
ratas ejercitadas respecto al grupo sedentario, mientras que el grupo de 14 sesiones de
ratas sedentarias presenté un aumento en el lado izquierdo con respecto al grupo intacto
(120%).
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Fig. 16. Niveles de TRH en el area preéptica en ratas ejercitadas por 1, 3, 7 y 14 sesiones.
Los histogramas representan el porcentaje de la concentracion de TRH corregidos al 100% con
respecto al grupo intacto del lado izquierdo o lado derecho. EJER:Ejercitadas, SED: Sedentarias,
INT:Intactas. Los nimeros dentro de las barras corresponden al nimero de animales utilizados

durante el experimento.
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Fig. 17. Niveles de TRH en el hipotalamo posterior en ratas ejercitadas por 1, 3,7 y 14
dias. Los histogramas representan el porcentaje de la concentracién de TRH corregidas al
100% con respecto al grupo intacto de cada lado. Significancia estadistica: p<0.05 entre
ejercitadas e intactas (b), entre sedentarias e intactas (c). Los nimeros dentro de las barras
corresponden al nimero de animales utilizados durante el experimento. EJER:Ejercitadas,
SED:Sedentarias, INT:Intactas 46



6.4.1.3 Cuerpos mamilares. La TRH cuantificada en los cuerpos mamilares del lado
izquierdo (Fig 18) mostré disminucion en el grupo ejercitado a la 12 (32%, p<0.05), 72
(26% p<0.05) y 14% (22% p<0.05) sesion comparada con el grupo intacto, esta
disminucién también se presenta en sedentarios con respecto a los intactos en la sesion 1
(25% p=0.05) y 14 (40% p=<0.05). En el lado derecho solo se observé una disminucion de
TRH del 31% a la primera sesion al comparar las ratas sedentarias con respecto a

intactas.
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Fig. 18. Niveles de TRH en los cuerpos mamilares en ratas ejercitadas por 1,3, 7y 14 dias y
sus controles. La gréafica presenta los valores de la TRH corregidos en porcentaje con respecto al
grupo intacto, del lado izquierdo cerebral y lado derecho cerebral. Significancia estadistica entre
ejercitadas y sedentarias (a), e intactas (b), y entre sedentarias e intacta(c). EJER:Ejercitadas,
SED:Sedentarias, INT:Intactas. Los numeros dentro de las barras corresponden al nimero de

animales utilizados durante el experimento.

6.4.2 Regiones del sistema limbico

6.4.2.1 Amigdala. No observamos cambios significativos en el contenido de la TRH en
amigdala del grupo ejercitado con respecto a sus dos controles (Fig. 19), en las ratas
sedentarias se observd una disminucion del 30% a la 32 sesion del contenido de TRH en
el lado derecho con respecto al grupo intacto.
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6.4.2.2 Hipocampo anterior. La TRH cuantificada en el hipocampo anterior del lado
derecho presentd cambio en las 72 sesion donde se observé un aumento del contenido
de TRH del grupo de ratas ejercitadas (69%, p<0.05) y sedentarias (135%, p<0.05) con
respecto al grupo intacto (figura 20).

6.4.2.3 Hipocampo posterior. El contenido de TRH en el hipocampo posterior presenté
cambios unicamente en el lado derecho de los animales ejercitados y sedentarios en la 32
sesion donde se observa una disminucién del contenido de TRH del grupo de ratas
ejercitadas (46%, p<0.05) y sedentarias (56%, p<0.05) con respecto al grupo intacto

(figura 21).
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Fig. 21. Niveles de TRH en el hipocampo posterior en ratas ejercitadas por 1,3, 7y 14
dias y sus controles. Los histogramas representan el porcentaje de la concentracién de TRH
con respecto al grupo intacto (100%) en el lado izquierdo y lado derecho cerebral. Significancia
estadistica de p<0.05 entre sedentarias e intactas (c). Los nimeros dentro de las barras
corresponden al nimero de animales utilizados durante el experimento. EJER: Ejercitados, SED:

Sedentarios. INT:Intactos

6.4.2.4 Septum. En el lado izquierdo de la 12 sesién determinamos un incremento no

significativo del contenido de TRH tanto en el grupo sedentario como ejercitado con
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respecto al grupo intacto. También el contenido de TRH aumenta 59% (p< 0.05) en la
region derecha en la 32 sesién en el grupo ejercitado con respecto al grupo intacto y un
102% (p< 0.05) contra el sedentario. Mientras que el grupo sedentario mostré una
disminucion (43% p< 0.05) en el contenido de TRH en este mismo lado con respecto al
grupo intacto (fig. 22).
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Fig. 22. Niveles de TRH en el septum en ratas ejercitadas por 1, 3, 7 y 14 dias. Los
histogramas representan el promedio + ESM del porcentaje de la concentracién de TRH con
respecto al grupo intacto (100%) de cada lado en el lado izquierdo y lado derecho cerebral.
Significancia estadistica de p<0.05 entre ejercitadas y sedentarias (a) o intactas (b) y entre
sedentarias e intactas (c). Los nimeros dentro de las barras corresponden al nimero de
animales utilizados durante el experimento. EJER:Ejercitadas, SED:Sedentarias, INT:Intactas

6.4.2.5 Talamo. El contenido de TRH en el tdlamo, presenté cambios en la sesién 72
donde se observd una disminucidn significativa de un 43% (p< 0.05) en el lado izquierdo
del grupo de ratas ejercitadas y del 36% (p< 0.05) en las sedentarias con respecto al
grupo intacto. No se observaron cambios en el contenido de TRH del lado derecho de los
diferentes grupos (ver figura 23).
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Fig. 23. Niveles de TRH en el talamo en ratas ejercitadas por 1, 3, 7 y 14 sesiones. Los

histogramas representan el promedio + ESM del porcentaje de la concentracion de TRH con
respecto al grupo intacto (100%) de cada lado. Significancia estadistica de p<0.05 entre
ejercitadas e intactas (b) y entre sedentarias e intactas (c). Los nimeros dentro de las barras
corresponden al nimero de animales utilizados durante el experimento. EJER:Ejercitadas,
SED:Sedentarias, INT:Intactas

6.4.3 Acumbens. Como se puede apreciar en la fig. 24 el contenido de TRH del lado
izquierdo se incrementd en el grupo ejercitado a las 7 sesiones con respecto al grupo
intacto y al sedentario (38% p< 0.05). A diferencia de este incremento en la 72 sesién, en
la sesion 142 tanto el contenido de TRH de las ratas ejercitadas como sedentarias
disminuyd al comparar con el grupo intacto (24% y 32% respectivamente p< 0.05). En el
lado derecho, se observé disminucidn significativa (30%p< 0.05) del nivel de TRH en la 12
sesion con respecto al grupo sedentario. Mientras que en la 142 sesion tanto en el grupo
ejercitado (53%) como el sedentario (40% p< 0.05) baj6 el contenido de TRH con respecto
al intacto (figura 24).

