UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Regulacion de los Sistemas TRHérgicos del hipotalamo
durante la obesidad inducida por dieta alta en grasa en la
rata.

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE:
BIOLOGA
P R E S E N T A:

TORRES REYES MARIA DEL PILAR

DIRECTOR DE TESIS:

Doctora Rosa Maria Uribe Villegas

2014

FACULTAD DE CIENCIAS
UNAM



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1.Datos del alumno

1.Datos del alumno

Apellido paterno Torres

Apellido materno Reyes

Nombre(s) Maria del Pilar
Teléfono 13 14 19 80
Universidad Nacional Autonoma de Universidad Nacional Autonoma de
México México

Facultad de Ciencias Facultad de Ciencias
Carrera Biologia

Numero de cuenta 304161333

2. Datos del tutor

Grado Dra.

Nombre(s) Rosa Maria

Apellido paterno Uribe

Apellido materno Villegas

3. Datos del sinodal 1

Grado Dr.

Nombre(s) Jean Louis

Apellido paterno Charli

Apellido materno Casalonga

4. Datos del sinodal 2

Grado Dra.

Nombre(s) Milagros

Apellido paterno Méndez

Apellido materno Ubach

5. Datos del sinodal 3

Grado M. en C.

Nombre(s) Georgina

Apellido paterno Nieto

Apellido materno Castafieda

6. Datos del sinodal 4

Grado Quim.

Nombre(s) Viviana

Apellido paterno Escobar

Apellido materno Sanchez

7.Datos del trabajo escrito.

Titulo Regulacion de los Sistemas TRHérgicos del hipotalamo
Subtitulo durante la obesidad inducida por dieta alta en grasa
Numero de paginas 78 p.

ARo 2014



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo no se habria podido realizar sin la colaboracion de muchas personas
que me brindaron su apoyo, asi que es para mi un verdadero placer utilizar este
espacio para expresar mi mas sincero agradecimiento. De manera muy especial y
sincera agradezco a la Dra. Rosa Maria Uribe Villegas por aceptar ser mi asesora
y apoyarme para realizar esta tesis y al Dr. Jean-Louis Charli Casalonga por
brindarme la oportunidad de trabajar en su laboratorio. A ellos por la confianza, el
apoyo personal y academico que me brindaron desde el primer momento. Con su
dedicacion y compromiso por la ciencia y la formacion de alumnos me motivan

para seguir en el mundo cientifico en busca del conocimiento.

Agradezco la orientacion y aportaciones hechas durante mi estancia en el
laboratorio a la Dra. Patricia Joseph, la Dra. Antonieta Cote, la Dra. Mariana

Gutierrrez y la Dra. Lorraine Jaimes.

Gracias los miembros del jurado la Dra. Milagros Méndez, la M. en C. Georgina
Nieto y a la Quim. Viviana Escobar Sanchez por dedicar su tiempo para la lectura
y analisis de este trabajo, también a mis profesoras Sara Frias y Bertha Molina.
Todas me encaminaron y me ayudaron a reafirmar mi gusto por la biologia

molecular.

Quiero agradecer al personal técnico del Instituto de biotecnologia que contribuy6
a la realizacion de este proyecto: |.B.I. Marcela Ramirez Yarza (produccion y
cuidado de animales de experimentacion en el bioterio), Q.F.B Miguel Cisneros
Ramirez (apoyo en la realizacién de RIAs y ELISAs), M.C. Eugenio Lépez Bustos
y Quim. Fidelia Romero Arteaga (sintesis de oligonucléotidos y preparacién de
reactivos para PCR respectivamente), Sr. Manuel Villa y a la Sra. Elena Martel por
faciltar los materiales utilizados, B.A. Shirley Ainsworth (apoyo en la obtencion de
bibliografia). Al apoyo otorgado por parte del CONACyT (proyecto 128665),
DGAPA (proyecto IN212411) y a la beca SNI (exp. 12128290).



AGRADECIMIENTOS PERSONALES
A Dios por darme una gran familia y permitirme terminar este proyecto.

A mi Ma siempre sonriente, que sin su alegria mi vida no seria la misma. Quien sin
saberlo me ha ensefiado a burlar los malos momentos con una sonrisa y aceptar
los buenos con una mucho mas grande. Gracias a su fortaleza y entereza siempre
hemos salido adelante. La admiro por todo lo que ha hecho y sigue haciendo.
Gracias Vini por consentirme, por ser mi “miga” y confidente, por quererme y
abrazarme siempre que lo necesito, por estar conmigo siempre. No tengo palabras
para decirte todo lo que representas para mi, solo que te quiero tanto tanto que
daria todo solo para que tu fueras feliz.

A mis hermanos Jaime, Hector, Alfredo, Beto, Laura y Carmen por hacer un gran
esfuerzo (que sé que es bastante) para que yo terminara esta gran etapa de mi
vida, sin ustedes esto no seria posible. Muchas gracias hemanos!! A pepino que
nos ha hecho mas divertida la vida.

A amigos del laboratorio Ivan, Israim, Adrian, Gaby, Yesica y a mis amigas de
siempre: las dos Andrea y Laura, a Vero, Susy y Marelita. Gracias por escuchar,
apoyar y alentarme, por aceptar mi sinceridad y por estar conmigo cuando lo

necesito, sé que seguiran estando.

A Carlos por acompafiarme en este viaje (en tantos viajes), por los pasteles y los
dulces. Por las comidas y risas compartidas desde que nos conocimos, al parecer
se nos ha ido el tiempo en esas delicias. Por aceptarme como soy, consentirme

siempre y estar conmigo en todo momento.

Gracias a todos los mencionados y no mencionados que directa o indirectamente
me ayudaron a crecer personal y profesionalmente, a creer en mi y poder seguir

adelante.



INDICE

10.

ABREVIATURAS . ..o e 6

RESUMEN . ... e e e e 7

INTRODUCCION. .. ..o, 9

3.1. Definicion de la obesidad en el humano....................., 9
3.2. Estrategias para combatir la obesidad................c.o 10
Elementos involucrados en el control del consumo de Alimento y gasto

=T T=T 0T (o7 o T 13
4.1. Hipotalamo: centro de regulacion homeostatica del metabolismo.......... 16

4.2. La hormona liberadora de tirotropina (TRH) y la regulacion de su

metabolismo por alteracién de la homeostasis

BNEIGETICA ...vnie it 20
El eje hipotalamo-pituitaria-tiroides (HPT) y la obesidad........................... 25
Modelos Experimentales para estudiar la obesidad................................. 27
6.1. Animales obesos generados por alteraciones genéticas..................... 27

6.2. Animales obesos obtenidos por alimentacion con dietas hipercaléricas.. 28

JUSTIFICACION. ... e 30
HIPOTESIS. ..o 30
OBUJETIVO GENERAL. ... e 31
9.1. Objetivos partiCulares. ... ..o 31
MATERIALY METODOS ... .ot 32

10.1. Protocolo experimental para inducir obesidad en la rata macho Wistar..32
10.2. DiseccCiOn de Cerebros. ... .oouiii i e 33

10.3. Purificacion y cuantificacion del RNA total de los diferentes nucleos

del hipotalamo. ... 33
10.4. Cuantificacién de la presencia de los RNA mensajeros especificos (TRH,
TRH-R1, TRH-R2, PPII) en diferentes regiones del hipotalamo................... 35
10.5. Determinacién del nivel de leptina en suero mediante el ensayo

e EL S A . 36
10.6. Determinacion del nivel de insulina en suero mediante el ensayo

e EL S A 36

10.7. Cuantificacion por radioinmunoensayo de la tirotropina (TSH),

corticosterona, triiodotironina (T3) y tiroxina (T4) en suero.......................... 37



11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.

10.8. Determinacién electroquimica de glucosa en suero......................... 39
ANALISIS ESTADISTICOS. ... oo 40
RESULTADO S . .. e e e e e 40
12.1. Determinacién de la ganancia en peso corporal en animales

controles y alimentados con dietas hipercaldricas....................co 40
12.2. Consumo de alimento, agua y kilocalorias en ratas control y mantenidas
con alimento hipercalOriCo. ... ... ..o 41
12.3. Efecto de las diferentes dietas sobre el peso de la grasa

o] 1 0o ir= | T 43
12.4. Influencia de la dieta sobre el nivel circulante de: a) glucosa, insulina

y glucosalinsulina, b) leptina y leptina/insulina y c) corticosterona y

pesos de glandulas adrenales ..o 44
12.5. Efecto de dietas hipercaldricas sobre las concentraciones séricas de
hormonas del eje tiroideo: TSH, Tay Taeeouiieiiii i 47
12.6. Efectos de la dieta rica en carbohidratos o grasa sobre el nivel de RNA

mensajeros en diferentes ndcleos hipotalamo NPV, AP, HA, HL y HP después

de 307 diasS de CONSUMO. ... .ttt e e 48
12.6.1. Cambios en el nivel de RNAmM de TRH en NPV, AP,

HA, HL Y Hooo e 48
12.6.2. Cambios en el nivel de RNAmM de TRH-R1 en el HL, HA

Y H P 50
12.6.3. Cambios en el nivel de RNAm de TRH-R2 enelHLy HP............... 51
12.6.4. Cambios en el nivel de RNAm de PPIlen NPV, HLy HP................ 51
DISCUSION. .. ..ot e 53
CONCLUSIONES. . .. e 65
PERSPE CTIV AS . ..o e 65
REFERENCIAS . ... e e 66

AN E X O S . 74



1.- ABREVIATURAS

ACTH
Agrp
AP
ARC
CART
CCK
CRH
DNA
FDA

FSH
GH

HA

HL

HP
HPT
HT
IMC
LH
MCH
NDM
NPV
NPY
NVM
OMS
PAM
PC
PCR
PPII
POMC
PRL
RNAmM
RT
SNC
TRH
TRH-R1
TRH-R2
TSH
T3

T4
a-MSH

Hormona adrenocorticotropa

Proteina relacionada al agouti

Area preoptica

Nucleo arcuato

Transcrito regulado por anfetamina y cocaina
Colecistoquinina

Hormona liberadora de corticotropina
Acido desoxirribonucleico

Food and Drug Administration (Agencia
de alimentos y medicamentos)
Hormona foliculoestimulante

Hormona de crecimiento

Hipotalamo anterior

Hipotalamo lateral

Hipotalamo posterior

Eje hipotalamo pituitaria tiroides
Hormonas tiroideas

indice de masa corporal

Hormona luteinizante

Hormona concentradora de melanina
Nucleo dorsomedial

Nucleo paraventricular

Neuropéptido Y

Nucleo Ventromedial

Organizacion Mundial de la Salud
Peptidilglicina a-amida monooxigenasa
Convertasa

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Piroglutamil peptidasa Il
Pro-opiomelanocorticotropina
Prolactina

Acido ribonucleico mensajero
Transcriptasa reversa

Sistema Nervioso Central

Hormona liberadora de tirotropina
Receptor tipo 1 de la hormona liberadora de tirotropina
Receptor tipo 2 de la hormona liberadora de tirotropina
Hormona estimuladora de tiroides
Triyodotironina

Tiroxina

a-Hormona estimuladora de melanocitos



2.- RESUMEN

Las causas subyacentes de la obesidad tienen que ver con la regulacion
anormal de los circuitos cerebrales que controlan el apetito y la saciedad. En el
hipotalamo se encuentran elementos sensores de nutrientes, aqui convergen y se
integran sefnales relacionadas con la disponibilidad y gasto de nutrientes. El eje
hipotalamo-pituitaria-tiroides (HPT) tiene como funcién principal mantener niveles
fisiolégicos de las hormonas tiroideas, que modulan el gasto energético y la
termogénesis. El factor principal que regula eje HPT es la hormona liberadora de
tirotropina (TRH) que es producida por un grupo de neuronas en el nucleo
paraventricular (NPV) del hipotalamo. Cambios en la homeostasis energética del
organismo definen la tasa de sintesis y liberacion de la TRH en las neuronas del
NPV. Se sabe que la obesidad promueve a largo plazo un aumento en la
expresion del RNAm de la TRH en estas neuronas, pero no se sabe la cinética de
este cambio, ni si otros circuitos TRHérgicos son regulados al inducir obesidad.
Por lo que proponemos que durante el establecimiento de la obesidad, algunos
elementos de los sistemas TRHérgicos hipotalamicos puedan adaptarse para
mantener la homeostasis energética. Para corroborar esta hipétesis, alimentamos
ratas macho de 50-60 dias de edad durante 3 6 7 dias con dietas de alto
contenido de carbohidratos o grasa; durante éste tiempo se cuantificd la cantidad
de alimento y agua consumidos asi como el peso corporal de cada animal.
Después de tres o siete dias cuantificamos algunos indicadores bioquimicos
involucrados en el balance energético como la leptina e insulina, ademas de la
corticosterona y los niveles de glucosa en sangre asi como los elementos del eje
tiroideo: la hormona estimuladora de tiroides o tirotropina (TSH) y las hormonas
tiroideas. Se cuantifico el nivel de RNAm de los diferentes elementos del sistema
TRHérgico en varios nucleos del hipotalamo como son la TRH y sus receptores
TRH-R1 y TRH-R2 y la PPII (piroglutamil peptidasa Il) enzima que degrada a la
TRH. Encontramos que las ratas que consumieron la dieta alta en grasa
aumentaron significativamente su peso corporal. El efecto de ambas dietas
hipercaloricas se observo sobre de grasa parda que aumento después de 3y 7

dias consumo de las dietas; la grasa blanca epididimal sélo aumentdé en los



animales que ingirieron dieta alta en grasa por 3 dias, mientras que la grasa
blanca subcutanea aumento¢ a los 7 dias. El nivel de glucosa en sangre se elevo
en el grupo que consumid 7 dieta alta en grasa, la insulina aumento
significativamente a los 3 y 7 dias de consumir dietas hipercaloricas, en cambio los
niveles de leptina solo incrementaron en las ratas que consumieron la dieta rica en
grasa. La biosintesis de la TRH en el NPV se modificd a los 3 dias de consumo
de las dietas hipercaldricas, sin que se afectara significativamente el nivel de TSH
y hormonas tiroideas en suero. La expresion del RNAm de la TRH se modificé en
forma tejido especifica y dependiendo del tipo de dieta. La dieta alta en
carbohidratos aumenté el RNAm de la TRH en el area preodptica y el hipotalamo
anterior en los grupos de 7 dias, mientras que en el hipotalamo lateral este
aumento se observd sélo con la dieta alta en grasa después de 7 dias de
consumo; en el hipotalamo posterior no hubo modificaciones al consumir las dietas
hipercaldricas. Encontramos incrementos significativos en el RNAm de TRH-R1 en
el hipotalamo lateral a los 7 dias de consumo de dieta alta en grasa con respecto
al grupo que ingiri¢ dieta alta en carbohidratos. La cuantificacion del RNAm de la
PPII revel6 que al igual que los receptores la respuesta es lenta al compararse con
el RNAm de la TRH, ya que solo se observaron modificaciones a los 7 dias de
consumo de las dietas hipercaldricas, especificamente en el NPV el RNAm de la
PPIl se incremento significativamente en el grupo que ingirié dieta alta en grasa,
mientras que en el hipotalamo lateral y posterior se observé un incremento
significativo en los animales que consumieron dieta alta en carbohidratos.
Nuestros datos sugieren que exponer a los animales a un ambiente obesogénico
por corto tiempo activa mecanismos anti-obesidad que se hace evidente al
incrementar la grasa parda y el nivel de leptina e insulina en suero; ademas
observamos que el nivel de RNAmM de elementos de los sistemas TRHérgicos
hipotalamicos se adaptan en forma rapida a cambios en el consumo energético y
calidad de la dieta.



