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1.- ABREVIATURAS  
 

• ACTH  Hormona adrenocorticotropa 
• Agrp  Proteína relacionada al agoutí  
• AP  Área preóptica 
• ARC  Núcleo arcuato 
• CART  Transcrito regulado por anfetamina y cocaína 
• CCK  Colecistoquinina 
• CRH  Hormona liberadora de corticotropina 
• DNA  Ácido desoxirribonucleico 
• FDA  Food and Drug Administration (Agencia 

de alimentos y medicamentos)                 
• FSH  Hormona foliculoestimulante 
• GH  Hormona de crecimiento 
• HA  Hipotálamo anterior 
• HL  Hipotálamo lateral 
• HP  Hipotálamo posterior  
• HPT  Eje hipotálamo pituitaria tiroides 
• HT  Hormonas tiroideas 
• IMC  Índice de masa corporal 
• LH  Hormona luteinizante 
• MCH  Hormona concentradora de melanina 
• NDM  Núcleo dorsomedial 
• NPV  Núcleo paraventricular 
• NPY  Neuropéptido Y  
• NVM  Núcleo Ventromedial 
• OMS  Organización Mundial de la Salud 
• PAM  Peptidilglicina α-amida monooxigenasa  
• PC  Convertasa  
• PCR  Reacción en Cadena de la Polimerasa  
• PPII  Piroglutamil peptidasa II 
• POMC  Pro-opiomelanocorticotropina 
• PRL  Prolactina  
• RNAm  Ácido ribonucleíco mensajero 
• RT  Transcriptasa reversa 
• SNC  Sistema Nervioso Central   
• TRH  Hormona liberadora de tirotropina 
• TRH-R1 Receptor tipo 1 de la hormona liberadora de tirotropina 
• TRH-R2 Receptor tipo 2 de la hormona liberadora de tirotropina 
• TSH  Hormona estimuladora de tiroides 
• T3  Triyodotironina 
• T4  Tiroxina 
• α-MSH  α-Hormona estimuladora de melanocitos 
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2.- RESUMEN 

Las causas subyacentes de la obesidad tienen que ver con la regulación 

anormal de los circuitos cerebrales que controlan el apetito y la saciedad. En el 

hipotálamo se encuentran elementos sensores de nutrientes, aquí convergen y se 

integran señales relacionadas con la disponibilidad y gasto de nutrientes. El eje 

hipotálamo-pituitaria-tiroides (HPT) tiene como función principal mantener niveles 

fisiológicos 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 núcleo 

paraventricular (NPV) del hipotálamo. Cambios en la homeostasis energética del 

organismo definen la tasa de síntesis y liberación de la TRH en las neuronas del 

NPV. Se sabe que la obesidad promueve a largo plazo un aumento en la 

expresión 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 hipotalámicos puedan adaptarse para 

mantener la homeostasis energética. Para corroborar esta hipótesis, alimentamos 

ratas macho de 50-60 días de edad durante 3 ó 7 días con dietas de alto 

contenido de carbohidratos o grasa; durante éste tiempo se cuantificó la cantidad 

de alimento y agua consumidos así como el peso corporal de cada animal. 

Después de tres o siete días cuantificamos algunos indicadores bioquímicos 

involucrados en el balance energético como la leptina e insulina, además de la 

corticosterona y los niveles de glucosa en sangre así como los elementos del eje 

tiroideo: la hormona estimuladora de tiroides o tirotropina (TSH) y las hormonas 

tiroideas. Se cuantificó el nivel de RNAm de  los diferentes elementos del sistema 

TRHérgico en varios núcleos del hipotálamo como son la TRH y sus receptores 

TRH-R1	
   y TRH-R2	
   y la PPII	
   (piroglutamil peptidasa II) 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 

hipercalóricas se observó sobre de grasa parda que aumento después de 3 y 7 

días consumo de las dietas; la grasa blanca epididimal sólo aumentó en los 
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animales que ingirieron dieta alta en grasa por 3 días, mientras que la grasa 

blanca subcutánea aumentó a los 7 días. El nivel de glucosa en sangre se elevó 

en el grupo que consumió 7 dieta alta en grasa, la insulina aumentó 

significativamente a los 3 y 7 días de consumir dietas hipercalóricas, en cambio los 

niveles de leptina sólo incrementaron en las ratas que consumieron la dieta rica en 

grasa. La biosíntesis de la TRH en el NPV  se modificó a los 3 días de consumo 

de las dietas hipercalóricas, sin que se afectara significativamente el nivel de TSH 

y hormonas tiroideas en suero. La expresión del RNAm de la TRH se modificó en 

forma tejido específica y dependiendo del tipo de dieta. La dieta alta en 

carbohidratos aumentó el RNAm de la TRH en el área preóptica y el hipotálamo 

anterior en los grupos de 7 días, mientras que en el hipotálamo lateral este 

aumento se observó sólo con la dieta alta en grasa después de 7 días de 

consumo; en el hipotálamo posterior no hubo modificaciones al consumir las dietas 

hipercalóricas. Encontramos incrementos significativos en el RNAm de TRH-R1 en 

el hipotálamo lateral a los 7 días de consumo de dieta alta en grasa con respecto 

al grupo que ingirió dieta alta en carbohidratos. La cuantificación del RNAm de la 