6.4.4 Neurohipofisis

Lébulo neurointermedio. La TRH del I6bulo neurointermedio en las ratas ejercitadas a la
3% y 72 sesion disminuyé con respecto a los grupos intactos un 24% (p< 0.05) y
sedentarios un 28% (p< 0.05), el efecto fue significativo solo para la 72 sesion (fig. 25).
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Fig. 24. Niveles de TRH en el acumbens en ratas ejercitadas por 1, 3, 7 y 14 dias y sus
controles. Los histogramas representan el porcentaje de la concentracion de TRH con respecto
al grupo intacto (100%) en el lado izquierdo y lado derecho cerebral. Significancia estadistica
p<0.05 entre ejercitadas y sedentarias (a) o intactas (b) y entre sedentarias e intactas (c). Los
numeros dentro de las barras corresponden al nimero de animales utilizados durante el
experimento. EJER: Ejercitadas, SED:Sedentarias, INT:Intactas

140 - mINT D SED OEJER

2
2 120 T
E 3 a,b
L [ I’
£8 100 - [
3 ; i
5 2
3 © 80 - LT
Z 8 T T
o £ L
S o 60 -
2 o
S s
c & 40 A
o
I
E 20 5| 5 il 9 9 i 11| 9 11( 10

0 |

1 . 14
sesiones

Fig. 25. Niveles de TRH en el I6bulo neurointermedio en ratas ejercitadas por 1,3, 7y 14
dias y sus controles. Los histogramas representan el promedio + ESM del porcentaje de la
concentracién de TRH con respecto al grupo intacto (100%). Significancia estadistica de p<0.05
entre ejercitadas y sedentarias (a) o intactas (b) y entre sedentarias e intactas (c). Los numeros
dentro de las barras corresponden al nimero de animales utilizados durante el experimento.
EJER: Ejercitadas, SED:Sedentarias, INT:Intactas
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6.5 NUCLEOS DEL RAFE DORSAL Y AREA GRIS PERIACUEDUCTAL.

6.5.1 RNAmM-TRH en Nucleos del Rafe-area gris periacueductal. Se ha demostrado
que el Rafé y la sustancia gris periacueductal son regiones que pueden estar
involucradas en el control de la respiracion durante el ejercicio (Ao, et al 2006). Ademas,
recientemente se ha demostrado que la aplicacién de TRH intracisternal, incrementa la
ingesta de alimento en la rata. Con base en estos antecedentes, decidimos determinar si
el RNAm de TRH en estas dos regiones se modifica durante el ejercicio voluntario. Al
igual que en otras regiones el RNAm de TRH fue cuantificado por RT-PCR vy la
amplificaciéon fue corregida por la cantidad de RNAm de ciclofilina. En el panel superior
de la figura 26 se observan muestras representativas de los tres grupos experimentales
empleados en este trabajo en las diferentes sesiones. En la sesion 1 se detect6 una
disminucion en el nivel de RNAm de TRH del grupo sedentario con respecto al ejercitado
(45% p<0.05) e intacto (37%). Posteriormente este nivel del RNAm-TRH se recupera por
arriba del grupo intacto en la 32 sesién logrando ser significativo en la 72 sesién. El nivel
de TRH de las ratas ejercitadas s6lo se modificd en la tercera sesién, incrementandose un
30% (p<0.05 ) con respecto al grupo intacto. En la 72 y 142 el ejercicio mantuvo un nivel
del RNAm de TRH por arriba del grupo intacto sin que estos logren ser significativos.

52



RNAmM-TRH
RNAm-ciclofilina

I S E I S E I S E I S E
mINT @mSED QOEJER

150 c a ¢

o o 125 T
82 I f I
c = 100 - |
)
x e 75 -
FE
§§_ 50 -
Z 32
SRS 25 5|5 10 6 |5

0,

1 3 7 14

Sesiones

Fig. 26. Cuantificacion de RNAm-TRH del Rafé y area gris periacueductal por RT-
PCR en ratas durante 1, 3, 7 y 14 sesiones. El panel superior de la figura es una
muestra representativa de las bandas de DNA correspondientes a la amplificacion por
PCR del cRNA-TRH y cRNA-ciclofilina en el Rafé y &rea gris periacueductal. El
histograma (panel inferior) presenta la relacién de los valores en unidades arbitrarias
de la cuantificacion del RNAm-TRH sobre RNAm-ciclofilina corregido al 100% por el
control intacto. Significancia estadistica p<0.05 entre las ejercitadas con respecto al
grupo sedentario (a) o intacto (b) y sedentarias con respecto a intactas (c). Los
nameros dentro de las barras corresponden al nimero de animales utilizados durante

el experimento. EJER: Ejercitadas, SED:Sedentarias, INT:Intactas
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7. DISCUSION

El alarmante incremento en el indice de obesidad en el mundo ha contribuido al desarrollo
de estrategias que permitan controlar eficientemente el peso y cantidad de grasa corporal.
Lo que ha llevado a tratar de definir los mecanismos celulares y moleculares que
controlan el apetito, asi como la regulaciéon del gasto energético. En este trabajo, tuvimos
como objetivo, determinar si el ejercicio voluntario modula la actividad metabdlica de la

hormona liberadora de tirotropina en el eje HHT y en diferentes regiones del SNC.