3.- INTRODUCCION
3.1. DEFINICION DE OBESIDAD EN EL HUMANO

En el humano, la obesidad se define como aumento en el peso y grasa
corporal, que se estima con una férmula que combina el peso en kilogramos
dividido entre la estatura en metros al cuadrado, denominado indice de Masa
Corporal (IMC) y desarrollado por el estadistico Adolphe Quetelet; siendo éste
indicador el mas utilizado para estudios epidemiolégicos. En el 2011, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo emple6 para hacer una clasificacion
del grado de obesidad, definiendo los siguientes intervalos: peso normal, IMC
18.5-24.9; sobrepeso, IMC 25-29.9; obeso, IMC 30-34.9; obesidad severa, IMC
35-39.9 y obesidad morbida, IMC = 40. En la actualidad la obesidad es el quinto
factor principal de riesgo de defuncién en el mundo, segun datos de la OMS, a
nivel mundial cada afo fallecen por lo menos 2.8 millones de personas adultas
como consecuencia del sobrepeso u obesidad, debido a que es una enfermedad
colateral a varias de las principales causas de muerte como son la diabetes, las
enfermedades cardiovasculares y el cancer de mama, entre otras (Kopelman,
2000). En México de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012,
la prevalencia de sobrepeso y obesidad en adultos de 20 afios o mas fue de
71.3% (sobrepeso 38.8% y obesidad 32.4%) que representan a 48.6 millones de
personas. La prevalencia de la obesidad fue mas alta en el sexo femenino
(37.5%) que en el masculino (26.9%), al contrario del sobrepeso donde el sexo
masculino tuvo una mayor prevalencia (42.6%) que el femenino (35.5%).
(ENSANUT, 2012; Barquera et al., 2013a). La obesidad infantil se volvi6 un
problema de salud en México, ya que 4 millones de nifios sufren sobrepeso u
obesidad encontrandose actualmente en el primer lugar a nivel mundial en este
rubro. Esto ha llevado a diversas instituciones en nuestro pais a implementar
estrategias que permitan revertir este padecimiento, por ejemplo, en las escuelas
se ha promovido una disminucion en el consumo de bebidas azucaradas y mayor

actividad fisica (Barquera et al., 2010).



La etiologia de la obesidad es multifactorial; se caracterizada por un
desbalance cronico entre la ingesta y el gasto energético (mas calorias
consumidas que gastadas), asi como asociada a diferentes factores conductuales
y ambientales que incrementan el consumo caldrico y promueven estilos de vida
con bajo gasto energético; ademas puede existir predisposicion genética. Dada la
importancia de obtener suficiente energia y nutrientes esenciales para la
sobrevivencia de los individuos y las especies, existe un complejo sistema de vias
que sensan e integran sefiales del medio interno y externo para activar efectores
que regulen la ingestion de alimento y el gasto energético (Zheng y Berthoud,
2008). Se propone que en la obesidad ocurre por la desregulacion de varios
sistemas de control del metabolismo. Por ello se han realizado estudios que
permitan tener un mejor entendimiento de los mecanismos moleculares y celulares

que regulan el balance energético, el hambre y la saciedad.

3.2. ESTRATEGIAS PARA COMBATIR LA OBESIDAD.

A) Cambios en el estilo de vida

La Secretaria de Salud de México recomienda en el plano individual, que
las personas limiten la ingestion energética procedente de alimentos altos en
grasa o en carbohidratos, preferentemente consuman raciones pequefias de fruta,
verduras, carne, legumbres, cereales integrales y frutos secos, realicen actividad
fisica diaria, para lograr un equilibrio energético y un peso normal. La industria
alimentaria puede desempenar una funcion importante en la promocion de una
alimentacion saludable: reduciendo el contenido de grasa, azucar y sal en los
alimentos elaborados, asegurando que todos los consumidores puedan acceder
fisica y econdmicamente a alimentos sanos y nutritivos poniendo en practica una
comercializacién responsable y asegurando la disponibilidad de los mismos;
ademas apoyando la practica de actividad fisica periddica en el lugar de trabajo
(Barquera et al., 2013b). Se ha observado que en los casos de obesidad donde el
higado esta graso, pequefios cambios en el peso corporal generados por el

incremento en la actividad fisica o la disminucion en el consumo de alimentos

10



hipercaloricos disminuyen la esteatosis del higado, con lo que estos resultados

son muy alentadores (Gomez et al., 2013; Deldin y Lee, 2013).

B) Farmacoldgicas.

En términos de farmacoterapia para combatir la obesidad se desarrollaron
farmacos que fueron aprobados por la “Food and Drug Administration” (FDA por
sus siglas en inglés) de los Estados Unidos, éstos son: la fentermina (supresor del
apetito que estimula sefiales anorexigénicas en el hipotalamo), la sibutramina
(suprime el apetito e incrementa la termogénesis) y el orlistat (un inhibidor de
lipasa intestinal que reduce la absorcion de grasa). En general se tiene una
pérdida de peso corporal del 3 al 5% en un periodo de 6 a 12 meses, pero éstos
tratamientos tienen varios efectos secundarios adversos, por ejemplo, la
sibutramina incrementa el riesgo de ataques cardiacos y derrames cerebrales
(Kennett y Clifton, 2010). Otro farmaco que promueve la disminucion de peso es la
lorcaserina, un agente agonista del receptor central de serotonina (5-HT2c) que
actua sobre neuronas hipotalamicas de proopiomelanocorticotropina (POMC) que
tienen actividad anorexigénica (actividad que inhibe la ingestion de alimentos). Se
cree que la pérdida de peso es debida a su actividad de agonista con el receptor
5-HTc, reduciendo la ingestion calorica e incrementando la saciedad (Taylor et al.,
2013). Ademas la FDA aprobd un farmaco controlado que combina la fentermina
con topiramato (este ultimo podria inhibir la lipogénesis en los adipocitos) que
activa los mecanismos de saciedad y la supresion del apetito, sin que se haya
esclarecido cual es el efecto anorexigénico especifico que genera la pérdida de
peso (Cannon y Kumar, 2009, Taylor et al., 2013).

C) Vacunas.

La grelina es la unica hormona periférica con actividad orexigénica
(estimula la ingestidn de alimentos): es producida y almacenada por el estomago,
disminuye el gasto energético y el catabolismo de grasas. Los efectos
orexigénicos de la grelina son mediados principalmente por receptores en el
hipotalamo que controlan la homeostasis energética (Barsh y Schwartz, 2002), por

11



lo que es un blanco potencial para el desarrollo de tratamientos contra la obesidad.
A este respecto, se ha tratado de desarrollar una vacuna antigrelina o su forma
acilada (acilo-grelina). Al realizar la inmunizaciéon con grelina se observé que
disminuye la ganancia del peso corporal y la adiposidad en mamiferos. La
vacunacion contra la grelina combinada con una dieta baja en grasa produce
resultados muy alentadores en animales de experimentacion (Zorilla et al., 2006).
En otro grupo de experimentos, los investigadores neutralizaron a la grelina
endogena a través de la vacunacion con la grelina acoplada a una capside del
virus tipo Influenza, se reportd que disminuye el peso y la cantidad de grasa sin
embargo éstos efectos no se observan en periodos largos, o que ha llevado a
proponer que es necesario potenciar la produccion del anticuerpo anti-grelina
mediante un adyuvante, sustancias que no se pueden utilizar en humanos, porque
pueden generar reacciones adversas (Monteiro, 2011, 2013) o bien encontrar un

acoplador del antigeno que genere una respuesta inmune mayor.
D) Cirugias.

Los métodos quirurgicos son los que mejores resultados han mostrado al
tratar de reducir el peso y grasa corporal durante el primer ano post-cirugia. Uno
de éstos métodos es la derivacion gastrica (Bypass) que consiste en disminuir y
restringir la absorcién de nutrientes, en la cirugia se crea un reservorio pequefo
por la curvatura menor del estbmago separado del resto para conectarlo a una
parte del intestino delgado y con ello conseguir una saciedad temprana, ademas
de una mala absorcién de los nutrientes. Este procedimiento es una cirugia
invasiva, complicada y riesgosa, ademas se ha visto que en muchos casos es
necesario mantener dieta y ejercicio para controlar el peso a largo plazo (DeWald
et al., 2000).
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4.- ELEMENTOS INVOLUCRADOS EN EL CONTROL DEL CONSUMO DE
ALIMENTO Y GASTO ENERGETICO.

En general, el sistema nervioso de los vertebrados esta dividido
anatomicamente en componentes centrales y periféricos: el sistema nervioso
central (SNC) comprende al cerebro y la médula espinal y el sistema nervioso
periférico que incluye componentes motores y sensoriales (nervios craneales y
espinales) (Purves et al., 2004). El hipotalamo una estructura del diencéfalo
(subdivision del SNC) localizado debajo del talamo, es el principal concentrador de
elementos sensadores de nutrientes, ésta regidbn en conjunto con el control
periférico de los organos del tracto intestinal (estdmago, intestino, pancreas e
higado) y el tejido adiposo, entre otros, ayudan al mantenimiento del peso y
composicién corporal mediante sefiales nerviosas, hormonas, neuropéptidos,
nutrimentos y metabolitos (Horvath et al., 2004). El cerebro controla el apetito y la
saciedad por medio de actividad neuronal que es modulada por sefiales quimicas
que son secretadas dentro de la circulacion, es también informado por el tracto
grastrointestinal sobre el estado de la homeostasis energética y la ingesta de
alimentos a través de sefiales metabdlicas y neuroendocrinas especificas
(Berthoud, 2002) (figura 1).

Cerebro
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/ Comienzo de la /1

médula espj ‘:“1
S ‘ 1
Pancreas— SNP \5
L f Estémago
P‘Y

Insulina

Grelina

Higado e i
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Intestino  © Tejido adiposo
CCK Leptina

Fig. 1. La comunicacion entre el sistema nervioso central y periférico participa en el estado metabdlico del
organismo. La interaccion entre el hipotdlamo (SNC), el tracto gastrointestinal (SNP) y el tejido adiposo ésta

dada por sefiales nerviosas, hormonales y neuroendocrinas, la deteccion hitpotaldmica de nutrientes activa
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neurocircuitos involucrados en la regulacién de la ingestion de alimentos, metabolismo del tejido adiposo y la
homeostasis de la glucosa. Sefiales anorexigénicas como la leptina, la insulina y CCK o sefales orexigénicas
como la grelina (SNP) interactuan con centros hipotalamicos (SNC) para ejercer sus funciones reguladoras

por medio de diferentes vias (via el nervio vago o por el torrente sanguineo).

La homeostasis energética o los procesos por los cuales las reservas de
energia son mantenidos por largos periodos de tiempo estan cuidadosamente
controlados. El balance energético es el resultado entre el equilibrio de la ingestion
de alimentos y el gasto energético (termogénesis, actividad fisica y consumo de
alimento) los componentes de este balance son regulados por dos sistemas
independientes pero interrelacionados: 1) sistema de regulacion a corto plazo, que
controla la iniciacion y terminacion de la alimentacion dependiendo del contenido
del tracto gastrointestinal y 2) sistema a largo plazo, que mantiene las reservas de
energia y por lo tanto el peso corporal. Varias hormonas proveen al cerebro
informacion sobre el estado del balance energético. Estas pueden ser divididas en
dos categorias: hormonas que son producidas por el tracto gastrointestinal que
sefalan hambre o saciedad a corto plazo y hormonas que sefalizan el estado de
reservas de grasa del cuerpo, que son sefales a largo plazo (Remmers y
Delemarre-van de Waal, 2011).

La leptina es la principal hormona periférica involucrada en la homeostasis
energética a largo plazo. En humanos y roedores la leptina es producida por tejido
adiposo, en proporcion al contenido de grasa corporal. Los efectos centrales de la
leptina consisten en reducir la ingestion de alimento e incrementar el gasto
energeético, inhibe las neuronas que expresan los péptidos orexigénicos y activa a
las neuronas que expresan los péptidos anorexigénicos, por lo que controla
negativamente la ganancia de peso corporal. Ademas, la leptina potencia el efecto
de la insulina (Myers y Olson, 2012), regula la sensibilidad de esta y también la
homeostasis de la glucosa. Esta hormona se considerd la panacea en el control de
la obesidad durante varios afos, pero estudios posteriores demostraron que
puede haber resistencia a la leptina, tanto a nivel de los receptores como al
transporte de la hormona a través de la barrera hematoencefalica (Amitani et al.,
2013). Otra sefial periférica es la insulina la cual es producida por las células 3 del
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pancreas, controla la disponibilidad de glucosa en sangre y en la regulacion del
balance energético, actua a corto y largo plazo. La liberacién de insulina esta
relacionada con cambios en los niveles energéticos, ya que después de la
ingestion de alimentos esta aumenta rapidamente. Cuando la insulina hace blanco
en células del cerebro actua como sefal anorexigénica en centros hipotalamicos
para reducir el consumo de alimento y el peso corporal (Wynne et al., 2005). La
leptina e insulina son consideradas sefales de adiposidad (figura 2).

Existen otras sefales periféricas involucradas en la regulacion a corto plazo
de la iniciacion y terminacion de la ingesta, estas son producidas en diferentes
regiones del tracto gastrointestinal, como son: colecistoquinina (CCK), péptido 1
parecido al glucagon, oxintomodulina, polipéptido pancreatico y péptido YY.
Principalmente son secretadas después de la alimentacion e inhiben la ingestion
de alimento; sus acciones sobre el apetito son ejercidas via el nervio vago, el tallo
cerebral y el hipotalamo (Berthoud y Morrison, 2008; Spiegelman y Flier, 2001). La
grelina, producida en el estomago, es unica entre los peptidos gastrointestinales;
su particularidad radica en el papel orexigénico que poseé ya que la inyeccion
central o periférica de la grelina estimula la ingestion y ademas decrece el gasto
energético favoreciendo un balance energético positivo; los niveles en sangre de
grelina aumentan antes de iniciar el consumo de alimento y comienzan a decrecer
con la ingestion (Berthoud y Morrison, 2008; Spiegelman y Flier, 2001; Amatani et
al., 2013) (figura 2).

Las moléculas sefal antes mencionadas, actuan como mediadores que
coordinan la activacion de células localizadas en los diferentes nucleos
hipotalamicos que participan en la regulacion del balance energético. Se demostré
gue varios nucleos hipotalamicos son criticos para el mantenimiento del peso
corporal, decodificando sefales neuronales y periféricas (Balthasar, 2009). El
papel del hipotalamo en el control del apetito y la saciedad fue determinado al
lesionar algunos nucleos especificos; por ejemplo, lesiones en el hipotalamo
lateral disminuyen la ingestion de alimento provocando asi la pérdida de peso ,

mientras que lesiones en el nucleo ventromedial incrementan el apetito causando
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obesidad. Ademas, se han identificado diferentes péptidos y/o neurotransmisores,
que regulan la temperatura, el consumo de agua, el balance de energia, el suefio
y la reproduccion, entre otras funciones (Balthasar, 2009; Remmers y Delemarre-

van de Waal, 2011).
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Fig. 2. Control de la homeostasis energética por neuropeptidos hipotalamicos y hormonas circulantes.
Neuropéptidos como Agrp/NPY estimulan la ingestion de alimento mientras que POMC/CART la inhiben.
Leptina e insulina son hormonas que circulan en proporcion al almacen de tejido adiposo; inhiben las
neuronas de Agrp/NPY y estimulan a las neuronas de POMC/CART. La grelina secretada del estdmago puede
estimular Agrp/NPY. Finalmente el nucleo arcuato envia proyecciones neuronales al nucleo paraventricular
asociado a funciones neuroendocrinas asi como a sefiales de saciedad. Modificado de Barsh y Schwartz,

2002. Ver indice de abreviaturas.
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4.1. HIPOTALAMO: CENTRO DE REGULACION HOMEOSTATICA DEL
METABOLISMO.

El hipotalamo es reconocido como el principal centro de integracion y
convergencia de sefales centrales y periféricas que regulan la homeostasis
energética. Contiene dos sistemas efectores: el sistema autonomico que esta
constituido por los circuitos de neuronas que regulan las funciones vitales como la
temperatura, ritmo cardiaco, ingestidon de alimentos (entre otras) y el sistema
endocrino que consta de neuronas hipofisiotrépicas que controlan la secrecién de
hormonas de la hipdfisis que permiten la comunicacion del cerebro con los
organos periféricos en sentido descendente (Joseph-Bravo y de Gortari, 2007)
(figura 3B). Entre los nucleos hipotalamicos (figura 3A) que estan implicados en la
regulacion del balance energético estan: el nucleo arcuato (ARC) localizado
alrededor y debajo del tercer ventriculo en la base del hipotalamo, contiene
neuronas que sintetizan péptidos orexigénicos como el neuropéptido Y (NPY) y al
péptido relacionado al Agouti (AgRP) y neuronas que sintetizan péptidos
anorexigénicos como el transcrito regulado por anfetamina y cocaina (CART) y la
pro-opiomelanocorticotropina (POMC) del que se deriva otro péptido la hormona
estimuladora de melanocitos (a-MSH); este nucleo contiene receptores para la

leptina e insulina (figura 2).