7.1 Modelo experimental.

Diversas trabajos de investigacién han mostrado que durante el ejercicio se incrementa el
gasto energético y se disminuye la ingesta, lo que produce una disminucién en el peso
corporal (Lewis et al 1993, Bi et al 2005, Kawaguchi et al 2005, Fediuc et al 2006).
Decidimos utilizar el modelo de ejercicio voluntario para generar un incremento en el
gasto energético de la rata sin que los animales sufrieran cambios importantes en la
temperatura corporal como en el nado y el ejercicio forzado (Woody et al 1998, Larue-
Achagiotis et al 1995), ya que previamente hemos demostrado que la exposicion a 4°C
activa al sistema TRHérgico del eje HHT (Uribe et al 1993); sabemos también que la TRH
del eje tiroideo, como de la amigdala se altera en condiciones de estrés. Puesto que en
nuestro modelo es necesario colocar a los animales en cajas individuales y lo que les
provoca estrés por aislamiento, decidimos emplear un grupo de animales intactos que nos
permitiera determinar si las ratas sedentarias (aisladas) tienen modificaciones en la

actividad TRHérgica por el aislamiento en el periodo de actividad.

Se ha observado que las ratas corren voluntariamente grandes distancias y esto depende
de la cepa y el género. Nosotros utilizamos ratas machos wistar, y encontramos que
corren una distancia maxima de 500 m/sesién, al compararse con otros protocolos es una
distancia corta. Sin embargo, este estimulo fue suficiente para generar una disminucién
en la ingesta de alimento en el periodo de actividad y la talla corporal desde la tercera
sesién como se ha reportado por otros autores (Levitsky 1970; Lewis et al 1993; Looy y
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Eikelboom 1989, Kawaguchi et al 2005 lo que nos indicé que el modelo es adecuado

para cumplir nuestro objetivo.

Existen evidencias que el ejercicio a largo plazo induce un aumento en el consumo de
agua para compensar la deshidratacién y poder mantener la temperatura corporal
(Backhouse et al 2007); a diferencia de lo reportado observamos una disminucién en el
consumo de agua desde la tercer sesidbn de ejercicio, lo que correlaciona con la
disminucion en el consumo de comida en el grupo de ratas ejercitadas, mientras que en
las ratas sedentarias se observo un ligero incremento en la ingesta de comida con un
aumento en el consumo de agua (comparadas con el grupo intacto), por lo que el
consumo de agua podria estar en funcion de la toma de comida. Es posible también que
la disminucion en el consumo de agua en el ejercicio voluntario se debe a la liberacion de
moléculas de agua producto de la movilizacién y la oxidacion de grasas por la demanda
energética (Comizio et al 1998), por ejemplo el palmitato que por cada molécula oxidada
se liberan 145 moléculas de agua (ver figura 2), y dado que en nuestro protocolo no es
una condicién de ejercicio extenuante la rata no se deshidrata.

Observamos también, al igual que otros reportes (Bi et al 2005, Bulow et al 2004, Romijn
et al 1993) que el ejercicio disminuy6 la grasa parda y blanca interescapular, asi como la
grasa blanca epididimal después de siete sesiones. Esto es importante, ya que con esto
demostramos que la demanda energética esta incrementada, es decir que los animales se
encuentran con un balance energético negativo. El efecto fue mas sensible en la grasa
parda, lo que esta de acuerdo con el hecho de que el tejido pardo café se oxida facilmente
para producir calor, ademas que su movilizacion es mayor que la grasa blanca debido a
que en este tejido se induce 3 veces mas la lipdlisis que en la grasa intramuscular o de
acidos grasos libres en el torrente sanguineo para la utilizacién de energia que el sistema
requiere durante el ejercicio dado que las grasas son el tejido que aporta mayor cantidad
de energia, (Droste et al 2003, Bulow 2004, Romijn et al 1993, Bi et al 2005, Wolfe et al
1990, Jeukendrup 2003), como en el caso del palmitato que aporta 129 moléculas de
ATP. El tejido adiposo también libera citocinas por ejemplo adiponectina, interleucina 6
[IL-6] y resistina las cuales pueden influenciar a la insulina ademas de estimular a la CRH
y en consecuencia al cortisol el cual incrementa la lip6lisis (Yamauchi et al 2001, Rothwell
1994, Steensberg et al 2003, Berg et al 1994, McMurray 2005). Los animales sedentarios
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presentaron una tendencia a incrementar su ingesta, el peso corporal y la cantidad de
grasa con respecto al grupo intacto; parametros que pueden alterar la biosintesis
TRHérgica como lo mencionamos en la introduccion, debido a esto decidimos realizar
todas las comparaciones contra el grupo intacto.

Con base en estos parametros fisicos determinados en el modelo utilizado, podemos
concluir que este es adecuado estudiar si el gasto energético puede modular el nivel de
TRH y su RNAm en el SNC.

7.2 Actividad del eje HHT durante diferentes sesiones de ejercicio (ver anexo 3 y 4)

Existen varias evidencias que sugieren que las neuronas TRHérgicas del NPV del
hipotalamo modulan la tasa de sintesis del TRH en respuesta a cambios en el gasto
energético, como en condiciones de exposicion a temperaturas bajas, durante la lactancia
y ayuno (Arancibia et al 1983, Zoller et al 1990, Uribe et al 1993, Rodeel et al 1991,
Ishikawa et al 1994); en el primer caso la actividad del eje se incrementa y las hormonas
tiroideas junto con el sistema simpatico incrementa la produccidén de calor a partir de la
grasa parda café (Arancibia et al 1983) ademas de que la ingesta aumenta; por otra parte
durante la lactancia y el ayuno existe un balance energético negativo producido por la
demanda energética de la glandula mamaria y la falta de alimento, en ambas condiciones

la actividad del eje tiroideo se encuentra disminuida.

En el ejercicio también se genera un balance energético negativo, ya que la ingesta esta
disminuida y el gasto energético esta aumentado. Parecido a lo observado en la lactancia
y ayuno, la sintesis de TRH esta disminuida en el NPV desde la 32 sesion hasta la 142
Debido a que los niveles circulantes de TSH y PRL no se afectan entre la 32 y 72 sesién
podemos inferir que la TRH de la eminencia media continua liberandose, lo que se apoya
también con la disminucién en el contenido de TRH en HMB. La recuperacion del TRH del
HMB en la sesion 14 y la disminucion en el nivel circulante de TSH y prolactina en la
misma sesion pueden sugerir inhibicién de la liberacion de TRH en el acondicionamiento
fisico a largo plazo. Un evento importante fue lo observado en las hormonas tiroideas ya
que no varian a pesar de los cambios en el nivel circulante de TSH, por lo que seria
importante medir la actividad de las desiodasas. En el grupo sedentario disminuyé el nivel
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de RNAM-TRH en el NPV y la TRH del HMB en la 32 sesion mientras que la TSH se
incrementod, estos cambios pueden producirse en respuesta al aislamiento, ya que se ha
demostrado que el estrés psicoldgico inhibe el nivel de RNAm de TRH en el NPV (Garcia
2006). Ademas en ambos casos existen niveles altos de corticosterona que podrian
también contribuir a disminuir la biosintesis de TRH en las neuronas del NPV. En el grupo
de la 12 y 32 sesi6n se observd niveles altos de corticosterona, lo que sugiere que tanto
los animales sedentarios y ejercitados estan respondiendo a un ambiente novedoso.

Una de las sefales que podrian estar modulando negativamente a largo plazo la actividad
de las neuronas TRHérgicas del NPV en el ejercicio seria el NPY debido a que reportes
recientes del grupo de Bi et al (2005) y Lewis et al (1993) han mostrado que el NPY se
incrementa en el ndcleo arcuato y nucleo dorsomedial en ratas sometidas a un régimen
de ejercicio moderado. Ademas, la neuronas TRHérgicas del NPV reciben proyecciones
inmunoreactivas a NPY provenientes del arcuato y la aplicacién icv de NPY inhibe la
sintesis del RNAm de TRH en el NPV mediado por el receptor Y5 (Fekete et al 2001); por
otro lado, las hormonas tiroideas y la corticosterona que pueden inhibir la biosintesis de
TRH en el NPV, se encuentran sin cambios en el dia 7 y 14. También el NPY puede ser
responsable de inhibir el efecto en la liberacién de TRH del HMB en el dia 14; Harftrand
et al (1987) ha propuesto que el NPY induce la liberacion de dopamina de la eminencia
media y esta a su vez puede inhibir la liberacion de TRH en esta region o bien puede ser
un efecto directo de las proyecciones de las neuronas de NPY sobre las neuronas
TRHérgicas, lo que también puede tener efecto en la liberacion de TSH de los tirotropos.

La leptina es liberada por el tejido adiposo y estimula la biosintesis del TRH en una
poblacién de neuronas del NPV; si bien existen hallazgos contradictorios con respecto al
nivel circulante de leptina durante el ejercicio, en general se ha observado que la leptina y
sus receptores se encuentran disminuidos durante el ejercicio (Bi et al 2005). Esta
hormona, también tiene efectos en el nivel de aMSH en el ndcleo arcuato, péptido que
estimula la sintesis del RNAm de TRH en el NPV (Fekete et al 2000). En conjunto
podemos sugerir que las neuronas TRHérgicas del NPV pueden estan respondiendo a la

senalizacién proveniente del nucleo arcuato.
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En el ejercicio forzado o de alta intensidad se ha observado un aumento en la
concentracion de prolactina en sangre (Sylvester et al 1989, Colborn et al 1991), nosotros
observamos una disminucién significativa en la 142 sesion, lo que puede ser un reflejo en
la disminucion en la liberacion de TRH. Efectos opuestos sobre el nivel de prolactina
pueden depender de la intensidad de ejercicio y estar relacionada con la respuesta del
organismo a ejercicio de alta intensidad que no ocurre con el ejercicio moderado. Una
gran demanda energética, genera un estado de estrés que conlleva un incremento
importante en los niveles de citosinas circulantes (ILC-1 e ILC-6) y de corticosterona, que
permita reestablecer la homeostasis del organismo. Existen numerosos estudios en ratas
y humanos que tienen cambios en los niveles de diferentes hormonas en plasma
asociadas con el ejercicio (Galbo et al 1986, Howlett et al 1987), sin embargo en algunos
experimentos de ejercicio crénico (nado por 4 meses, Woody et al 1998) no se ha
observado cambios en la T3 y T4 libre en plasma; las hormonas tiroideas en particular la
triyodotironina puede estimular el metabolismo e incrementar la lipdlisis del tejido adiposo
y en combinacién con catecolaminas aumentan la movilizacién de triacilgliceroles de tejido
adiposo (Pucci et al 2000, McMurray 2005), sin embargo en nuestros resultados no
observamos cambios en la T4, y en T3; Unicamente notamos una disminucién en la primer
sesion, lo que ya ha sido reportado en ejercicio de baja intensidad en el que la T3
disminuye sin observarse cambios en la TSH y T4, aunque hasta el momento no es claro
el mecanismo por el cual esto ocurre (Brabant et al 2005). Es importante determinar la
actividad de las deiodasas en nuestro modelo experimental para saber que esta
ocurriendo con las hormonas tiroideas ya que no observamos cambios a pesar de que el
eje sé esta inhibiendo, lo que podria hacer pensar que las deiodasas podrian estar
teniendo efectos en dichas hormonas.

7.3 Actividad del eje hipotalamo hipéfisis adrenal (HHA) durante diferentes sesiones
de ejercicio (ver anexo 3y 4)

Las neuronas CRHérgicas del NPV funcionan como un integrador central de la respuesta
al estrés; estudios previos han mostrado una gran variedad de condiciones estresantes
tales como la inmovilizacién (Covenas et al 1993, Imaki et al 1993), aislamiento (Hsu et al
1998, Kalin et al 1994), choques eléctricos (Imaki et al 1993, Pezzone et al 1992), y estrés
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psicolégico usando cajas de comunicacion (Shibasaki et al 1993) que activan las
neuronas CRHérgicas del NPV.

El ejercicio, por los cambios homeostaticos que implica es una situacién de estrés, por la
cual el cuerpo debe mantener un nuevo equilibrio dinamico entre el sistema nervioso
autonomo y el eje hipotadlamo-hipdfisis-adrenal para lograr el mantenimiento de la
homeostasis y el equilibrio energético (Yanagita et al 2007). Se ha visto que durante el
ejercicio forzado se aumenta considerablemente la activacion de las neuronas
CRHérgicas comparadas con el ejercicio voluntario, por lo que este ultimo puede no ser
un estresor importante (Yanagita et al 2007). En esta condicién se encuentra nuestro
modelo experimental, en el cual s6lo observamos activacion del eje en las primeras
sesiones tanto en el grupo de ejercicio como en el sedentario, sugiriendo que los animales

se estresan por el aislamiento.