El hipotalamo lateral (HL) es conocido como el centro del hambre, esta
formado por neuronas que sintetizan orexinas y hormona concentradora de
melanina (MCH) las cuales estimulan la ingestion de alimento. El nucleo
ventromedial (NVM) y el nucleo dorsomedial (NDM) contienen receptores para
leptina e insulina. El nucleo paraventricular (NPV) sintetiza péptidos
anorexigénicos como la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y la hormona
liberadora de corticotropina (CHR). Estas regiones hipotalamicas integran y envian
sefales orexigénicas y anorexigénicas de neuronas especificas para el control de
la ingestion alimentaria, existe una comunicacion de neuronas del ARC que envian
proyecciones al NPV, al HL, al NVM y a neuronas de (a-MSH) propias del ARC
(Berthoud, 2002(a); Spiegelman y Flier, 2001).
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Fig. 3. llustracion de la organizacion de los nucleos hipotalamicos. A) Vista lateral de la organizacion de los
nucleos hipotalamicos. El hipotalamo se encuentra debajo del talamo y en la parte superior del tronco cerebral,
esta dividido en distintas regiones que producen neuropéptidos con diversas funciones. El hipotadlamo controla
a la glandula pituitaria (o hipofisis) que a su vez esta dividida en neurohipdfisis y adenohipdfisis. B) Estructura
general del eje hipotalamico-adehipofisiario y su érganos blanco. El hipotalamo secreta péptidos que mediante
el sistema portal (sistema especializado de vasos sanguineos) modulan la actividad de la adenohipdfisis o por
liberacion de sustancias de la neurohipdfisis que son proyecciones nerviosas provenientes del la regién
magnocelular del hipotalamo. Las hormonas liberadoras hipotalamicas (TRH, CRH, GnRH, etc.) estimulan la
sintesis de hormonas estimulantes (ACTH, TSH, GH, etc.) de la adenohipdfisis, las cuales viajan por la
circulacion sanguinea hasta sus 6rganos blancos y de esta manera controlar diferentes actividades bioldgicas.

Ver indice de abreviaturas.

Condiciones de balance energético negativo como ayuno, lactancia o
diabetes dependiente de insulina (diabetes tipo 1), estan caracterizadas por
hambre, termogénesis reducida y por un decremento en los niveles de leptina e
insulina. La disminucion en los niveles de dichas hormonas induce la sintesis de
NPY (en el ARC y en el NDM) y AgRP (en el ARC). La expresion de NPY se
incrementa en condiciones de lactancia y ejercicio; en ambos nucleos las
neuronas que expresan al NPY tienen receptores para leptina y son
glucosensibles. En el ARC estas neuronas expresan receptores para insulina y en
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el NDM para CCK. Niveles altos de glucocorticoides, en circunstancias de ayuno
aumentan la liberacion de NPY del ARC (Joseph-Bravo y de Gortari, 2007; Blouet
y Schwartz, 2010; Fekete et al., 2001).

El NPV es un nucleo importante en la integracion de informacion
autondmica y neuroendocrina, esta formado por las regiones magnocelular y
parvocelular. Las neuronas magnocelulares proyectan hacia la neurohipofisis de
donde son liberadas la oxitocina y la vasopresina. La parte ventral de la region
parvocelular proyecta a centros autonomos y la parte medial incluye neuronas que
sintetizan la CRH, la TRH, vasopresina y CART; ademas es una de las regiones
mas densamente inervadas por neuronas de POMC y NPY/AgRP (Lenard y
Berthoud, 2008). Parte de estas neuronas denominadas hipofisiotréficas expresan
receptores intracelulares de hormonas tiroideas (HT) triiodotironina (T3), tiroxina
(T4) y de glucocorticoides; sus axones terminan en la eminencia media, de donde
éstas neurohormonas son liberadas al sistema portal hipotalamo-hipdfisis por
medio del cual llegaran a sus células blanco en la adenohipdfisis induciendo la
sintesis y liberacion de adrenocorticotropina (ACTH), tirotropina (TSH) y prolactina
(PRL). La ACTH y TSH a su vez tienen como 6rganos blanco la corteza adrenal y
la glandula tiroides respectivamente, donde controlan la sintesis y liberacién de
corticosterona y hormonas tiroideas involucradas en la homeostasis energética
(Blouet y Schwartz, 2010; Nillni 2010) (figura 3B).

Existen otras areas del SNC que estan involucradas en sensar e integrar
sefales sobre el estado metabdlico del organismo. Se encuentran en particular
regiones del sistema limbico que participan en los mecanismos de recompensa y
adiccién. Se han observado similaridades conductuales entre la dependencia a
sustancias y el consumo excesivo de alimento que podrian derivar del mismo
desbalance dentro de los circuitos neurales de recompensa que contribuyen en la
motivacion a consumir ciertas drogas o alimentos. La via de recompensa de la
dopamina es fundamental para desarrollar estas conductas, ya que se libera en
actividades placenteras como el uso de drogas, la ingestidn alimentos o en las
relaciones sexuales (Lee et al., 2012). Varias hormonas y neuropéptidos
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involucrados en la homeostasis energética intervienen en la via de recompensa de
la dopamina; por ejemplo las sefales orexigénicas incrementan la actividad de
neuronas dopaminérgicas en el area ventral tegmental, mientras que las
anorexigénicas la inhiben y decrecen su liberacion (Volkow et al., 2013). Por lo
tanto la decision de alimentarse o no, esta influenciada no sélo por la homeostasis
del medio interno, sino que ademas influyen factores como la palatabilidad y las
respuestas condicionadas provocadas por el ambiente.

4.2.- LA TRH Y LA REGULACION DE SU METABOLISMO POR ALTERACION
DE LA HOMEOSTASIS ENERGETICA.

La hormona liberadora de tirotropina es un tripéptido amidado (piroGlu-His-
Pro-NH2) (figura 4) que originalmente fue aislado y caracterizado en base a su
accion como hormona liberadora y estimuladora de la sintesis de tirotropina y
prolactina de la pituitaria (adenohipdfisis). La primera accidén de la TRH da lugar a
la activacion del eje Hipotalamo-Pituitaria-Tiroides (HPT) (Hainseleder et al., 1992).
Ademas de su actividad endocrina, se ha propuesto que la TRH tiene funciones
biolégicas que pueden ser neurales, es decir funciona como neuromodulador en el
SNC.

Fig. 4. Estructura de la hormona liberadora de tirotropina (TRH). El extremo amino teminal poseé un grupo

piroglutamil y en el extremo carboxilo un grupo amido.

La biosintesis de la TRH se lleva a cabo en el NPV. La TRH surge del

procesamiento post-traduccional de una larga proteina precursora denominada
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pro-TRH mientras es transportado de la red transGolgi para formar parte de
granulos de secrecion; estos granulos maduros se dirigen a los sitios de secrecion
de la membrana plasmatica de la célula. El precursor de TRH es hidrolizado
durante su recorrido por el reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y vesiculas de
transporte. Los procesamientos iniciales de corte son llevados a cabo por dos
miembros de la familia de pro-hormonas convertasas PC1/3 y secundariamente
por PC2 en la red trans-Golgi generando formas intermedias; estas formas
intermedias de proTRH son empacadas en vesiculas secretoras junto con enzimas
proteoliticas que continuan con el procesamiento; los productos resultantes
quedan expuestos a modificaciones adicionales por exopeptidasas, incluyendo a
la carboxipeptidasa E (CPE) que remueve los aminoacidos basicos del C-terminal
(arginina o lisina). La glicina terminal del precursor inmediato de la TRH (gIn-his-
pro-gly) es entonces modificada por la peptidilglicina alfa-amida monooxigenasa
(PAM), dejando un grupo amido en su carboxilo terminal. Finalmente el residuo de
glutamina del extremo amino terminal es modificado a un grupo piroglutamil por
una ciclizacion llevada a cabo por la glutaminil ciclasa para dar asi a la formacion
del péptido TRH biologicamente activo (Nillni EA. 2010) (figura 5).

Han sido caracterizados dos tipos de receptores de TRH acoplados a
proteinas G: TRH-R1 y TRH-R2, los cuales estan diferencialmente distribuidos en
el SNC. El RNAm del TRH-R1 esta expresado en regiones neuroendocrinas que
regulan el eje HPT como son la adenohipdfisis y el NPV, también se localiza en
otras regiones hipotalamicas como: ARC, hipotalamo anterior, lateral y
dorsomedial. Al contrario del RNAm del TRH-R2 que se encuentra en
concentraciones moderadas en el hipotalamo lateral, anterior y mas limitado en el
ventromedial (Heuer et al., 2000) y no se ha detectado en la adenohipdfisis. La
expresion de los receptores puede ser modulada por el nivel de hormonas
tiroideas y la TRH. La TRH puede ser hidrolizada en el espacio sinaptico por la
piroglutamil peptidasa Il (PPIl), una ectoenzima especifica que hidroliza el enlace
peptidico piroglutamil-histidil de la TRH y se expresa en diferentes nucleos
hipotalamicos, asi como en otras regiones cerebrales y periféricas. En el torrente
sanguineno la TRH también puede ser hidrolizada por la tiroliberinasa una
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isoforma de la PPIl. La actividad de PPIl es regulada por hormonas tiroideas,
estrogenos y la TRH (Heuer et al., 2000).
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Fig. 5. Esquema de la sintesis y procesamiento de la proteina precursora de la TRH. En las neuronas
TRHérgicas del hipotalamo se realiza la transcripcion del RNAm del pre-pro TRH, el cudl tiene que viajar del
nucleo celular a los ribosomas del RER (Reticulo endoplasmico rugoso) para ser traducido, esto dara lugar a
la proteina precursora de 29 KDa; el péptido sefal permite la translocacion al lumen del RE (Reticulo
endoplasmico) donde se elimina esta secuencia y se convierte en pro-TRH y se dara inicio al precesamiento
de este precursor. Al viajar dentro de vesiculas secretoras (VS) por la red trans-Golgi (TG) sufre una serie de
modificaciones post-traduccionales. La carboxipeptidasa E (CPE) remueve los aminoacidos basicos del C-
terminal (arginina o lisina); la glicina terminal del precursor inmediato de la TRH (gIn-his-pro-gly) es modificada
por la peptidilglicina alfa-amida monooxigenasa (PAM), dejando un grupo amido en su carboxilo terminal.
Finalmente el residuo de glutamina del extremo amino terminal es modificado a un grupo piroglutamil por una
ciclizacién llevada a cabo por la glutaminil ciclasa convirtiéndose en el péptido activo de la TRH. Modificado de
Nillni, 2010.

Se ha reportado que cambios en el estado energético de los organismos
modifican la tasa de sintesis y liberacion de la TRH en las neuronas TRHérgicas
del NPV. El nivel de RNAm y liberacién de la TRH reducidas por ayuno (Lechan y
Fekete, 2006), repercute en una disminucion en la concentracion de hormonas

tiroideas circulantes. El efecto en el RNAmM de TRH es revertido por la aplicacion
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de leptina o a-MSH (Legradi et al., 1997; Fekete et al., 2000a). Recientemente se
ha demostrado que en el ayuno hay un incremento en la actividad de la deiodinasa
2 (D2) de los tanicitos del tercer ventriculo, provocando un aumento en el nivel de
T3 local, generando un efecto inhibitorio sobre el nivel de RNAm de TRH en el
NPV en esta condicion (Copola et al., 2005).

Al igual que en el ayuno, otras condiciones con balance energético negativo
como ocurre en los retos inmunologicos, en donde el sistema inmune se activa
para combatir la enfermadad o en la lactancia cuando la glandula mamaria se
hipertrofia para la produccion de la leche, estos procesos requieren un elevado
gasto energético para poder desarrollar su funcion. En ambas condiciones
fisiologicas, la biosintesis de TRH en el NPV se encuentra disminuida (Fekete et
al., 2005; van Haansteren et al., 1996; Uribe et al., 1991) asi como el nivel de
hormonas tiroideas. Recientemente se ha observado que durante el ejercicio
voluntario en la rata se genera un balance energético negativo determinado por
disminucién en la cantidad de grasa blanca y el consumo de alimento, asociado a
una disminucion en el nivel del RNAm de TRH en el NPV sin cambio en el nivel de
hormonas tiroideas circulantes (Ramirez, 2006; Uribe et al., 2014). Todos estos
resultados indican que la biosintesis de TRH en el NPV se inhibe en condiciones
de balance energético negativo.

En el tallo cerebral el RNAm de TRH y el de su receptor TRH-R1 se
incremento en el ayuno (Ao et al., 2006), contrario al efecto observado en la TRH
en el NPV, estos datos sugierien que la TRH puede tener acciones diferentes
sobre el metabolismo energético dependiento de su sitio de accion. A este
respecto se ha demostrado que la administracion de TRH intracerebroventricular,
periférica o directa sobre el hipotalamo medio decrece el consumo de alimento,
peso corporal y aumenta la temperatura corporal, mientras que la administracion
intracisternal de TRH incrementa la ingestion de alimento a través de la
estimulacion vagal-colinérgica sobre la liberacion de grelina del estomago. El
efecto orexigénico de la TRH en el tallo cerebral es bloqueado por la aplicacion de
un antagonista del receptor de grelina, asi la direccion del efecto de la TRH sobre
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la ingestion depende de la region blanco de TRH y probablemente refleja el tipo de
neuronas que lo sintetizan (Guo et al.,, 2004). Estos resultados sugieren que la
TRH es un elemento importante en la regulacion de la homeostasis energética sin
que se haya definido aun claramente cual es su papel y el sito de accion. Por otro
lado, las neuronas TRHérgicas del NPV responden a sefales provenientes del
nucleo arcuato: la biosintesis de la TRH en estas neuronas es inhibida por la
aplicacidn del neuropéptido Y y AgRP, acciones mediadas por el receptor NPYR-5
para el neuropéptido Y y el receptor MCR4 para el AgRP (Fekete et al., 2002). El
efecto contrario se ha observado al aplicar al neuropéptido CART el cual aumenta
el nivel de RNAm de la TRH en el NPV (Fekete et al., 2000).

Se observo que el RNAmM de la TRH en el NPV se incrementa en ratas
hembras ovariectomizadas; en esta condicion hay una disminucién en el gasto
energético basal y un incremento en el consumo de alimento, por lo que se
sugiere que en condiciones de balance energético positivo la biosintesis del
RNAm de TRH se activa. La restitucion de estrogenos en estos animales, revierte
el aumento en el peso corporal y el nivel de RNAmM de TRH del NPV, sin que esta
hormona sea la responsable del efecto directo sobre la biosintesis, dado que éstas
neuronas no expresan a los receptores de estrégenos (Uribe et al., 2009).
Cambios en el nivel circulante de hormonas tiroideas y corticosterona afectan el
sistema TRHeérgico: en particular se ha demostrado que la T3 ejerce un efecto
negativo directo sobre la sintesis del RNAm de TRH en el NPV y el tallo cerebral,
mientras que la eliminacion de la corticosterona circulante induce un aumento en
el nivel de RNAm de TRH del NPV (Segerson et al., 1987; Kackuska et al., 1995;
Lechan y Fekete, 2006).
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5.- EL EJE HIPOTALAMO-PITUITARIA-TIROIDES (HPT) Y LA OBESIDAD.

La TRH del NPV induce la sintesis y liberacion de tirotropina (TSH) en la
adenohipofisis quien a su vez, al llegar a la tiroides activa la sintesis y liberacion
de hormonas tiroideas triiodotironina (T3) y tiroxina (T4). El eje hipotalamo-
pituitaria-tiroides (figura 6) mantiene un nivel constante de hormonas tiroideas (HT)
libres en el torrente sanguineo por un sistema de retroalimentacion negativa:
cuando la concentracion de HT aumenta se inhibe la sintesis de TSH en la
adenohipofisis y también disminuye la sintesis y liberacion de TRH en el NPV; en
cambio cuando los niveles de HT disminuyen la biosintesis y secrecion de TRH y
TSH aumentan; estos cambios en los niveles de HT se asocian con cambios en el
peso corporal y el gasto energético, debido a que las HT son responsables del
gasto de energia en reposo entre otras funciones (Nillni, 2010). La regulacién del
eje HPT puede ocurrir a diferentes niveles: en la sintesis y liberacién de la TRH y
TSH asi como en la sintesis de T4 y su conversion a T3. Recientemente se ha
demostrado que hay conversion local de HT en los tanicitos del tercer ventriculo y
que participan en la regulacién negativa de la biosintesis de TRH en el NPV del
hipotalamo (Sanchez et al., 2009).