Timofeeva et al (2003) reporté que el ejercicio fisico agudo usando ruedas giratorias
induce el aumento de la expresion del RNAm-CRH en el NPV; ademas el ejercicio
dependiendo de la intensidad y duracién induce la activacion del el eje hipotalamo-
hipdfisis- adrenal que es iniciado por la activacién de las neuronas CRHérgicas (Vale et al
1981; Pacak 2000; Kawashima et al 2004, Chennaoui et al 2002; Farrell et al 1983).

En reportes previos de ejercicio voluntario a corto plazo (4 a 7 dias) no se han observado
cambios en la expresion del RNAmM-CRH en el NPV (Kawaguchi et al 2005, Bi et al 2005),
mientras que en ejercicio voluntario a largo plazo (e.g. 4 semanas) disminuye la expresién
de este mensajero un 20% aproximadamente (Bi et al 2005, Droste 2003) lo que implica
que la respuesta del eje adrenal en el ejercicio depende de la intensidad del mismo. En el
modelo de ejercicio voluntario utilizado en este trabajo, observamos diferentes niveles de
expresion de RNAm-CRH dependiendo del tiempo de ejercicio. En la primera sesién se
observa disminucion que correlaciona con el incremento en el nivel de corticosterona.
Posteriormente en la 72 sesién donde el nivel de corticosterona es estable, pero los
efectos en el peso y grasa corporal estan estableciéndose, detectamos un incremento en
el nivel de RNAm de CRH. En la sesion 142 el nivel de RNAm de CRH desciende a su
nivel mas bajo, este es posiblemente el resultado del aumento en el nivel de NPY en el
arcuato, el cual se sabe es responsable de inhibir la sintesis de CRH en el NPV (Droste et
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al 2003). Se ha demostrado que los glucocorticoides incrementan la actividad lipolitica del
tejido graso, inhiben el eje adrenal, contribuyen a no producir energia en exceso y
disminuir el gasto de las reservas metabdlicas de los organismos. Por otra parte, los
glucocorticoides juegan un papel importante en la activacion de la movilizacién de
reservas energéticas durante la actividad fisica estimulando la glucélisis, promoviendo la
lipdlisis e incrementando el catabolismo proteico. Un gran numero de estudios en
diferentes especies de mamiferos reportan un incremento agudo en la concentracién de
glucocorticoides en plasma en respuesta a diferentes tipos de ejercicio, sin embargo el
efecto del ejercicio cronico en la respuesta de glucocorticoides aun no es claro, mientras
qgue en ejercicio agudo se ha observado que aumentan los niveles de corticosterona (B)
en plasma (ver referencias en Mantzoros et al 2005), nosotros observamos un aumento
de la concentracion de corticosterona en la primera sesion del grupo sedentario con
respecto al control, lo que puede estar siendo una respuesta al estrés de un nuevo
ambiente o por el aislamiento, mientras que las ejercitadas presentan cambios fuertes en
la tercera sesién donde aumenté 4 veces la concentracidn, estos experimentos se
repitieron con dos lotes diferentes de ratas y se obtuvieron en promedio resultados
similares por lo que pensamos que quiza este pico de respuesta al estrés a las 3 sesiones
en las ratas ejercitadas. Es importante aclarar, que las ratas aisladas y las sometidas a
ejercicio, se colocaron en grupos inmediatamente después de terminado el ciclo de
actividad u obscuridad; esto provoc6 un comportamiento de mucho movimiento y
acicalamiento entre los animales, que puede estar generando cambios independientes del
ejercicio y el estrés. Sera importante repetir los experimentos sin introducir esta variable,

aunque se incremente el periodo de aislamiento y posiblemente el estrés psicologico.

Ha sido demostrado que el NPV y el ndcleo central de la amigdala son sitios importantes
de la accion central del CRH; el grupo de Krahn et al (1988) demostrd que el CRH no sélo
actia como anoréxico sino también incrementa la locomocién al inyectarla en estas
zonas, nosotros observamos un aumento de la expresion del RNAm-CRH a la sesion 7,
que concuerda con un aumento del 63% de la distancia recorrida en promedio con
respecto a la sesion 1y 35% con respecto a la sesién 3, por lo que el aumento de RNAm-
CRH podria estar induciendo el aumento en la locomocion.
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Similar a lo reportado por otros autores, determinamos que el RNAm de CRH en el NPV
se encuentra inhibido en condiciones de ejercicio voluntario crénico (14 sesiones), sin que
se afecte en el nivel de corticosterona circulante.

La administracion icv de CRH produce un potente efecto anoréxico en ratas. Por otra
parte, la familia de péptidos similares a CRH, las urocortinas, también ha sido relacionada
con alteraciones alimentarias. La administracion icv de urocortina inhibe la ingesta de
alimento en la rata mediante la disminucién de NPY presentando incluso, un efecto mas
duradero que CRH en NPV, mientras que en términos de pérdida de peso la CRH es mas
potente, debido a lipdlisis del tejido adiposo blanco, que no se presenta con urocortina.
Los efectos anorexigénicos tanto de CRH como de urocortina son mediados por el
receptor a CRH del tipo 2 (CRH-R2) Ratones con mutaciones en el gen crh-r2 presentan
mayor ingesta de alimento, no obstante muestran menor porcentaje de grasa corporal
manteniéndose mas delgados con respecto a ratones control (ver referncias en Jaimes et
al 2005).

7.4 Cuantificacion del contenido de TRH en diferentes regiones del Sistema
Nervioso Central.

La TRH juega un importante papel en la regulacién de la homeostasis energética no solo
por sus efectos en la funcién tiroidea, sino también por sus efectos en el comportamiento
alimenticio, la termogénesis, la activacion locomotora y la regulacién autonémica (ver
referencias en Joseph- Bravo 2004, Lechan et al, 2006, Jaimes 2006); por lo que es
interesante observar el contenido de TRH en regiones cerebrales involucradas en

mantener estas condiciones.

La diseccion fue dividida en lados cerebrales para obtener una cuantificacion mas fina del
contenido de TRH; de esta forma notamos diferentes cambios en el contenido de este
péptido en condicion de ejercicio voluntario; sin embargo, si bien el contenido de TRH
puede ser una respuesta en conjunto, al medir por lados cerebrales se puede pensar que
la lateralizacion esta presente, ya que las diferencias significativas entre grupos no son
replicables en ambos lados cerebrales (ver anexo 5, para ver resultados resumidos), sin
embargo no todas corresponden al mismo lado y dado que solo tenemos el contenido de
TRH y que pueden venir de otras regiones las inervaciones aun no podemos asegurar

61



que existe esta lateralizacion, por lo que seria necesario medir el RNAmM-TRH en las
regiones para saber realmente cuanto se esta sintetizando y liberando en estas regiones.

Por otra parte, durante nuestros experimentos se observaron efectos similares en ratas
ejercitadas como en sedentarias, dado que ambos grupos experimentales tienen el efecto
del aislamiento también presentan un estimulo al reagruparlas lo que podria estar
modificando el contenido de TRH en diferentes regiones que estan involucradas en
respuestas emocionales, por lo que creemos que este procedimiento de ejercicio
voluntario que suponiamos evitaba la respuesta al estrés producido por el aislamiento

total también podria estar generando un efecto a nivel neuroendécrino.

El hipotalamo juega un papel esencial en la regulacion de la homeostasis energética,
integrando sefales de otras areas del sistema nervioso central y de la periferia. La regién
que designamos hipotalamo posterior comprende los nucleos dorsomedial vy
ventromedial del hipotalamo, y observamos una disminucién en el contenido de TRH a las
7 sesiones de ejercicio sin cambios en las demds sesiones. El nucleo dorsomedial tiene
un papel fundamental en la homeostasis neuroendécrina y autonémica (Bernardis et al
1998) y ha sido implicado en una gran variedad de funciones incluyendo el
comportamiento alimenticio, el peso corporal, la termorregulacion, el ciclo circadiano, la
funcién cardiovascular, actividad locomotora, estrés y reproduccion (ver referencias en
Mihaly et al 2001). En cuanto a su funcién en el gasto energético se ha demostrado que
inyecciones de leptina en el hipotdlamo dorsomedial (HDM) activa a esta regién ya que se
induce la expresidon de c-Fos en distintas poblaciones celulares. También tiene diferentes
conexiones con otras regiones hipotalamicas como el NPV ya que por
inmunohistoquimica se ha visto las proyecciones del nucleo dorsomedial a las neuronas
parvocelulares del NPV de neuronas sensibles a leptina (Elmquist et al 1998, Orban et al
1998, Seoane et al 2000). El HDM contiene neurotransmisores y neuromoduladores que
pueden tener control regulatorio sobre el eje tiroideo, como GABA, galanina, NPY, TRH,
metionin-encefalina, sustancia P (lijima et al 1999; Jackson et al 1985; Levin et al 1987;
Larsen, 1992); la galanina y NPY muestran proyecciones directas al NPV, mientras que
administraciones icv o sistémicas de GABA incrementan los niveles de TSH en suero, y al
inhibir la sintesis de GABA o inyectando un antagonista del receptor de GABA se puede
modificar el patron de TSH en el ritmo circadiano (Jordan et al 1983). Por otra parte el
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nucleo ventromedial hipotalamico (HVM) se ha definido como el centro de saciedad (Kong
et al 2004, Abizaid et al 2006), recientes estudios han demostrado que esta region
hipotalamica recibe muchas proyecciones de otras regiones hipotalamicas incluyendo el
NPV y el HDM, y puede modular la liberaciéon de sefiales orexigénicas de diferentes
nucleos hipotalamicos (Kalra et al 1999, Ter Horst et al 1987); como el NPY, que en
lesiones al HVM altera la expresién de este péptido en el nucleo arcuato y NPV (Kalra et
al 1997). El grupo de Shian et al 1985 al determinar la accion de la administracién de TRH
en el ndcleo ventromedial hipotalamico notaron que causa la estimulacion locomotora en
ratas. También se ha demostrado que el incremento de T3 aumenta inmediatamente la
expresion de genes tempranos en el hipotdlamo ventromedial e induce un incremento de
cuatro veces la toma de comida cuando es inyectada directamente en esta region
hipotalamica (Kong et al 2004). Tomando en cuenta estos datos a pesar de que
podriamos esperar un aumento en la concentracion de TRH por la actividad locomotora,
obtuvimos una disminucion sélo a la sesién 7; que bien podria ser el efecto en el
contenido de TRH por el aumento de la expresién de NPY, lo que ya ha sido descrito en el
hipotalamo dorsomedial durante el ejercicio forzado a las 7 sesiones (Kawaguchi et al
2005) y en ejercicio voluntario a 4 semanas de ejercicio (Bi et al 2005); ya que ademas en
ambos nucleos hipotalamicos (dorsomedial y ventromedial) se sabe que se expresa el
NPY y que ademas libera a este péptido.