En humanos y animales el eje esta finamente regulado, adaptandose a
cambios en las necesidades energéticas como se menciond anteriormente.
Experimentos conducidos in vivo demostraron que en ratas macho con obesidad
inducida por dieta alta en grasa durante 2 6 3 meses, se incrementan los niveles
del RNAm de la TRH, del péptido TRH y de la sefalizacion por STAT 3 en
neuronas TRHérgicas del NPV, en correlacion con un incremento en el nivel
circulante de leptina. Similar a lo que ocurre con el ayuno, las hormonas tiroideas
circulantes no parecen ser un componente determinante en mantener fijo el nivel
de RNAm de la TRH en el NPV en ratas con obesidad inducida, ya que los niveles
circulantes de HT no tienen cambios consistentes y que la actividad de la D2
(enzima involucrada en el mecanismo de produccion de T3 en la eminencia media)

tampoco cambia (Araujo et al., 2010; Perello et al., 2010).
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Hipotalamo

Fig. 6. Representacion del eje hipotalamo-pituitaria-tiroides (HPT). La TRH se sintetiza en las neuronas
TRHérgicas del NPV y estas neuronas proyectan sus terminales nerviosas a la eminencia media donde
liberan al péptido en el sistema portal hipofisiario, alcanzando a sus células blanco en la adenohipdfisis, es
aqui donde se estimula la sintesis y liberacion de TSH y PRL que a su vez, viajan por medio de la sangre a
sus organos blanco, tiroides y glandulas mamarias respectivamente. En la tiroides se sintetizan y liberan a las

HT (T3 y T4); estas hormonas ejercen un efecto retroalimentador negativo sobre la actividad del eje tiroideo.

En otros experimentos, se ha analizado que la accidn directa de la leptina
sobre las neuronas de TRH esta involucrada en el incremento de la presion
arterial; ya que en este estudio se utiliz6 un modelo de hipertension inducida por
obesidad que a su vez fue producida por el consumo de dieta alta en grasa, se
observaron niveles altos de leptina y un incremento en los niveles de TRH
diencéfalica, estos resultados fueron asociados al incremento en la presion
arterial, ya que al bloquear la expresion de prepro-TRH la hipertensién disminuyé
(Landa et al., 2007). A este respecto, también se ha visto que la inyeccion de
oligonucledtidos antisentido al mensajero de la TRH en el ventriculo lateral y area
predptica, revierte el incremento de la presidn arterial en las ratas obesas (Garcia
et al., 2005).
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Ademas, en dos modelos de ratones obesos se estudid la expresion de la
TRH diencéfalica y su papel entre la asociacion de la leptina y la presion arterial ya
que la TRH puede ser utilizanda como mediador; se observé que los ratones ob/ob
(carentes de leptina funcional circulante) tuvieron presion arterial baja y niveles
bajos en el contenido de TRH diencéfalica, mientras que en los ratones agouti-
amarillos (hiperleptinémicos e hipertensos) presentaron niveles altos en el
contenido de la TRH y la presidon arterial; también se observd que la inyeccion
subcutanea de la leptina en ratones ob/ob incremento la presion arterial y el nivel
de TRH diencéfalica; estos cambios correlacionan muy bien con la concentracion
sérica de leptina y con el modelo de obesidad inducida por dieta alta en grasa en
donde se observd un peso corporal elevado acompafado por hiperleptinemia,
niveles elevados de la TRH diencéfalica e hipertensién, estos cambios pueden ser
revertidos suprimiendo la expresidon de prepro-TRH, sugiriendo que la TRH podria
mediar los efectos de la leptina no solo en la regulacion del balance energético
sino tambien en la hipertension. Debido a que las mediciones fueron realizadas en
todo el hipotalamo, cabe la posibilidad de que los cambios de la TRH en estas dos
cepas de ratones no ocurran en un solo nucleo hipotalamico sino en varios de

ellos (Burguefio et al., 2007).

6.- MODELOS EXPERIMENTALES PARA ESTUDIAR LA OBESIDAD.

6.1.- Animales obesos generados por alteraciones genéticas.

Los estudios mas importantes en la identificacion del sistema que controla
el peso corporal provienen del estudio en ratones con obesidad determinada
genéticamente, existe una gran variedad de modelos sin embargo sodlo

mencionaremos algunos.
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Se han descrito mutaciones que afectan un solo gen y dan como resultado
un fenotipo obeso; existen distintos roedores y no roedores que han sido
ampliamente utilizados como modelos para estudiar la obesidad. Uno de estos
modelos son los ratones ob/ob deficientes de leptina, que como ya hemos
mencionado la leptina tiene un papel importante en el control del apetito, estos
ratones muestran hiperfagia (ingerir alimento en exceso), obesidad severa y
diabetes tipo 2 (Ingalls et al., 1950). Otra mutacidn conocida es la del gen que
codifica para el receptor de leptina db, los ratones db/db tienen un fenotipo
idéntico a los ratones ob/ob debido a un dafo durante la sefializacién de leptina en
el hipotalamo. Mutaciones en el gen agouti como la sobreexpresién de la proteina
agouti, también muestran un fenotipo de obesidad, hiperleptinemia, diabetes tipo 2
y pelaje amarillo, se vio que la sobreexpresion especifica en el tejido adiposo
increment6 el tamafo de éste, se sugiere que el papel obesigénico es dependiente
del tejido. Ademas han sido utilizados modelos de obesidad en ratas, entre las que
estan: las zucker fatty rat (ZFR, por sus siglas en inglés) las cuales presentan una
mutacion recesiva en el gen fatty (fa) que codifica para el receptor de leptina,
estas ratas son caracterizadas por hiperfagia y obesidad temprana la cual aparece
a las 5 semanas de edad como una acumulacién de grasa subcutanea. También
se reportd que la transferencia del gen fa a ratas wistar (wistar fatty rat) hizé que
desarrollaran enfermedades relacionadas a obesidad como diabetes tipo 2,
hiperinsulinemia e hiperleptinemia (Kanasaki y Koya, 2011).

6.2.- Animales obesos obtenidos por alimentacidén con dietas hipercaléricas.

En los anos cincuentas se utilizdé por primera vez una “dieta alta en grasa”
para inducir obesidad (Masek y Fabry, 1959) en animales experimentales. Desde
entonces numerosos protocolos han sido publicados en los cuales ratas o ratones
tienen un libre acceso a dietas altas en grasa por distintos periodos de tiempo; los
animales expuestos a este tipo de dietas han mostrado ganancia de peso corporal
incrementando principalmente su grasa corporal. Las metodologias utilizadas son

diversas, desde utilizar dietas altas en grasa disponibles comercialmente o dietas
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tipo cafeteria como galletas con chocolate o cacahuates. Aunque estos animales
tipicamente no desarrollan diabetes, muestran resistencia a insulina, intolerancia a
la glucosa, niveles de leptina elevados en plasma y frecuentemente
concentraciones seéricas de colesterol y triglicéridos elevadas, comparados con los
grupos alimentados con dieta estandar (Vickers et al., 2011; Kanasaki y Koya,
2011). Las dietas altas en carbohidratos podrian ayudar a incrementar la
sensibilidad de insulina y controlar el nivel de glucosa en sangre, sin embargo la
absorcion de grasa de las dietas altas en grasa puede afectar la respuesta de la

insulina y con ello el control de glucosa.

El modelo de ratas con obesidad inducida por dieta ha sido particularmente
provechoso por compartir caracteristicas con la obesidad en humanos y a
diferencia de las condiciones humanas permite la investigacion amplia de los
efectos de las diferentes dietas, ademas de proporcionar estrategias que permitan
conocer y desarrollar agentes antiobesidad. Estos modelos de animales pueden
darnos una aproximacion sobre los mecanismos de regulacion alterados durante
el establecimiento de la obesidad, sin que sea necesario provocar una alteracion
genética. Por otro lado, el uso de animales con mutaciones genéticas nos permite
comprender los mecanismos, componentes y las vias de sefalizacion implicadas
en el balance energético y que pudieran estar alteradas en animales que ya han
desarrollado la obesidad.
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7.- JUSTIFICACION

La obesidad es una de las afecciones con mayor prevalencia a nivel
mundial pues ocasiona una disminucion en la esperanza de vida debido a sus
consecuencias mortales. Se sabe que la edad y el sexo de los animales afectan
sus necesidades energéticas y la respuesta del eje hipotalamo-pituitaria-tiroides,
por ello decidimos utilizar ratas macho adultas con el fin de evitar cambios
hormonales debido al ciclo estral o a la etapa de crecimiento, ademas de
minimizar cualquier factor de estrés o cambios debidos a la distribucion de grasa
corporal, ya que nuestro interés es solo identificar si existen cambios al inicio del
consumo de una dieta alta en grasa con respecto a dietas control. Los datos
descritos hasta la fecha indican que cuando se establece una obesidad inducida
por dieta alta en grasa (2-3 meses) en la rata el eje tiroideo se activa. Sin embargo,
se desconoce la velocidad a la cual se observa este cambio, que es un dato
importante para entender los mecanismos implicados en el desarrollo de la
obesidad. Por lo que es importante conocer qué modificaciones neuroendocrinas y
hormonales se presentan al comenzar la ingestion de una dieta rica en grasa
(después de 3 y 7 dias de consumo). Ademas, no se ha explorado la posibilidad
de que otras neuronas TRHérgicas hipotalamicas se vean alteradas durante la
obesidad consecuente del consumo de dietas hipercaldricas.

8.- HIPOTESIS

Sabemos que la TRH tiene un papel importante en el control de la
homeostasis energética, por lo que se propone que durante el establecimiento de
la obesidad se modificaran los sistemas TRHérgicos hipotalamicos para adaptar el
balance energético a esta nueva condicidn. Suponemos que la expresion del
RNAm de la TRH podria incrementar en el nucleo paraventricular, ya que este
aumento se ha observado en condiciones de balance energético positivo. Sin
embargo, se desconoce si esto sucede para todos lo elementos y que en que
otros nucleos hipotalamicos.
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9.- OBJETIVO GENERAL

El objetivo principal de este proyecto, es definir si los elementos del sistema
TRHeérgico (el RNAm de la TRH, de sus receptores y de la PPIl) de ratas macho
adultas se afectan después de consumir por 3 6 7 dias una dieta rica en grasa. Asi
como identificar cuales son las neuronas TRHeérgicas del hipotalamo cuya
actividad se modula durante el desarrollo de la obesidad.

9.1.- OBJETIVOS PARTICULARES

A) Identificar si hubo cambios en el nivel de RNAm de TRH, TRH- R1, TRH- R2 y
PPIl en los diferentes nucleos hipotalamicos (NPV, HA, HP, HL y AP) en ratas
alimentadas con dietas hipercal6ricas por 3y 7 dias.

B) Definir si las concentraciones séricas de las hormonas del eje tiroideo asi como
de leptina, insulina, corticosterona y el nivel de glucosa en sangre se afectan
después de 3 6 7 dias de consumo de alimento rico en grasa o en carbohidratos.

C) Determinar el efecto del consumo de las dietas hipercaldricas (dieta alta en
grasa o en carbohidratos) sobre el peso corporal, la ingesta de alimento y agua,
asi como el nivel de grasa blanca y parda durante 3 6 7 dias en ratas macho
adultas.
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10.- MATERIAL Y METODOS
10.1.- Protocolo experimental para inducir obesidad en la rata macho Wistar.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 2 meses de edad que fueron
crecidas en el bioterio del Instituto de Biotecnologia, estas fueron mantenidas con
ciclo de luz-oscuridad de 12 horas y alimentadas con dieta estandar (3.1 Kcal/g,
2010SX Teklad global diet-Harlan). A los 45 dias de edad, los animales fueron
trasladados al area de experimentacion donde continuaron en condiciones
similares a las salas de reproduccion; de 3 a 5 dias antes de iniciar el experimento
los animales fueron pesados y colocados en grupos de dos por cada caja, solo se
agruparon ratas que tenian un peso inicial similar. Esto nos permitié tener 6
animales por grupo con un triplicado en la determinacion de consumo de alimento
y agua. Las dietas hipercaldricas fueron adquiridas de la Compaiia Harlan de
donde se obtiene el alimento regular. Se emplearon tres grupos experimentales
que fueron alimentados con dietas diferentes: 1) tres cajas con dieta estandar
2018SX Teklad Global diet 3.1 Kcal/g (24% proteina, 18% grasa, 58%
carbohidratos), 2) tres cajas con dieta rica en carbohidratos 3.7 Kcal/g (18.6%
proteina, 10% grasa, 69.8% carbohidratos; TD 06416 Teklad custom research
diet-Harlan) y 3) tres cajas con dieta alta en grasa 4.6 Kcal/g (19% proteina, 45%
grasa, 36.2% carbohidratos; TD 06415 Teklad custom research diet-Harlan); los
componentes en la formula de las dietas alta en grasa y carbohidratos son los
mismos. En total 18 animales fueron mantenidos con este régimen alimenticio
durante 3 ¢ 7 dias. Iniciado el experimento se determind cada tercer dia el peso
corporal, el consumo de alimento y agua. Después de 3 6 7 dias los animales
fueron sacrificados por decapitacion. Se colectd sangre del tronco para la
obtencién de suero en el cual determinamos el nivel de glucosa y hormonas como:
tiroideas (Ts y Ta), tirotropina, corticosterona, leptina e insulina. Los cerebros
fueron removidos del craneo y congelados inmediatamente en hielo seco y
posteriormente se guardaron a -70°C hasta su diseccién para obtener los
diferentes nucleos hipotalamicos. Al momento del sacrificio se removid la grasa

parda escapular y la grasa blanca peritoneal (abdominal, escapular y epididimal)
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asi como las glandulas adrenales; estos tejidos fueron pesados en una balanza
granataria y posteriormente desechados.

10.2.- Diseccion de cerebros

La diseccion de los nucleos hipotalamicos se realizé manualmente en los
cerebros congelados. Los cerebros se colocaron sobre una caja de Petri a
temperatura ambiente con 100 ul de agua estéril; se obtuvieron varios cortes
coronales de 0.5 a 1 mm de grosor del hipotalamo con una navaja tipo Gillette,
tomando como referencia el atlas de Palkovits y Brownstein, 1986. Los cortes
fueron colocados sobre una caja de Petri que contenia hielo seco pulverizado, lo
que permiti6 mantener el tejido congelado. Cada nucleo de interés se extrajo
empleando microsacabocados con distintos diametros interiores. Los tejidos de los
nucleos hipotalamicos se guardaron en tubos para microcentrifuga de 1.5y 2 ml
para su posterior procesamiento. Disectamos: el nucleo paraventricular, el
hipotalamo anterior, el hipotalamo lateral, el hipotalamo posterior asi como el area
predptica (ver diagrama en anexo 1).

10.3.- Purificacion y cuantificacion del RNA total de el hipotalamo anterior,

posterior, lateral y el nucleo paraventricular.

Durante todo el proceso de purificacion de RNA total es importante hacerlo
en condiciones libres de RNAsas, para lo cual todo el material de vidrio fue
horneado a 180 °C y el material de plastico utilizado fue nuevo y estéril. Todo el
material que no pudo ser horneado se descontaminé con RNAse ZAP (Ambion),
posteriormente se lavd con agua desionizada grado Milli Q, se seco y se esterilizd.
El agua empleada en todo el proceso y la preparacion de soluciones fue
desionizada grado milli Q filtrada por 0.2 um y tratada con dietil pirocarbonato
0.1% con agitacion toda la noche y esterilizada dos veces para eliminar el dietil
pirocarbonato. El vastago del sonicador se lavdo con RNAse Zap, después con
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agua libre de RNAsa, etanol absoluto y nuevamente con agua libre de RNAsas.
Adicionalmente el vastago se lavo con agua libre de RNAsas entre la sonicacion

de una muestra y la siguiente.