En el paradigma del ejercicio voluntario se ha observado que en el &rea caudal y posterior
hipotaldmicas, incluyendo la regién medial ventral, y de la linea formada entre el tracto
mamilotalamico y el fornix, ha mostrado una menor expresién de c-fos en ratas
ejercitadas con respecto a ratas sedentarias; esta regién hipotalamicas ha sido designada
como el area de “defensa” y una region locomotora, ya que estimulaciones eléctricas y
quimicas de esta area produce el movimiento al correr y cambios en la funcién
cardiorespiratoria (Waldrop et al 1988; Ichiyama et al 2002), nosotros observamos que la
TRH cuantificada en los cuerpos mamilares disminuyd en el grupo ejercitado a las 12 , 72,
y 142 sesiones comparada con el grupo intacto, esta disminucion también se presenta en
sedentarios con respecto a los intactos a la sesion 1 y 14, lo que podria indicar que el
efecto no es especifico para la locomocion ya que también se presenta en los grupos
sedentarios, por lo que lo que la TRH de esta region no esta involucrado en el paradigma.
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Estudios realizados por el grupo de Hajnal et al 2000 demuestran que el nucleo
acumbens participa manteniendo el balance energético en relacion con el
comportamiento alimenticio, también se le ha involucrado en mantener el peso corporal
sugiriendo una posible funcion de interneuronas colinérgicas del nucleo acumbens. El
TRH del nucleo acumbens esta implicado también en la locomocién por la interaccion de
las neuronas dopaminérgicas en esta region (Miyamoto y Nagawa, 1977; Yamamura et al
1991), ya que al administrar un analogo de TRH (TA0910) estimula la actividad
locomotora; contrario a estos estudios nosotros observamos en el dia 1 una disminucion
del contenido de TRH contra los dos grupos y sélo es significativa contra sedentarios,
mientras que al dia 14 disminuye también al igual que el grupo sedentario; estudios
realizados recientemente muestran que en restriccion alimentaria y anorexia inducida por
deshidratacion (de Gortari et al 2002, Jaimes 2006) disminuye el contenido de TRH en
esta regioén, por lo que podriamos pensar que es una respuesta a la disminucion en la
toma de comida.

Por otra parte sabemos que el ejercicio es un comportamiento practico que activa
cascadas celulares y moleculares que mantienen la plasticidad neuronal, lo que induce la
expresion de genes asociados con la plasticidad tales como los que codifican para BDNF,
y promotores adicionales en la vascularizacion cerebral, en la neurogénesis con cambios
funcionales en la estructura neuronal y la resistencia al dafo neuronal, basicamente esos
efectos ocurren en el hipocampo, regién central del aprendizaje y memoria (Cotman et al
2002). El hipocampo es un area que es particularmente susceptible al estrés (Meaney et
al 1993) y esta implicada en la memoria y el aprendizaje (Horita et al 1989), estudios
recientes muestran que el ejercicio voluntario incrementa la neurogénesis en el giro
dentado del hipocampo, el cual puede ademas ser resultado de la liberacion de factores
de crecimiento (e.g. IGF-1, BDNF) en el cerebro (Cotman et al 2002). En nuestro modelo
de ejercicio voluntario observamos que en esta region sélo presenté un aumento a la
sesion 7 en el hipocampo anterior mientras en el hipocampo posterior no hay cambios
significativos; esta respuesta a las 7 sesiones de ejercicio es consistente con la expresién
de c-Fos que observaron en un experimento realizado por el grupo de Lee (2003), ya que
en ese grupo encontraron que iba aumentando la expresion de c-Fos al paso de las
sesiones de ejercicio y para sesion 7 se observa el contenido maximo de la expresion de
este gen temprano de trascripcion en CA1, CA2, CA3 y giro dentado, para ir
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disminuyendo hacia las 14, 21 y 28 sesiones de ejercicio sugiriendo que esta respuesta
de restablecimiento puede ser por una adaptacién celular en el cerebro (Miyata et al
1995). Hay reportes en los que se ha visto que en el hipocampo las neuronas TRHérgicas
se activan sélo en el grupo entrenado para la prueba de aprendizaje espacial en el
laberinto en agua de Morris (Aguilar-Valles et al., 2005 y 2006), lo que podria indicar que
a las 7 sesiones de ejercicio voluntario las neuronas TRHérgicas del hipocampo podrian
estar sintetizando y liberando TRH, y ademas puede tener un efecto en el aprendizaje.

El septum muestra una alta sensibilidad al TRH en efectos al despertar y epilépticos
(Kalivas and Horita, 1979; Schmidt, 1977; Horita et al. 1989). Se ha mencionado que el
TRH activa los sistemas colinérgicos septo-hipocampal y basalcortical (Horita et al, 1986)
aumenta la liberacién de acetilcolina en el hipocampo (Hutson et al, 1990; Itoh et al,
1994). Contrario a lo observado en restriccion de movimiento agudo donde el contenido
de TRH disminuy6 de manera especifica por efecto de 7 dias de restriccion sin afectar los
demas elementos TRHérgicas (Garcia, 2006) nosotros observamos un aumento del
contenido a la tercer sesion de ejercicio, este efecto puede ser respuesta a la actividad
TRHérgica de respuesta al movimiento o bien por las proyecciones de otras regiones, ya
que se sabe que en el septum el péptido maduro de TRH proviene de otras regiones
como del hipotalamo lateral, del area preoptica y del nucleo basal de la estria terminal
(Ishikawa et al, 1986) y asi posiblemente estos cambios en el contenido de TRH sean el
resultado de modulacion del TRH en otras regiones del cerebro.

El talamo tiene conexiones reciprocas con la corteza prefrontal (Morgane et al., 2006);
formando parte del circuito del miedo y control de la ansiedad. Se sabe que la corteza
prefrontal y el tdlamo se activan, después de la administracion i.c.v de TRH
incrementando la expresion de c-fos (Otake et al., 2000). Nosotros observamos una
disminucion a la sesion 7 en ratas ejercitadas y sedentarias, lo que no daria una
respuesta especifica al modelo y bien podria ser reflejo de la respuesta al miedo o la
ansiedad.

El I6bulo neurointermedio estd constituido por terminales nerviosas de la zona

magnocelular del NPV y del supradptico, En esta regién obtuvimos una respuesta similar
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al HMB en el contenido de TRH por lo que podemos inferir que este cambio es un reflejo
de lo que esta ocurriendo en el NPV.

En el area predptica y amigdala no encontramos cambios, lo que nos podria decir que el
ejercicio voluntario o de baja intensidad como el que realizamos en nuestro protocolo no
se altera en forma importante la actividad termogénica (Nagashima et al 2000) ni
cardiovascular (Sharif et al 1985) que pudiera influenciar el contenido de la TRH en el
area preoptica y en el consumo de alimento o estrés en el caso de la amigdala (Kelley en
el 2004).

7.5 RNAmM-TRH en Nucleos del Rafe y area gris periacueductal

Diversos reportes muestran que el hipotalamo no es la Unica regién involucrada en la
regulacion metabdlica, el tallo cerebral es una estructura central primaria que controla el
metabolismo y donde el TRH juega un papel en la regulacion de la homeostasis
energeética integrando el balance endocrino y simpético/vagal.