Para la extraccion de RNA total se utilizo el método de tiocianato de
guanidina, modificado de Chomczynski y Sacky, 1987. Se purifico el RNAm del
NPV, HL, HP, HA y AP. Estos nucleos fueron homogenizados y sonicados con
200ul de una solucion que rompe la membrana celular, desnaturaliza las proteinas
e inactiva a las RNAsas; esta se denomina solucion D (Tiocinato de guanidina 4M,
citrato sddico 25 mM pH 7.0, N-laurilsarcosina 0.5%, 2-pmercaptoetanol 0.1M); se
agrego 1/10 del volumen de acetato de sodio 2M pH 4.0 y se dejo reposar 10
minutos en hielo; se adiciond 1 volumen de fenol saturado en agua libre de
RNAsas y 1/2 del volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (49:1), después de
agregar cada una de las soluciones se mezclo perfectamente el homogenado
empleando un agitador tipo vortex; con esta etapa se eliminaron las proteinas de
la preparacion. Para separar la fase organica de la acuosa, los tubos se
centrifugaron a 12000 rpm (Jouan MR, rotor 60 mm de &) por 15 min a 4° C, la
fase acuosa se colocé en otro tubo y se agregé nuevamente 1 volumen de fenol y
Y2 volumen de cloroformo:alcohol isoamilico; se obtuvo la fase acuosa y se le
agrego 1 volumen de isopropanol. Los tubos se mantuvieron durante 3 horas a -
70°C; pasado este tiempo se recupero el RNA total centrifugando a 14500 rpm
(Jouan MR, rotor 60 mm de ) por 30 minutos. La pastilla se secd y se
resuspendio en la mitad volumen inicial (125 ul) de solucion D y se precipitd
nuevamente con 1 volumen (125 ul) de isopropanol. Se mantuvé nuevamente 3
horas a -70 °C. EI RNA se recuperd por centrifugacion como se describid
anteriormente; la pastilla se lavd tres veces con etanol al 75% para eliminar las
sales, se dej6 secar al aire, se resuspendio en 20 ul de agua libre de RNAsas. Se
calenté a 65 °C durante 5 minutos, se mezclé con vortex y se dejo en hielo. De
cada muestra tomamos 1.5 ul por duplicado para determinar la cantidad de RNA
total obtenido. La concentracion de RNA fue determinada por espectrofotometria a

260 nm con la relacion de 10D= 40 ug/ml, determinandose también Ila
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absorbancia a 230 y 280 nm y solo fueron utilizadas las muestras con una relacion
de absorbancia 260/230 y 260/280 arriba de 1.5. La calidad del RNA total fue
analizada por electroforesis en gel desnaturalizante, 0.3 ug de RNA total fueron
sometidos a electroforesis en un gel de agarosa al 1%, en amortiguador de fosfato
de sodio 10 mM pH 7.0 y formaldehido 2.2 M. La muestra fue desnaturalizada por
15 minutos a 65°C en formaldehido 2.2 M pH 7.0, fosfato de sodio 10 MM pH 7.0 y
formamida al 50%. La calidad de la muestra se determind por la relacion de
intensidad de las bandas de RNA ribosomales 28S y 16S.

10.4.- Cuantificacion de la presencia de los RNA mensajeros especificos (TRH,
TRH-R1, TRH-R2, PPII) por PCR en diferentes regiones del hipotalamo.

Para la cuantificacion de la presencia de los RNA mensajeros especificos,
realizamos una reaccion de sintesis de cDNA con transcriptasa reversa utilizando
1 ug de RNA total previamente desnaturalizado por 5 min a 65 °C, éste se incubo
durante 2 horas a 37 °C con 100 unidades de transcriptasa reversa (RT,
invitrogen), 6 ul buffer de transcripcion 5X, 3 pl de DTT (ditiotreitol, inhibidor de
RNAsas) (0.1 M), 1 pl de oligo dT (cebador con base timina) (0.5 ug/ml), 0.6 ul de
dNTPs (desoxiribonucledtidos trifosfatados) 10mM; la mezcla de reaccion se
ajusté con agua libre de RNAsas en un volumen final de 30 ul. Al finalizar el
tiempo de incubacion se hicieron alicuotas de cDNA de diferente volumen
dependiendo del RNA mensajero a ser cuantificado y la region hipotalamica, las
alicuotas se mantuvieron en congelacion a -20 °C. La determinacion del nivel de
RNAm especifico en cada region se realiz6 mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) de punto final (esta reaccion es semicuantitativa). La mezcla de
reaccion se preparo con el cDNA correspondiente para cada gene en base a las
pruebas que realizamos en el laboratorio (anexo 2, tabla 2), 5 ul de buffer 10X
(Tris.HCI 75 mM pH 9.0, KCI 50mM), 2.5 ul de MgCl, 10 mM, 1 ul de

oligonucledtido sentido y antisentido (25 pmoles/ul) (anexo 2, tabla 1 de
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secuencias), 1 ul de dNTPs (10mM) y 0.5 pl de enzima Taq polimerasa (5U/ml)
ajustado con agua milli Q a un volumen final de 50 pl. También se cuantifico el
RNA mensajero de ciclofilina como control interno; para la semicuantificacion de
éste RNAm se emplearon las mismas condiciones antes mencionadas excepto por
la concentraciéon de oligonucleotidos que fue ajustada a 50 pmoles de cada
oligonucledtido. Los productos de PCR tanto de RNA mensajeros especificos
como del control fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 2%; el
gel se tind con bromuro de etidio (0.6 mg/ml); se cuantifico la densidad de las
bandas de los DNA amplificados utilizando un fotodocumentador y el programa
Quantity one® de BioRad. Los resultados son expresados como el cociente entre
la intensidad del DNA amplificado a partir de los RNA mensajeros especificos y la
intensidad de la banda del DNA amplificado a partir del RNA mensajero de

ciclofilina.

10.5.- Determinacién del nivel de leptina en suero mediante el ensayo de ELISA.

La determinacion de leptina en suero de rata se realizé con el ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA por sus siglas en ingles), con el estuche
“‘Rat Leptin ELISA Kit” Cat 90040, Crystal Chem, INC. La determinacion se realizé
en placas de ELISA de 96 pozos que estan cubiertos con el anticuerpo anti-leptina,
a cada pozo se le agregaron 45 ul del buffer diluyente de la muestra
(proporcionado por el Kit), 2.5 ul de la muestra o 5 ul de los estandares de la curva
(0,0.2,0.4,0.8,1.6,3.2,6.4,12.8 ng/ml), se adicionaron 50 ul de anticuerpo anti-
leptina de ratén desarrollado en cuyo y se incub6 por 16 a 20 horas a 4°C.
Transcurrido el periodo de incubacién, los pozos fueron lavados con la solucién de
lavado proporcionada por el Kit y se agregaron 100 ul de anticuerpo anti IgG de
cuyo acoplado a peroxidasa de rabano (POD) y se incubd por 3 horas a 4°C.
Posteriormente, se realizaron varios lavados con solucion de lavado para eliminar
el exceso de anticuerpo e inmediatamente después se adicionaron 100 ul de la

solucion del sustrato (3,3°,5°,5-tetrametilbencidina (TMB)) de la enzima y la

36



reaccion de color fue desarrollada en la oscuridad por 30 minutos; transcurrido
este tiempo la reaccion se detuvo con 100 ul de acido sulfurico 1N. La
concentracion de leptina en las muestras se calculé usando la curva estandar y los
valores de absorbancia (A4s0-As30). El coeficiente de variacion intra e inter ensayo
fue menor al 10% (por lo que se considera util). Para cuantificar la absorbancia se
empled el lector de ELISA MultiscanFC, Thermo Scientific.

10.6.- Determinacién del nivel de Insulina en suero mediante el ensayo de ELISA.

En la determinacion de insulina se empled un kit ultrasensible (Cat 90060,
Crystal Chem, INC). La determinacién se realizé en placas de 96 pozos que estan
cubiertas con el anticuerpo anti-insulina. A cada pozo se le agregaron 95 ul de
diluyente de la muestra proporcionado por el Kit, 5 ul de la muestra o de los
estandares de insulina (0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 y 6.4 ng/ml para realizar la
curva estandar). Se incubo por 2 horas a 4°C. Después se lava con solucidon de
lavado (proporcionada por el Kit) para eliminar el exceso de hormona que no se
pego al pozo, se adicionaron 100 ul de anticuerpo antiinsulina acoplado a POD; se
incub6 nuevamente por 30 minutos a temperatura ambiente (T°A). Para remover el
exceso de anticuerpo se lavo varias veces y se agregaron 100 ul del sustrato de la
enzima (3,3",5",5 -tetrametilbencidina (TMB)) y se incub6 a TA en la oscuridad por
40 minutos para desarrollar el color; transcurrido este tiempo la reaccion se detuvo
con 100 ul de acido sulfurico 1N y 30 minutos después se determind la
absorbancia a 450 nm y se le sustrajo el valor de absorbancia obtenida a 630 nm
en un lector de absorbancia en placa. Para el calculo de la concentracion de
insulina en la muestra, se empled el valor que se obtiene de la resta del valor
absorbancia obtenida a 450 nm menos el obtenido a 630 nm, éste se utiliza para
interpolar en la curva estandar revelada durante el ensayo. El coeficiente de

variacion intra e inter ensayo fue menor a 10%.
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10.7.- Cuantificacion por radioinmunoensayo (RIA) de corticosterona (B),
tirotropina (TSH), triiodotironina (T3) y tiroxina (T4) en suero.

El radioinmunoensayo (RIA) se basa en una reaccion antigeno (Ag)-
anticuerpo (Ac), en la que se establece una competencia entre las moléculas del
Ag a cuantificar presente en las muestras y las moléculas de ese mismo Ag
marcadas con un isotopo radiactivo, por unirse a un Ac especifico. La descripcion

de la preparacion de cada ensayo esta en el anexo 3, tabla 3.

En cada uno de los ensayos se determinaron los siguientes parametros:
cuentas por minuto (cpm) totales (T), unidn no especifica (en ausencia de primer
anticuerpo; NSB) y unién en ausencia de la hormona fria (B0). Para la TSH, se
prepard una curva estandar por triplicado que consistié en 5, 10, 25, 50, 100, 250,
500, 1000, 2000 y 4000 pg de TSH estandar en 200 ul de amortiguador RIA
(amortiguador de fosfatos 50 mM + EDTA 50 mM + BSA 1%; pH 7.5). Para la
corticosterona se utilizaron 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000 y 4000 pg de
corticosterona estandar en estandar en 500 ul de amortiguador diluyente de
esteroides (amortiguador de fosfatos10 mM + cloruro de sodio150 mM + gelatina
0.1 %; pH 7.5). Para la T3 la curva consistié de 20, 50, 100, 200 y 600 ng/dl en 100
ul de amortiguador de RIA para T; (Kit Coat-A-Count T3 total de Diagnostic
Products Corporation —DPC-); para T4 fueron 1, 4 10 16 y 24 ug/dl en 25 ul de
amortiguador de RIA para T4 (Kit Coat-A-Count T4 total de DPC) (ver anexo 3,
tabla 2). Todas las muestras se cuantificaron por duplicado. En las muestras de
TSH, después de anadir el anticuerpo, se incubaron a TA por 24 horas, después
se adicion6 la hormona marcada ('?°I-TSH) y se incubaron de nuevo a TA por 24
horas mas. Posteriormente, el complejo antigeno/anticuerpo se precipitd
agregando 1ml de etanol absoluto frio mas 100 ul de anticuerpo IgG al 2.5%, 100
ul de suero normal de conejo al 2% y 1ml de polietilenglicol 4%; las muestras se
centrifugaron a 5000 rpm por 30 minutos. Para las muestras de corticosterona,
después de afadir el anticuerpo, se adiciond la hormona marcada (corticosterona
tritiada; B-H®) se incubaron de 36 a 48 horas a 4°C. Pasado el tiempo de

incubacion se afnadieron 200 ul de carbon dextran y las muestras se centrifugaron
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a 5000 rpm por 30 minutos. En las muestras de T3 se colocaron 100 ul de las
muestras sin diluir; se agregaron 100 ul de la hormona marcada (**°I-Ts) y se
agitaron; el tiempo de incubacién fue de 2 horas a 37 °C. Para la T4 se adicionaron
25 ul de las muestras sin diluir; se agregaron 100 ul de la hormona marcada ('%I-
T4) y se agitaron; se incubaron por 1 hora a 37 °C. Las muestras de Tz y T4 se
incuban a 37 °C en bano de agua. Por ultimo se aspir6 el sobrenadante de TSH y
corticosterona; para Tz y T4 los tubos solo se decantaron. El complejo antigeno-
anticuerpo precipitado se cuantific6 en un contador gamma (Gama Minigamma
1275, marca LKB-Wallac) para TSH, T3 y T4; para la corticosterona se utilizaron
tubos para conteo de radiaciones 3 (contador beta LS-60001C, Beckman) usando
liquido de centello Ecolite (M P Biomedicals). Los valores de las cpm obtenidos de
la curva y las muestras se transforman con el software “enri” de transformacion
matematica a través de una regresion logit-log para calcular la concentracion de

hormona de cada una de las muestras.

10.8.- Determinacién de glucosa en suero por método Electroquimico.

La determinacion de la concentracion de glucosa en suero se realizo
empleando el equipo Biochemistry Analyzer YSI 2700 SELECT equipado con la
enzima glucosa oxidasa inmovilizada entre dos membranas (una de policarbonato
y otra de acetato de celulosa). Este aparato cuenta con un sensor enzimatico
YSI's (membrana) que cataliza varias reacciones que producen peroxido de
hidrogeno; esta molécula es electroquimicamente oxidada en el anodo de platino
de la sonda electroquimica la cual produce una sefal eléctrica. La corriente
resultante es proporcional a la concentracion de glucosa en la muestra. Para
detectar la glucosa, la enzima glucosa oxidasa oxida a la glucosa que viene en la
muestra generando peroxido de hidrégeno y D-Glucona-é-lactona como productos
finales de la reaccién. El rango lineal de la reaccion es de 1 a 9.0 g/L de glucosa o

dextrosa. El aparato analiza 10 ul de la muestra de suero.
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11.- ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos se muestran como el promedio + el error estandar (ESM);
se analizaron mediante ANOVA multifactorial y se considerd significativa con una
p<0.05. Para definir la diferencia significativa entre los grupos se empled el
método de comparaciones multiples de Duncan. En el analisis de los datos de
peso corporal y consumo de alimento por dia se utilizdé el analisis de varianza
muestras repetidas (anova de dos vias) y para la comparacion entre los diferentes
tiempos la prueba de poshoc de Fisher. El programa estadistico empleado fue
Super ANOVA ABACUS Concepts, 1984, Berkeley, CA.

12.- RESULTADOS

12.1. Determinacién de la ganancia en peso corporal en animales controles y
alimentados con dietas hipercaldricas.

En los dos experimentos que analizamos (3 y 7 dias), se registro el peso
corporal de los animales alimentados con las distintas dietas: control (3.1 Kcal/g) e
hipercaloricas (3.7 Kcallg y 4.6 Kcal/lg, alta en carbohidratos y grasa
respectivamente) cada tercer dia. En el experimento de 7 dias, se observo un
aumento significativo en la ganancia en peso al tercer dia de iniciado el consumo
de alimento con mayor contenido de grasa al compararse con el grupo control; a
partir del cuarto dia se observdé un incremento significativo entre el grupo
alimentado con la dieta alta en grasa con respecto a los otros dos grupos. El grupo
alimentado con una dieta de 3.7 Kcal/g rica en carbohidratos mostré un patrén

similar al grupo que consumi¢ la dieta control (figura 7).
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Fig. 7. Grafica del patron observado de la ganancia en peso (g) de las ratas alimentadas con dietas de
diferente composicion y contenido energético. Significancia estadistica: * p<0.01 con respecto al grupo control;
© p<0.05 con respecto al grupo alto en carbohidratos. En los dias 2 y 3 se analizaron 12 ratas por grupo y en

los dias posteriores la n fue de 6 ratas por grupo.

12.2. Consumo de alimento, agua y calorias en ratas control y mantenidas con

alimento hipercaldrico.

Al incrementar el contenido de carbohidratos o grasa en el alimento se logré
un aporte mayor de calorias. Si bien las dietas que utilizamos provienen de la
misma compainiia, tienen diferente textura, forma y color por lo que realizamos
mediciones que nos permitieran conocer si existia preferencia por alguna de las
dietas experimentales; encontramos que no hubo preferencia en el consumo de
los tres alimentos utilizados en este proyecto. El consumo de los nuevos alimentos
no alteré el consumo total de agua (panel inferior derecho). En el panel de la
izquierda se muestra el consumo calorico (Kcal) observado a los dias 2, 4 y 6 con
las diferentes dietas. El grupo alimentado con dieta alta en grasa tuvo un mayor
aporte caldrico con respecto a los otros dos grupos, esto debido a que la dieta
contiene un mayor contenido energético/g. Ademas, se observo que la dieta rica
en carbohidratos, incrementdé 31% y 25% (p<0.01) el consumo cal6rico al

compararse con la dieta control durante dos y cuatro dias respectivamente, no

41



obstante el consumo de calorias al dia 6 es igual que el grupo con la dieta control.
En el panel superior derecho se observa que el consumo total de kilocalorias
aumento significativamente solo al consumir la dieta alta en grasa, este cambio se
observa al compararse con las otras dos dietas en el experimento de 7 dias, sin
embargo a los 3 dias de consumo de alimento alto en grasa solo se observo

cambio significativo solo al compararse con la dieta control.
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Fig. 8. Consumo de alimento, calorias y agua por un periodo de 3 y 7 dias en ratas alimentadas con dietas
hipercaldricas. En la grafica de la izquierda se muestran las calorias ingeridas tanto de la dieta control como
hipercaldricas. En la figura de la derecha (panel superior) los histogramas representan las calorias totales
consumidas por 3 o 7 dias. En los paneles derechos medio e inferior las barras corresponden al consumo total
de alimento y agua por 3 6 7 dias. Los valores estan expresados como el promedio + el error estandar de la
media (ESM). Significancia estadistica: 6 p<0.05 y # p<0.01 con respecto al grupo que consumio alimento de
3.7 Kcallg; ** p<0.01 y * p<0.05 con respecto al grupo control. El nimero de muestras analizadas fue de 6

ratas por grupo.

12.3. Efecto de las diferentes dietas sobre el peso de la grasa corporal.

En la figura 9 se muestran los cambios observados en el peso de la grasa
de diferentes regiones y tipo de grasa en respuesta al consumo de las diferentes
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dietas. El peso de la grasa blanca epididimal presenté un aumento rapido (3 dias)
al consumo de dieta alta en grasa con respecto a los otros dos grupos,
determinandose un aumento de 31% (p<0.05) y 29% con respecto a los grupos
control y alto en carbohidratos; esto no se observd en la grasa blanca
retroperitoneal, la cual no se modificd significativamente en ninguno de los grupos
experimentales. El peso de la grasa blanca escapular (grasa subcutanea) mostré
después de 7 dias de consumo de la dieta alta en grasa incrementos de 49%
(p<0.05) y 32% con respecto al grupo control y alto en carbohidratos
respectivamente. Es importante destacar que el peso de la grasa parda escapular
se incrementd tanto en los grupos que ingirieron dieta alta en grasa o en
carbohidratos a los 3 y 7 dias de su consumo; hubo un aumento del peso de la
grasa con respecto al grupo control del 23% (p<0.01) con la dieta alta en
carbohidratos y 26% (p<0.01) con la dieta alta en grasa a los 3 dias; los aumentos
fueron de 21% (p<0.01) con la dieta de carbohidratos y 28% (p<0.01) con la dieta
de grasa a los 7 dias de consumo con respecto a la dieta control.
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Fig. 9. Determinacion del peso del tejido graso en diferentes regiones del cuerpo de la rata: grasa blanca

epididimal (A), retroperitoneal (B), escapular (C) y grasa parda escapular (D). La grasa se disecto
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inmediatamente después del sacrificio y se peso en una balanza granataria. Los histogramas representan el
promedio + ESM de los diferentes tipos de grasa después de consumir por 3 y 7 dias las diferentes dietas. El
numero de ratas analizadas fue de 6 por grupo. Significancia estadisticas: & p<0.05 con respecto al grupo que

consumid dieta alta en carbohidratos; **p<0.01 con respecto al grupo control.

12.4. Influencia de la dieta sobre el nivel circulante de la glucosa, insulina y la
relacion glucosalinsulina, la leptina, la relacion leptina/insulina, la corticosterona y

los pesos de glandulas adrenales.

a) Concentracion de glucosa e insulina y relacion glucosal/insulina en suero.

El consumo de las dietas hipercaldricas durante 3 dias no modifico la
concentracion de glucosa, mientras que a los 7 dias de la ingestion de dieta alta
en grasa aumento la concentracion por 9% (p<0.05) con respecto al grupo control
(panel A). De acuerdo a lo reportado, la concentracion de insulina en suero se
incrementd rapidamente en respuesta a un mayor consumo caldrico desde los 3
dias. Determinamos que después de 3 dias de consumo la insulina aumento 54%
(p<0.05) con la dieta alta en carbohidratos y 58% con la dieta alta en grasa con
respecto al grupo control y a los 7 dias observamos 43% de aumento con la dieta
de 3.7 Kcal/lg y 52% (p<0.01) con la dieta de 4.6Kcal/g con respecto al grupo
control (panel B). En el panel C graficamos la relacion de la concentracion de
glucosa e insulina, y de acuerdo a lo esperado la relacion es significativamente
menor en los grupos que fueron alimentados con dietas hipercaléricas a los 3y 7
dias (figura 10).
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Fig.10. Influencia de la dieta hipercaldrica sobre el nivel circulante de glucosa (panel A) e insulina (panel B), y
la relacion glucosal/insulina (panel C). La glucosa fue determinada por un método electroquimico y la insulina
fue determinada con un kit de ELISA. Los histogramas representan el promedio +ESM, en cada grupo
experimental se analizaron 6 muestras. Significancia estadistica: *p<0.05. **p<0.01 con respecto al grupo

control.

b) Cuantificacion de leptina circulante y relacion leptina/insulina en suero.

En los animales que consumieron dieta rica en carbohidratos o en grasa,
encontramos que aumentaron rapidamente los niveles de leptina en suero a los
tres dias 34% (p<0.05) y 50% (p<0.01) en el orden mencionado, con respecto a la
dieta control; este efecto significativo se mantuvo a los siete dias sdélo en el grupo
que fue alimentado con dieta alta en grasa (panel A). En el panel B se grafico la
relaciéon de las concentraciones de la leptina e insulina en el suero, donde se
observa que a los tres dias de consumo de las dietas hay una relacion menor
entre los grupos que consumieron dietas ricas en carbohidratos o en grasa
respecto al grupo control sin que el efecto sea significativo, mientras que a los 7
dias la diferencia en la relacién (leptina/insulina) fue significativa entre los grupos
que consumieron dieta rica en carbohidratos y la dieta control (figura 11).
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Fig. 11. Efecto del consumo de una dieta rica en grasa o en carbohidratos sobre el nivel de leptina en suero
(panel A) y la relacién de la concentraciéon de leptina e insulina (panel B). La leptina en suero se cuantifico
utilizando un kit de ELISA, Los histogramas representan el promedio + ESM. En cada grupo experimental se
analizaron 6 muestras. Significancia estadistica, p<0.01, * p<0.05 con respecto al grupo control; & p<0.05, #

p<0.01 con respecto al grupo alto en carbohidratos; , @ p<0.05 con respecto al grupo rico en grasa.

c) Peso de las glandulas adrenales y cuantificacion de la corticosterona sérica.

El consumo de dietas hipercaléricas no modifico el peso de las glandulas
adrenales en los tiempos cortos de nuestro experimento (tres o siete dias). En la
concentracion de corticosterona en suero no observamos modificaciones
significativas por la ingestion de las dietas hipercal6ricas comparadas con la dieta
control; se observa un patrén similar a los dos tiempos experimentales con una
tendencia en aumento en los animales alimentados con la dieta alta en
carbohidratos y en grasa (figura 12).
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Fig. 12. Efecto de las dietas sobre el peso de las glandulas adrenales y la concentracion de
corticosterona en suero. Las glandulas adrenales (panel izquierdo) fueron disectadas
inmediatamente después del sacrificio y pesadas en una balanza granataria; la concentracion de
corticosterona (panel derecho) fue cuantificada en suero por RIA. Los histogramas representan el

promedio + ESM, se analizaron 6 animales por grupo experimental.

12.5. Efecto de dietas hipercaléricas sobre las concentraciones séricas de
hormonas del eje tiroideo: TSH, T3 y T4.

La TSH circulante no mostré diferencias significativas entre el grupo control y los
grupos que consumieron las dietas hipercaloricas, si bien se observan
concentraciones bajas en esas dietas a los siete dias de ingestion. Respecto a la
concentracion de T3 y T4 en suero tampoco se encontraron diferencias con el

consumo de las diferentes dietas a los 3 6 7 dias de experimentacion (figura 13).
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Fig. 13. Influencia de la dieta rica en carbohidratos o grasa sobre el nivel de tirotropina y hormonas tiroideas
circulantes. La tirotropina (panel A) en suero fue cuantificada por RIA asi como las hormonas tiroideas T3

(panel B) y T4 (panel C).

12.6. Efectos de la dieta rica en carbohidratos o grasa sobre el nivel de RNA
mensajeros en diferentes nucleos del hipotalamo: NPV, AP, HA, HL y HP.

12.6.1. Cambios en el nivel de RNAm de la TRH en NPV, AP, HA, HL y HP.

La expresion del RNA mensajero de la TRH en el NPV respondié rapidamente al
efecto de las dietas, incrementando significativamente 19% después de tres dias
de iniciada la ingestion de alimento rico en carbohidratos o grasa con respecto al
grupo control. No obstante, este cambio parece adaptarse cuando los animales
ingirieron el alimento durante 7 dias ya que no observamos diferencias
significativas en el RNAm de TRH en respuesta al consumo de ningun alimento
hipercaldrico. En el area preoptica también se observaron cambios significativos, a
diferencia de lo observado en el NPV, el RNAm de TRH disminuy6 38% (p<0.05) y
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35% (p<0.05) en el grupo de animales que consumio dieta rica en carbohidratos y
baja en grasa por 3 dias, con respecto a los grupos que consumieron alimento
control y rico en grasa respectivamente. El efecto opuesto se observo a los 7 dias,
observandose un incremento de 17% (p<0.05) y 24% con respecto a los grupos
mantenidos con dieta control o rica en grasa. En el hipotalamo anterior solo
observamos un aumento en el RNAm de TRH al séptimo dia en respuesta al
consumo de alimento rico en carbohidratos, comparado con el control y rico en
grasa, similar a lo sucedido en el area preoptica. Por otro lado, en el hipotalamo
lateral los niveles de RNAm de TRH disminuyeron significativamente al dia 3
después de iniciado el consumo de alimento alto en grasa por 40% y 44% (p<0.05)
con respecto al grupo control y al grupo con alimentacion rica en carbohidratos
respectivamente; ademas en este grupo se incremento el nivel de RNAm de TRH
con respecto al grupo control por 23% (p<0.01) después de siete dias de ingestion
del mismo. En el hipotalamo posterior no se observd ningun cambio en el nivel de
RNAm de TRH dependiendo de la dieta o el tiempo de consumo de las mismas
(figura 14).
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Fig. 14. Influencia de la dieta sobre el nivel de RNAm de la TRH en los diferentes nudcleos hipotalamicos. El
RNAm de la TRH y ciclofilina fue cuantificado por RT-PCR de punto final. Los histogramas representan el
promedio +ESM del cociente de la densidad de la banda de DNA amplificada para el RNAm de TRH y la
banda del RNAm de ciclofilina, ambas sometidas a electroforesis en gel y tefiidas con bromuro de etidio. En
cada grupo se analizaron de 4-6 muestras. Significancia estadistica: * p<0.05 con respecto al grupo control; &

p<0.05 con respecto al grupo con dieta rica en carbohidratos; & p<0.05 con respecto a la dieta rica en grasa.
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12.6.2. Cambios en el nivel de RNAm de TRH- R1 en NPV, HL y HP.

Cuantificamos el RNAm del TRH-R1 como parte del sistema TRHérgico
hipotalamico. En el NPV no encontramos ningun efecto del tipo de alimento que
consumieron los animales en los grupos de 3 y 7 dias. En el hipotalamo lateral
sblo observamos un aumento significativo de 33 y 40% (p<0.01) en los animales
que consumieron la dieta hipercalorica rica en grasa por siete dias con respecto al
grupo que consumié la dieta control o rica en carbohidratos. En el hipotalamo
posterior no se observaron cambios en el nivel del RNAm de TRH R-1 en ninguno

de los tiempos o dietas empleadas (figura 15).
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Fig. 15. Influencia de la dieta sobre el nivel de RNAm de TRH-R1 en el NPV, HL, HP. Los RNAm de TRH-R1
y ciclofilina fueron cuantificados por RT-PCR punto final. Los histogramas representan el promedio tESM del
cociente de la densidad de la banda de DNA amplificada para el RNAm de TRH y de la banda del RNAm de
ciclofilina, ambas sometidas a electroforesis en gel y tefiidas con bromuro de etidio. En cada grupo se

analizaron de 4-6 muestras. Significancia estadistica: * p<0.05 con respecto al grupo control.

12.6.3. Cambios en el nivel del RNAmM de TRH- R2 en el HL e HP.

El RNAm del receptor TRH-R2 no fue cuantificado en el NPV debido a falta de
muestra de RNA total. En los nucleos lateral y posterior si se logré cuantificar el
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RNAm del receptor de TRH-R2 en todos los grupos experimentales a 3 y 7 dias.
Sin embargo, no encontramos cambios significativos en los animales que
consumieron dietas hipercaldricas en ninguno de los tiempos analizados (figura
16).
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Fig. 16. Influencia de la dieta sobre el nivel de RNAm de TRH-R2 en el HL, HP. Los RNAm de TRH-R2 y
ciclofilina fueron cuantificados por RT-PCR punto final. Los histogramas representan el promedio tESM del
cociente de la densidad de la banda de DNA amplificada para el RNAm de TRH-R2 y la banda del RNAm de
ciclofilina, ambas sometidas a electroforesis en gel y tefiidas con bromuro de etidio. En cada grupo se

analizaron de 4-6 muestras. Significancia estadistica: * p<0.05 con respecto al grupo control.

12.6.4. Cambios en el nivel de RNAm de PPIl en el NPV, HL y HP.

En lo que respecta a la cuantificacion del RNAm de la piruglutamil peptidasa II,
conseguimos semi-cuantificar el RNAm en el NPV, HL y HP. En el NPV, se
encontré un incremento significativo en el nivel de RNAm hasta los siete dias de
ingestion de la dieta alta en grasa. Detectamos un incremento de 17% (p<0.05) y
de 25% (p<0.05) en el grupo alimentado con la dieta rica en grasa con respecto al
grupo control y al grupo con dieta rica en carbohidratos. En el hipotalamo lateral, el
nivel de RNAm de la PPIl disminuyd significativamente en los animales con la
dieta alta en grasa (3 dias) en comparacion con las ratas con el alimento control o
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rico en carbohidratos, mientras que a los 7 dias el nivel de RNAm de la PPII
aumentd 60% y 47% (p<0.05) con la ingesta de la dieta alta en carbohidratos con
respecto a la dieta control y rica en grasa. En el HP mensajero de la PPII
incrementd 27% y 19% en los animales con el alimento con mayor contenido de
carbohidratos, con respecto a los animales con la dieta alta en grasa y control
(figura 17).
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Fig. 17. Influencia de la dieta sobre el nivel de RNAm de PPIl en el NPV, HL, HP. Los RNAm de PPIl y
ciclofilina fueron cuantificados por RT-PCR punto final. Los histogramas representan el promedio tESM del
cociente de la densidad de la banda de DNA amplificada para el RNAm de PPIl y la banda del RNAm de
ciclofilina ambas sometidas a electroforesis en gel y teflidas con bromuro de etidio. En cada grupo se
analizaron de 4-6 muestras. Significancia estadistica: * p<0.05 con respecto al grupo control; & p<0.05 con
respecto al grupo de dieta rica en carbohidratos, @ p<0.05 con respecto a la dieta rica en grasa (n=4-6)
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13.- DISCUSION

En este trabajo, elegimos dos dietas comerciales (Harlan) con ligeros incrementos
en el aporte calodrico y diferente concentracion de grasa y carbohidratos con
respecto a la dieta que las ratas consumian desde el nacimiento. Esto se hizo para
semejar una dieta tipo cafeteria o incrementos en las colaciones que pueden
generar sobrepeso en los humanos (Ovaskainen et al., 2006; Mozaffarian et al.,
2011; Lottenberg et al., 2012). Debido a que las ratas modifican facilmente su
consumo caldrico (Lutz y Woods 2012; Rothwell y Stock, 1981) no les dimos la
opcion de elegir entre una dieta normal o una dieta con mayor cantidad de calorias,
esto para forzarlas a incrementar su peso corporal, utilizando este parametro

como indicador de que las ratas desarrollan obesidad (Melhorn et al., 2010).

Observamos que en ratas adultas expuestas a este tipo de dietas, no se
modifico la cantidad (g) de alimento que consumen, tanto en el periodo de
actividad como en reposo (datos no mostrados). Ya que las dietas experimentales
que utilizamos tienen un mayor aporte calérico comparada con la dieta control, el
consumo caldrico total por rata se incremento, lo cual se vio reflejado en mayor
ganancia de peso corporal, encontrando diferencias significativas al cuarto dia de
consumo de la dieta rica en grasa con respecto a las dietas de menor aporte
calérico. A pesar de que en las ratas que consumieron la dieta rica en
carbohidratos (3.7 Kcal/g) se incrementd ligeramente el consumo cal6rico, no se
afecté la ganancia en el peso corporal, posiblemente porque la diferencia en
aporte calorico total es sélo de 600 calorias/g con respecto al grupo control.