El tallo cerebral es esencial para mediar la respuesta energética del hambre. La TRH del
tallo cerebral es sintetizada en el nucleo caudal del Rafe inervando el tallo cerebral y las
neuronas motoras simpaticas y las vagales espinales, también es sintetizado en el rafe
pallidus, rafé obscurus, las regiones piramidales, nucleos que se sabe que sus neuronas
vagales y simpaticas estadn involucradas en la regulacién térmica, cardivascular,
gastrointestinal y pancreatica (Berthoud et al 2005, Yang et al 2002). Hay reportes de que
el RNAmM-TRH y su receptor 1 en tallo cerebral se incrementa casi 60% en ratas en ayuno,
la accion orexigénica del TRH en el tallo cerebral es mediada por la estimulacion vagal-
colinérgica y la liberacién de ghrelina géastrica, lo que evidencia que el TRH participa en
regular el metabolismo alterado por la demanda energética (Ao et al 2006).

Estudios recientes de ejercicio voluntario muestran disminucion de la expresion de c-fos
en el area gris periacueductal y del Rafé, aunque este ultimo no es significativo (/chiyama
et al 2002); el area gris periacueductal esta involucrada en funciones cardirespiratorias
incluyendo hipertension y taquicardia en la porcion lateral (Bandler et al 1985, Bandler et
al 1988, Bandler et al 1994, McDougall et al 1985) e hipotension y bradicardia en la regién
mas caudal y ventrolateral (Bandler et al 1994); también ha sido demostrado que en esta
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region la TRH, bombesina y somatostatina inducen la estimulacion de la contraccion
gastrica (Tache et al 1990).

Los cambios en el RNAm de TRH en esta region fueron modestos, y se encontré que en
general el ejercicio incrementa el nivel de RNAm de TRH, lo que puede correlacionar con
un incremento en la ingesta de alimento durante el periodo de reposo. Sin embargo,
cambios similares se observaron en el grupo sedentario de la 32 sesién, en los cuales la
ingesta en reposo no se modifica. Es importante realizar una diseccién més fina o bien

hibridacion in situ para inferir la participacion del TRH en éstos nucleos.
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7.6 Conclusion.

En resumen, se confirma que el ejercicio voluntario o de baja intensidad es capaz de
incrementar el gasto energético, inhibe la ingesta y disminuye en el peso corporal. Esto
inhibe la biosintesis del RNAm de TRH y CRH en las neuronas del NPV en las sesiones 7
y 14. En las primeras sesiones, parece ser importante el componente del estrés, lo que
altera la actividad hormonal de las ratas. Finalmente, nuestros resultados sugieren que la
actividad de TRH se inhibe en condiciones donde el gasto energético es negativo, como
se ha propuesto en otras condiciones similares.
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ANEXO 1

Preparacion del agua libre de RNAsas.

En todas las soluciones utilizadas para la extraccién de RNAm se utilizo agua tratada con
dietil pirocarbonato (DEPC Sigma). El procedimiento consistié en hacer una suspencion al
0.01% de DEPC en agua deionizada, mezclando el DEPC por 12 h mediante agitacion,
después se esterilizd por 2 ciclos para lograr la eliminacion de DEPC, posteriormente se
filtro (filtro 0.22nm) para asi obtener el agua libre de RNAsas, tomamos alicuotas en
condiciones de esterilidad (utilizando mechero de Fisher), el agua libre de RNAsas se

mantuvo en refrigeracion a 4°C.
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ANEXO 2

SECUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDOS UTLIZADOS PARA LA PCR

Oligode T

Secuencia (5' - 3): TTT TTT TTT TTT TTT
Secuencia (3’ - 5'): AAA AAA AAA AAA AAA
Longitud: 15

Ciclofilina.
Secuencia (5’-3’): GGG GAG AAAGGATTT GGC TA
Secuencia (3’-5’): CCC CTC TTT CCT AAA CCG AT
Longitud: 20

TRH
Secuencia (5’-3"): GAC AGC TAG TGA AGG GAACAG G
Secuencia (3’-5’): CTG TCG ATC ACT TCCCTT GTC C
Longitud: 22

CRH
Secuencia (5-3’): GAC CGC CTC TCC CTC TCC AG

Secuencia (3-5’): CTG GCG GAG AGG GAG AGG TC
Longitud: 20
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Anexo 3.
Efectos del ejercicio voluntario en la actividad del eje HHT (derecha) y el eje adrenal

(izquierda) a corto plazo (1 y 3 sesiones de ejercicio).

RNAmM-TRH % i

L RNAM-CRH PVN !

EUSESEEEEEEE

TRH | (1)

(CONTENIDO EN

HIPOFISIS EMIENCIA MEDIA)

“ TSH _ PRL.

= ADRENAL TIROIDES
(PESO)

A\

T CORTICOSTERONA T4 =

TAumentol Disminucion =: Sin cambios 1: 1 sesion, 3: 3 sesiones. TRH: Hormona Liberadora de
Tirotropina, TSH: Tirotropina, PRL: Prolactina, T4:Tiroxina, T3: Triyodotironina, CRH:Hormona Liberadora de
corticotropina, NPV: Nucleo Paraventricular
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Anexo 4

Efectos del ejercicio voluntario en la actividad del eje HHT (derecha) y el eje adrenal
(izquierda) a largo plazo (7 y14 sesiones de ejercicio).

?
NPY
SRRREIRRRETRRRTRR RIS CRH
HIPOTALAMO (NPV) I o
DORSOMEDIAL
Jeooooosoccnnes NPY
MSH
RNAmM-TRH ¢ NUCLEO ARCUATO
.= (CONTENIDO EN
EMIENCIA MEDIA)
HIPOFISIS T“"'J,

LEPTINA

— (| X

TIROIDES

4

T

|
13 =

T Aumentol Disminucion =: Sin cambios 7: 7 sesiones 14: 14 sesiones. TRH: Hormona Liberadora de

Tirotropina, TSH: Tirotropina, PRL: Prolactina, T4:Tiroxina, T3: Triyodotironina, CRH:Hormona Liberadora de
corticotropina, GABA; Gama Amino-butirico,

NPY: Neuropeptido Y, MSH:Hormona Liberadora de
melanocortina, NPV: Nucleo Paraventricular
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