En nuestras condiciones experimentales, no observamos cambios en el
consumo total de alimento al pasar a los animales a un alimento rico en grasa, a
diferencia de experimentos monitoreados por 12 y 15 dias, donde se muestra que
si bien la ingesta caldrica incrementa 50% mas en ratas alimentadas con dietas
tipo “cafeteria” comparadas con la control, la cantidad total de alimento consumido
fue menor comparado con el grupo control, ya que se ha visto que hay una

tendencia a disminuir la cantidad de alimento, ademas nuestras mediciones fueron
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realizadas en periodos de tiempo cortos (Stock y Rothwell, 1981; Melhorn et al.,
2010). Esto correlaciona con la inhibicion en el consumo de alimento rico en grasa
generado por el eje cerebro-intestino e higado observado en animales que
consumen este tipo de alimentos por mas de una semana (Lam et al., 2010;
Jensen et al.,, 2013). Por lo que las ratas subieron su peso corporal al alimentarse
con una mayor cantidad de calorias y no por la cantidad de alimento.

Observamos efectos diferenciales sobre los tipos de grasa corporal que
analizamos posterior al consumo de dietas hipercaldricas. Encontramos que la
grasa parda escapular increment6 rapidamente en los animales que ingirieron las
dos dietas hipercaldricas, lo que sugiere que este tipo de grasa esta acumulando
el exceso de calorias en forma de triglicéridos aumentando la lipogénesis.
Cambios rapidos en el tejido adiposo café (BAT, por sus siglas en inglés), por
ejemplo activando proteinas involucradas en la termogénesis, son consistentes
con el hecho de que este tejido tiene una actividad muy dinamica que contribuye a
contrarrestar la obesidad (Himms, 1990; Yoshioka et al., 1992; Fruhbeck et al.,
2009). El tejido adiposo café es el principal regulador de la termogénesis,
transformando la energia almacenada en calor. Se ha demostrado que tanto la
ingestion de alimento como la exposicion al frio incrementan la produccion de
calor por el tejido adiposo pardo, lo que aumenta la temperatura corporal asi como
la temperatura intra-tejido adiposo café de ratas obesas (Bjgrndal et al., 2011;
Silva, 2006). El incremento en la generacion de calor ocurre a través de la
expresion de la proteina desacopladora UCP1 (localizada en la membrana
mitocondrial interna) donde desacopla el flujo de electrones de la fosforilacion
oxidativa produciendo calor en vez de ATP, aumentando el consumo de oxigeno y
promoviendo el gasto energético mediante la lipdlisis de acidos grasos libres
(Cannon y Nedergaard, 2004). Se han diferenciado dos tipos de termogénesis,
una denominada obligatoria (metabolismo basal) y otra adaptativa o facultativa. En
la primera ocurren las reacciones metabdlicas escenciales como absorcién de
nutrientes y la respiracion celular. En la segunda, el indice metabdlico incrementa

en respuesta a la exposicién al frio o a una dieta hipercaldrica produciendo calor.
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La termogénesis facultativa esta activada por el sistema nervioso simpatico, esto a
su vez lleva a la produccién de hormonas tiroideas y a la sintesis de acidos grasos,
lo cual sirve como substrato para la termogénesis en el BAT. Este efecto no se
mantiene por largo tiempo, ya que tiempos prolongados de consumo de alimento
hipercalorico inducen hipertréfia e hiperplasia del tejido pardo, incluyendo una
disminucién en la UCP1 lo que conlleva a desarrollar obesidad en los organismos
(Hansen et al., 2010; Himms, 1990; Silva, 2006). Otros autores demostraron que la
activacion de la glucocinasa hépatica (enzima limitante en el primer paso de la
glicolisis) via el nervio vago, induce incremento en el tamafo de los adipocitos del
tejido adiposo café, disminuye la expresion de la UCP1 y la termogénesis
adaptativa; lo que contribuye a una mayor ganancia de peso. El silenciamiento
(knockdown) de la glucocinasa promueve aumentos en la termogénesis del BAT y
suprime la ganancia en peso en respuesta a un mayor consumo calérico (Tsukita
et al., 2012).

El tejido adiposo blanco esta relacionado con incremento del peso corporal
debido a que el tamafio y el numero de adipocitos incrementa en animales que
desarrollan obesidad. También almacena el exceso de calorias de la dieta en
forma de triglicéridos para su posterior liberacion en condiciones de demanda
energética, como el ayuno. Este tejido se divide principalmente en: grasa
subcutanea y grasa intra-abdominal visceral. Se sabe que en individuos obesos
con diabetes tipo 2, la grasa visceral es lipoliticamente mas activa que la grasa
subcutanea, ésta a su vez contribuye a incrementar los niveles de acidos grasos
libres en plasma que son almacenados en el adipocito en forma de triglicéridos y
debido al exceso de lipidos se forman nuevos adipocitos. Este proceso, aunado a
un escaso gasto energético produce obesidad, ya que el tejido sufre hipertrofia e
hiperplasia. Se ha vistdé que los dépositos epididimales incrementan en roedores
alimentados con dietas tipo cafeteria (Bjagrndal et al., 2011; Rodriguez et al., 2004).
De acuerdo con estos reportes, encontramos que soOlo la grasa epididimal
(visceral) incremento rapidamente su peso en respuesta al consumo de dieta rica

en grasa y el efecto fue transitorio, ya que solo se observo a los 3 dias de
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consumo. Por otro lado, la grasa blanca escapular (subcutanea) respondié mas
tarde que la grasa epididimal, ya que aumento solo en respuesta a la dieta rica en
grasa a los 7 dias de consumo. También observamos ligeros incrementos en la
grasa retroperitonial con respecto al control. Algunas evidencias sugieren que esta
respuesta en el tejido graso blanco se debe probablemente a un incremento en la
lipogénesis. Sin embargo, también pueden activarse genes relacionados con la
lipdlisis, ya que las dietas de alto contenido graso pueden modular procesos
metabdlicos como composicion y cantidad de acidos grasos en el tejido adiposo
(Fernandez et al., 2007; Coenen, 2007). Otros autores han visto que dietas altas
en grasa con elevados niveles de acidos grasos saturados aumentan los niveles
circulantes de lipidos, lo que provoca incrementos en los neuropéptidos
orexigénicos (como orexinas), sugiriendo que el tipo de grasa en la dieta puede
determinar el consumo de calorias (Barson et al., 2012).

Al igual que otros autores, en nuestros experimentos observamos que
algunos mediadores del balance energético (como la leptina) se alteraron en
respuesta al consumo de dietas hipercaldricas por periodos cortos. Los niveles
circulantes de leptina respondieron rapidamente, incrementandose desde los tres
dias de iniciado el consumo de la dieta alta en grasa; esta respuesta correlaciona
con el aumento en peso del tejido adiposo, el cual libera leptina para contrarrestar
el consumo caldrico diario ya que esta hormona activa mecanismos de saciedad
debido a su actividad anorexigénica (Schawartz et al., 2000). Se ha mostrado que
la leptina puede ser liberada del tejido graso pardo y del tejido adiposo blanco
(Moinat et al., 1995; Cinti et al., 1997). La resistencia a la leptina es un factor clave
para el desarrollo de la obesidad, ya que elimina esta sefial de saciedad. Entre las
sefales anorexigénicas que son activadas por leptina esta la insulina, una
hormona pancreatica que incrementa en respuesta al consumo de alimento y
estimula mecanismos de utilizacion de glucosa en los adipocitos y mecanismos de
saciedad (Berthoud y Morrison, 2008). La leptina inhibe la secrecion de insulina de
las células § pancreaticas, mientras que la insulina estimula la produccion de

leptina en el adipocito. La interaccion de estas hormonas tiene un papel importante
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en la regulacion del balance energético (Margetic et al., 2002; Seufert et al., 1999;
Amitani et al,, 2013). Como se mencion0 anteriormente, ambas hormonas se
incrementaron rapidamente en respuesta a un mayor consumo calorico, pero la
relacion leptina/insulina fue menor a los siete dias de experimentacion con el
consumo de dieta rica en carbohidratos, comparada con la dieta control y rica en
grasa. Estos datos nos indican que aunque la dieta rica en carbohidratos no
modificd el peso corporal y el contenido de grasa corporal, es capaz de inducir
cambios en algunas hormonas involucradas en el balance energético como la
leptina y la insulina. Las mediciones de glucosa en sangre s6lo se alteraron en el
grupo que consumié dieta alta en grasa por 7 dias; esto correlaciona con el
incremento en el nivel de insulina, el cual fue mayor en los grupos que
consumieron dietas hipercaldricasl lo que probablemente contribuyé a mantener el
nivel basal de glucosa en sangre ya que la relacidn glucosa/insulina fue menor en
los animales que consumieron las dietas hipercal6dricas con respecto al grupo
control. La insulina respondio rapidamente a un mayor consumo de calorias; esta
respuesta le permitié a los animales regular el nivel de glucosa en sangre, a pesar

de consumir mayor cantidad de azucares o grasa con respecto al grupo control.

Los glucocorticoides son los principales reguladores del metabolismo de
carbohidratos y lipidos, son también importantes en la homeostasis y en las
respuestas a condiciones de estrés; pueden aumentar o disminuir la sintesis de
proteinas (por ejemplo la TRH). La corticosterona es el principal glucocorticoide en
la rata. A pesar de que los animales fueron sometidos a un nuevo régimen de
alimentacion, no se mantuvieron estresados ya que no detectamos cambios en el
peso de las glandulas adrenales, como se ha reportado en modelos de estrés
donde se observa un cambio de tamafio en éstas glandulas. Los niveles de
corticosterona en suero no se alteraron significativamente. Sin embargo, no
podemos descartar la participacién de la corticosterona en el incremento del peso
del animal o de la grasa, puesto que los glucocorticoides intervienen en el
metabolismo basal generando glucosa en sangre para contender con el estrés o
bien pueden favorecer el almacenamiento de los carbohidratos y triglicéridos en el
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tejido graso (Dallman et al., 2004, Joseph-Bravo P y de Gortari P. 2007). La
obesidad se ha asociado a alteraciones en la funcion del eje adrenal, el cual se
activa en respuesta a estrés. La activacion de este eje puede inducir incrementos
en los niveles de corticosterona, con efectos hiperfagicos y antitermogénicos; se
ha visto que niveles elevados de glucocorticoides estan relacionados con el
desarrollo de obesidad abdominal junto con el consumo de una dieta rica en grasa.
Ademas animales con administracién intracerebroventricular de glucocorticoides
mostraron incrementos en la ingestion y peso corporal, mientras que otros
estudios presentaron inhibicion (Liu et al., 2011). Por otro lado, los ratones ob/ob
presentan niveles elevados de corticosterona, mientras que la inyeccidn de leptina

reestablece los niveles séricos de glucocorticoides.

No encontramos cambios significativos en la concentracion de TSH, Tz y Ts4
en los animales que consumieron dietas hipercaléricas. La TSH, hormona
responsable de la liberacién de las hormonas tiroideas, mostrd disminucion en los
animales que consumieron dietas hipercal6ricas. Sin embargo, dichos cambios no
fueron significativos, por lo que consideramos que la actividad del eje tiroideo este
adaptandose a la ingestion de dietas hipercal6ricas, debido a la actividad que
mostré el RNAm de la TRH en el NPV. Dado que es posible que la actividad
termogénica del BAT esté aumentada y se sabe que la Ts; juega un papel
importante en esta accion al modular la actividad de la UCP 1 para producir calor,
es posible que la T3 que participa en la produccion de calor en respuesta a un
mayor consumo calodrico se obtenga de sintesis local por una mayor actividad de
la desiodasa 2 (Bianco y McAninch, 2013).

Los elementos del eje tiroideo como la TSH y las hormonas tiroideas
circulantes, no se modificaron por el consumo agudo de dietas hipercaldricas,
mientras que el nivel de RNAm de la TRH en el NPV mostré incrementos rapidos y
transitorios en respuesta al cambio en el balance energético positivo establecido
por las dietas. Previamente se ha demostrado que las neuronas TRHérgicas del
NPV sensan cambios en el estado energético de la rata (Uribe et al.,, 1993). La
exposicion al frio incrementa el nivel de RNAm de la TRH del NPV en forma rapida
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y transitoria. Se ha propuesto que la liberacion de la TRH de la eminencia media
contribuye a incrementar el nivel de hormonas tiroideas, que via el sistema
simpatico, activan la termogénesis en el tejido adiposo café (Arancibia et al., 1996;
Nillni, 2010).

Condiciones de balance energético negativo como el ayuno por 48 horas
disminuyen el nivel de RNAm de la TRH en el NPV y este efecto correlaciona con
la disminucion en la concentracion de leptina en sangre (Lechan y Fekete, 2006;
Fekete et al., 2000a,b). La restitucion de leptina en ratas ayunadas revierte el
efecto sobre el nivel del RNAm de la TRH en el NPV. Estos datos sugieren que el
efecto observado en el RNAm de la TRH en el NPV en respuesta al incremento en
el nivel energético del organismo, puede deberse al incremento en el nivel de
leptina (Legradi et al., 1997). Queda por confirmarlo experimentalmente y si es el
caso por definir si el efecto de la leptina es directo o a través de la actividad de las
neuronas de POMC que se activan en respuesta a un mayor consumo calorico
(Cowley et al., 2001; Perello et al., 2010).

Los cambios en el nivel de RNAm de la TRH son transitorios, ya que
demostramos que a los 7 dias de consumo de dietas hipercaléricas no se
observaron los mismos efectos, a pesar de que el nivel de leptina se mantiene aun
elevado en el caso de la dieta alta en grasa. Por otro lado, el nivel de RNAm de la
TRH en el NPV de ratas que consumen dietas hipercalodricas por mas tiempo (1 o
dos meses) esta elevado en este nucleo (Araujo et al., 2010; Perello et al., 2010).
Es posible entonces, que inicialmente las neuronas TRHérgicas del NPV al sensar
un aumento en el balance energético se activan para contrarrestarlo; sin embargo,
a los 7 dias, momento en el cual se activan mecanismos de saciedad que tienden
disminuir la entrada de energia al organismo, parece que estas sefales de
saciedad compiten contra las que mantienen el balance energético positivo, por lo
que la biosintesis de TRH tiende a disminuir con respecto al grupo control
Finalmente cuando el organismo continua ingiriendo un exceso calorico es posible
que la perdida de las sefiales de saciedad, por ejemplo la resistencia a leptina

genera que éstas neuronas nuevamente incrementen el nivel de RNAm de la TRH
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que contribuye a generar hipertension en el animal (Burguefio et al., 2007). Debido
a que las neuronas TRHérgicas del NPV son heterogéneas, es probable que sdlo
un subgrupo de neuronas TRHérgicas estén respondiendo al inicio del balance
energético positivo. Seria importante definir si estas forman parte del 10% de
neuronas TRHérgicas que responden directamente a la leptina (Harris et al., 2001).
Ademas, se ha visto que el nivel de RNAm de la TRH en el hipotalamo, se
incrementa en respuesta al tratamiento con topiramato, un medicamento que
suprime el apetito e incrementa el gasto energético en ratones obesos después de
8 dias de tratamiento y que también aumenta la sefializacién y accion de leptina e
insulina en el hipotalamo (Caricilli et al., 2012).

Experimentos realizados in vitro e in vivo demostraron que la leptina puede
actuar directamente sobre las neuronas TRHérgicas del NPV y estimular la
expresion del gen precursor de TRH via STAT3 (Guo et al., 2004). Estos analisis
mostraron que la sefializacion de leptina en el hipotalamo interacciona con la
expresion de la TRH induciendo un incremento en el nivel de RNAm, lo que ayudo
a reducir la ingestion de alimentos y aumentd el gasto energético. Se han
propuesto dos vias de interaccion entre la leptina y la TRH en el hipotalamo: una
qgue involucra la accion directa de la leptina sobre sus receptores localizados en
neuronas TRHérgicas aumentando la sintesis de la TRH y la via indirecta donde la
leptina actua sobre neuronas POMC liberando a-MSH que a su vez estimula a la
TRH (Nillni, 2010). Ademas del nucleo arcuato y el NPV, otras regiones
hipotalamicas como el hipotalamo lateral, posterior y area preoptica, tienen
neuronas blanco para la sefalizacion de leptina lo que podria sugerir que estas
neuronas también participan en modular el gasto energético a través de la leptina
(Elmquist, 2001; Schwartz et al, 1996). Los resultados de nuestro proyecto
mostraron niveles elevados de leptina circulante y de RNAm de la TRH en el NPV
con solo tres dias de consumo de dietas hipercaldricas, si bien un cambio en el
peso del animal es solo detectable con la dieta alta en grasa, son necesarios mas

experimentos que confirmen esta correlacion.
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La aplicacion de la TRH en el ventriculo lateral disminuye el consumo de
alimento y el peso corporal en la rata, por lo que se ha propuesto que tiene
actividad de anorexigénico (Choi et al., 2002). Sin embargo, a la fecha no se ha
definido claramente cual es la region (o regiones) del sistema nervioso central que
produce a la TRH implicada en esta funcién asi como su region blanco, por lo que
nos interes6 buscar otros nucleos hipotalamicos que pudieran tener
modificaciones en los elementos TRHérgicos respondiendo a mayor consumo

calorico.

En el hipotalamo lateral, encontramos que el RNAmM de TRH sdlo respondio
al consumo de dieta alta en grasa; al igual a lo observado en el NPV, los cambios
fueron rapidos pero en sentido opuesto a los que encontramos el NPV, con una
disminucién a los 3 dias e incremento a los 7 dias. Esta region se caracteriza por
ser necesaria para expresar el hambre; la TRH se expresa en la region tuberal y
recientemente se demostré que existe una poblacion neural que produce
preproTRH y responde a la sefial de saciedad de la leptina, también se ha
propuesto que la TRH podria inhibir la secrecién de péptidos orexigénicos
(Carbone et al., 2012).

En el hipotalamo anterior y el area preodptica observamos que la dieta alta
en carbohidratos modifico el nivel de RNA mensajero de la TRH, incrementandolo
a los 7 dias en ambas regiones y disminuyéndolo a los 3 dias so6lo en el area
predptica. En el hipotalamo anterior también existen proyecciones neuronales de
TRH. Se ha encontrado que dafios en esta regidn resultan en obesidad, pero que
si los ratones obesos son tratados con inyecciones intraperitoneales de la TRH a
largo plazo, se revierte el incremento de peso corporal (Pierpaoli y Leniskov, 2011).
En estas zonas existen neuronas que responden a los cambios de temperatura.
En trabajos previos del laboratorio, se demostré que el nivel de RNAm de la TRH
se incrementa en una region que comprende el area preodptica y el hipotalamo
anterior en ratas sometidas al frio, en forma similar a lo que ocurre en el NPV
(Uribe et al., 1993). Ademas, en el area preoptica el nivel de RNAm de TRH asi

como del receptor TRH-R1 se incrementa en ratas obesas por consumo de dieta
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alta en grasa. Este incremento se ha relacionado con en el desarrollo de
hipertension arterial, ya que tratamientos con oligonucledtidos antisentido contra el
preproTRH en esta regidn del hipotalamo, revierten el efecto sobre la presion
arterial inducido por la dieta (Garcia et al., 1997; Garcia y Pirola 2005; Landa et al.,
2007).

No encontramos cambios en el nivel de RNAm de la TRH en el hipotalamo
posterior en respuesta a cambios en la dieta. Esta region comprende el nucleo
dorsomedial y el ventromedial. Ambos nucleos se han relacionado con el
mantenimiento de la homeostasis energética; el nucleo ventromedial se ha
denominado centro de la saciedad. Tanto en éste nucleo como en el nucleo
dorsomedial se han encontrado inervaciones densas de neuronas TRHérgicas que
ejercen efectos estimuladores sobre neuronas de éstos nucleos que
probablemente también son neuronas sensibles a leptina (Wittmann et al., 2009).
Nuestros datos no revelan sensibilidad de las neuronas TRHérgicas de esta region
a la induccién de la obesidad, pero queda la posibilidad de que efectos opuestos
en cada nucleo hayan generado una aparente ausencia de respuesta.

En resumen, en varias zonas hipotalamicas analizadas encontramos que la
biosintesis de la TRH se modula en forma rapida y nucleo especifico; ademas
existe una respuesta diferencial al consumo de las diferentes dietas. Esto sugiere
que muchos tipos de neuronas TRHérgicas del hipotalamo son sensibles a
cambios en el balance energético. Es necesario analizar un numero mayor de
animales para poder hacer correlaciones que nos permitan sugerir que poblacion
TRHérgica esta involucrada con el cambio en el peso corporal, la termogénesis o
sensando diferentes tipos de nutrientes.

Ademas, encontramos que la ingestion de dietas tipo cafeteria afectd de
manera muy especifica el nivel de los RNA mensajeros de los receptores TRH-R1
y R2 en los nucleos donde logramos la semicuantificacion, con un patron diferente
a lo observado con el nivel de RNAm de la TRH. Sélo se observé un incremento
significativo en el mensajero de TRH-R1 en el HL del grupo que consumio dieta
rica en grasa durante 7 dias. Debido al poco material con el que contabamos, no
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fue posible analizar todos los nucleos, por lo cual es necesario realizar
nuevamente la cuantificacion para completar el analisis. Experimentos realizados
en hamster demuestran que el patrén de distribucion del RNAm de el TRH-R1 es
similar a la distribucion hipotalamica observada en ratas, con la mayor densidad
del RNAm del receptor en el hipotalamo lateral, seguida del NPV, area preoptica y
el nucleo dorsomedial (Ebling et al, 2008). Estos datos confirman que la
separacion del analisis por nucleos del hipotalamo posterior sera relevante para
refinar nuestros datos en el futuro. Finalmente estos autores no lograron realizar
mediciones del RNAm de el TRH-R2 el cual no ha sido ampliamente identificado
en el hipotalamo (Ebling ef al., 2008). El incremento en la expresion del RNAm de
el TRH-R1 en respuesta a la dieta alta en grasa pudiera generar un aumento en
los niveles del receptor en esta region y por lo tanto una capacidad aumentada de
responder a la TRH. En esta regidn los receptores de la TRH estan localizados
sobre neuronas orexigénicas y sobre neuronas GABAérgicas que controlan a las
neuronas de tipo hormona concentradora de melanina (MCH) (Zhang y Van den
Pol, 2012). Todas estas neuronas controlan, entre otras funciones, el apetito y
gueda la posibilidad de que lo observado este relacionado al control del apetito por
la TRH.

Contrario a los receptores, encontramos que el nivel de RNAm de la PPII
cambié diferencial y significativamente en respuesta a las dietas hipercaldricas y
en tiempos distintos. Por un lado, en el hipotalamo lateral y posterior observamos
incrementos significativos en el grupo con dieta rica en carbohidratos después de
7 dias de consumo, mientras que en el NPV el efecto ocurrié en el grupo con dieta
rica en grasa. Ademas, se observd que en el hipotalamo lateral el nivel de RNAm
de la PPIl disminuy6 transitoriamente al consumir la dieta rica en grasa por tres
dias. Estos cambios en la expresion de la PPII deberian traducirse en cambios en
la actividad enzimatica, por lo que se sugiere que la vida media de la TRH en el
medio extracelular se vera alterada y por lo tanto la duracion y/o intensidad de los
efectos de la TRH. Recientemente se ha observado que los ratones nulos a la PPII
tienen un menor peso con respecto a los ratones wild type (tipo silvestre o natural)
(Tang et al., 2010) lo que apoya que la participacion de este elemento de la via
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TRHérgica en el control del peso corporal, quedando por definir como responden
estos ratones al exponerlos a dietas hipercaldricas.

Estos resultados sobre la expresion de los receptores y la PPII junto con el
analisis del mensajero de la TRH, sugieren que varios sistemas TRHérgicos del
hipotalamo responden rapidamente y de forma nucleo especifica en condiciones
de alteracion a la alta del balance energético. En particular, en respuesta a 7 dias
con dieta alta en grasa en el hipotalamo lateral, el incremento de la expresion de la
TRH pudiera generar localmente un incremento de su secrecion coordinado con
un incremento de la cantidad de receptor y de la actividad de la PPII, lo que
deberia producir una potente sefial TRHérgica, posiblemente anorexigénica.
Podemos sugerir ademas, que el sistema TRHérgico del NPV responde al
incremento en el consumo caldrico independientemente de qué nutriente lo
proporcione, mientras que el hipotalamo lateral sélo responde a mayor consumo
de grasa. Esto es interesante ya que en ambas regiones las neuronas TRHérgicas
responden a la leptina, la cual se incrementa en nuestro modelo, o que implica
que otras moléculas relacionadas con el nivel de insulina o glucosa pueden estar

modulando la biosintesis de la TRH en el NPV.

Obtuvimos datos preliminares que sugieren que las neuronas TRHérgicas
hipotalamicas responden rapidamente y diferencialmente al balance energético
positivo. Sera necesario realizar mas experimentos incrementando el numero de
animales, lo que nos permitira realizar correlaciones e inferir qué tipos de
neuronas TRHérgicas estan respondiendo a cambios en los nutrientes de la dieta.
Por otro lado, es interesante observar que los blancos hipotalamicos de la TRH
también responden aunque en forma discreta, sugiriendo que la TRH tiene efecto
sobre neuronas hipotalamicas en condiciones de alteracion del balance energético

en forma independiente de la activacion del eje tiroideo.
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14.- CONCLUSIONES

1.- Exponer a las ratas a un ambiente obesogénico por corto tiempo, modula a la

alta el nivel de grasa corporal, insulina y leptina circulantes.

2.- La biosintesis del RNAmM de TRH en el NPV, se regula positivamente en forma

rapida y transitoria en respuesta al consumo de dietas hipercaldricas.

3.- El consumo de dietas hipercaldricas por tiempos cortos, no modifica los niveles
circulantes de TSH, Tz y Ta.

4.- Varios parametros que definen la intensidad de la comunicacion TRHérgica son
alterados rapidamente y de forma tejido especifica en distintas zonas
hipotalamicas, en respuesta a la ingestion de dietas ricas en carbohidratos o grasa

5.- Se sugiere que varios tipos de neuronas de TRH participan en los circuitos
hipotalamicos que responden a cambios en el balance energético.

15.- PERSPECTIVAS

1.- Realizar una repeticion de los experimentos en las mismas condiciones que
nos permitan identificar cambios en el sistema TRHérgico asi como hormonas

relacionadas con el balance energético.

2.- Utilizar una técnica cuantitativa que confirmé los cambios obtenidos, como la
RT-PCR en tiempo real que nos permita medir el nivel de los RNAm de las
diferentes regiones hipotalamicas que se modifiquen en respuesta a esta

condicion.

3.- Definir que tipo de neuronas TRHérgicas responden a la induccion de la
obesidad mediante la técnica de hibridacién in situ de los elementos que se
modifiquen de acuerdo a la RT-PCR en tiempo real.
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16.- ANEXOS

1) Diagrama de disecciones.

Interaural 8.70 mm

Figure 19

Area predptica

Interasnal 720 snm

Hipotalamo Hipotalamo
lateral lateral
paraventricular

Bregma -0.30 mm

Bregma -1.80 mn

Figure 23

Interaural 7.70 mm Bregma -1.30 mm

Hipotalamo anterior

Figure 31

Interaural 6.20 mm Bregma -2.80 mm

V Hipotalamo
Hipotalamo 'ateral
posterior

Anexo 1. Diagrama de disecciones. Se muestran imagenes representativas de las
posiciones de los sacabocados utilizados para la diseccion de las zonas hipotalamicas.
Los cortes corresponden a los siguientes bregmas de acuerdo al nucleo a disectar: AP
bregma-.030mm, HA bregma-1.30mm, NPV y HL bregma-1.80mm y el HP bregma-
2.80mm.
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2) Tabla de las secuencias de los oligonucleotidos estudiados y control.

Gen

Secuencia sentido

Secuencia antisentido

TRH

Lechan et
al.,1986b

(5-3):
GGACCTTGGTTGCTGTCGACTCTGGCTTTG

(5-3):
ATGACTCCTGCTCAGGTCATCTAGAAGCT

TRH-R1

De la
Pena et
al., 1992

(5°-3"): ACCCAGAGAAGCAGGCAGCGTGACA

(5°-3"): GATCCGCCACAGCCAGACTCACCAG

TRH-R2

Cao et al.,
1998

(5-3"): GTCTTCCTAGTGCTCCTGGTGTG

(5°-3"): CCAGCAAGGGTCCGATGAAAAAG

PPII

Shauder
et al.,,
1994

(5°-3"): GGACACCCAAATAATTGCT

(5°-3"): CTGGATCGCATACAAAAAG

Ciclofilina

Danielson
et al.,,
1988

(5°-3"): GGGGAGAAAGGATTTGGCTA

(5°-3"): ACATGCTTGCCATCCAGCC

Anexo 2. Tabla 1. Secuencias de oligonucleétidos que fueron sintetizados en la unidad de
sintesis de oligonucledtidos del Instituto de Biotecnologia, UNAM.
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2.1) Tabla de los volumenes de cDNA utilizados para la PCR asi como numero de

ciclos de PCR y Tma para cada region hipotalamica.

Region HA HL HP NPV AP
ul ciclos Tma ul ciclos Tma ul ciclos Tma ul ciclos Tma ul ciclos | Tma
cDNA
TRH 3 25 64 3 26 64 3 25 64 3 24 64 2 25 64
TRH- - _ - 3 31 69 3 31 69 3 30 69 - _ _
R1
TRH- - _ - 3 33 69 5 32 69 3 33 69 - _ _
R2
PPII 3 31 55 3 31;33 55 3 31;33 55 4 31 55 - _ _
CICLO 3 20 64 3 20 64 3 20 64 3 20 64 3 20 64

Anexo 2.1. Tabla 2. Volumenes de cDNA, numeros de ciclos de PCR y Temperatura de
apareamiento (TMa). Para la determinacién de los RNA mensajeros especificos, se
realiz6 la reaccion de sintesis de cDNA con transcriptasa reversa (RT), el cual se utilizé
en las PCR de punto final. Para este procedimiento, realizamos varias pruebas para
identificar los volumenes (ul) de cDNA requeridos para una PCR exitosa para cada region.
Se muestran los ciclos de amplificacion y la Tma especificos de acuerdo al gen y a la
region hipotalamica.
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3) Tabla complementaria de la técnica de radioinmunoensayo (RIA) para la
corticosterona (B), TSH, Tsy Ta4.

RIA CPM NSB BO Muestras Amortiguador
totales union no para RIA
especifica
Corticosterona 100p! B-H® 100pl B-H® 100p! B-H® 500pl suero 10mM PO,
(B) (10,000 cpm) | 600ul  buffer | 500ul  buffer | (1:500) pH 7.5
RIA RIA desnaturalizado | 150nM NaCl
100pl a 98° por 10min | 0.1% Gelatina de
anticuerpo 100ul B-H 1 piel de becerro
anti-B 100ul anticuerpo
(1:1,200) anti-B
(1:1,200)
TSH 100pl  TSH-I | 100pl TSH-1"® | 100pl TSH -1 | 50ul suero 50mM PO,
125 300! buffer 200pl  buffer | 100pI TSH-1'*® | pH 7.5
(10,000 cpm) RIA RIA 100ul anticuerpo | 150nM NacCl
100ul anti-TSH 1% BSA
anticuerpo (1:375,000) 50mM EDTA
anti-TSH 50ul buffer RIA
(1:375,000)
Ts 1,000pl  T3-1 | 1,000p1 T3-1"® | 1,000u T3 -1 | 100u! suero Buffer de suero
125 100pl buffer 100pl  buffer | 100pl T3 -1'%° humano
(10,000 cpm) RIA RIA Tubos con Ac
Tubos con Ac
T, 1,000ul  T4-1 | 1,000u1 T4-1" | 1,000ul T4 -1 | 254l suero Buffer de suero
125 100yl buffer | 100pl  buffer | 100pl T4 -1'%° humano
(10, 000 cpm) RIA RIA Tubos con Ac

Tubos con Ac

Anexo 3. Tabla 2. Tabla complementaria de la técnica de radioinmunoensayo. La técnica
de radioinmunoensayo se realizé para la corticosterona (B), TSH, Tz y T4. Se muestran las
cuentas por minuto (cpm) totales utilizadas en cada tubo o pozo y el tipo de hormona
radioactiva utilizada como trazador. También se muestra la descripcion del blanco de
calibrado (NSB o unién no especifica para cada hormona) asi como las especificaciones
para el tratamiento de cada muestra y su respectivo amortiguador.
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