PPII reveló que al igual que los receptores la respuesta es lenta al compararse con 

el RNAm de la TRH, ya que sólo se observaron modificaciones a los 7 días de 

consumo de las dietas hipercalóricas, específicamente en el NPV el RNAm de la 

PPII se incrementó significativamente en el grupo que ingirió dieta alta en grasa, 

mientras que en el hipotálamo lateral y posterior se observó 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; además 

observamos que el nivel de RNAm de elementos de los sistemas TRHérgicos 

hipotalámicos se adaptan en forma rápida a cambios en el consumo energético y 

calidad de la dieta. 
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3.- INTRODUCCIÓN 

3.1. DEFINICIÓN 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 fórmula que combina el peso en kilogramos 

dividido entre la estatura en metros al cuadrado, denominado Índice de Masa 

Corporal (IMC) y	
   desarrollado por el estadístico Adolphe Quetelet;	
   siendo éste 

indicador el mas utilizado para estudios epidemiológicos. En el 2011, la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) lo empleó para hacer una clasificación 

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 mórbida, IMC ≥ 40. En la actualidad la obesidad es el quinto 

factor principal de riesgo de defunción en el mundo, según datos de la OMS, a 

nivel mundial cada año 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 cáncer de mama, entre otras (Kopelman, 

2000). En México de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 2012, 

la prevalencia de sobrepeso y obesidad en adultos de 20 años o más 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 más 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 volvió un 

problema de salud en México, ya que 4 millones de niños sufren sobrepeso u 

obesidad encontrándose actualmente en el primer lugar a nivel mundial en este 

rubro. Esto ha llevado a diversas instituciones en nuestro país a implementar 

estrategias que permitan revertir este padecimiento, por ejemplo, en las escuelas 

se ha promovido una disminución en el consumo de bebidas azucaradas y mayor 

actividad física (Barquera et al., 2010).  
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La etiología de la obesidad es multifactorial; se caracterizada por un 

desbalance crónico entre la ingesta y el gasto energético (más calorías 

consumidas que gastadas), así como asociada a diferentes factores conductuales 

y ambientales que incrementan el consumo calórico y promueven estilos de vida 

con bajo gasto energético; además puede existir predisposición genética. Dada la 

importancia de obtener suficiente energía y nutrientes esenciales para la 

sobrevivencia de los individuos y las especies, existe un complejo sistema de vías 

que sensan e integran señales del medio interno y externo para activar efectores 

que regulen la ingestión de alimento y el gasto energético (Zheng y Berthoud, 

2008). Se propone que en la obesidad ocurre por la desregulación 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 ingestión energética procedente de alimentos altos en 

grasa o en carbohidratos, preferentemente consuman raciones pequeñas de fruta, 

verduras, carne, legumbres, cereales integrales y frutos secos, realicen actividad 

física diaria, para lograr un equilibrio energético y un peso normal. La industria 

alimentaria puede desempeñar una función importante en la promoción de una 

alimentación saludable: reduciendo el contenido de grasa, azúcar y sal en los 

alimentos elaborados, asegurando que todos los consumidores puedan acceder 

física y económicamente a alimentos sanos y nutritivos poniendo en práctica una 

comercialización responsable y asegurando la disponibilidad de los mismos; 

además apoyando la práctica de actividad física periódica en el lugar de trabajo 

(Barquera et al., 2013b). Se ha observado que en los casos de obesidad donde el 

hígado esta graso, pequeños cambios en el peso corporal generados por el 

incremento en la actividad física o la disminución en el consumo de alimentos 
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hipercalóricos disminuyen la esteatosis del hígado, con lo que estos resultados 

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

 

B) Farmacológicas. 

En términos de farmacoterapia para combatir la obesidad se desarrollaron 

fármacos 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 señales anorexigénicas en el hipotálamo), la sibutramina 

(suprime el apetito e incrementa la termogénesis) y el orlistat (un inhibidor de 

lipasa intestinal que reduce la absorción 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 fármaco que promueve la disminución de peso es la 

lorcaserina, un agente agonista del receptor central de serotonina (5-HT2C) que 

actúa sobre neuronas hipotalámicas de proopiomelanocorticotropina (POMC) que 

tienen actividad anorexigénica (actividad que inhibe la ingestión de alimentos). Se 

cree que la pérdida de peso es debida a su actividad de agonista con el receptor 

5-HT2C, reduciendo la ingestión calórica e incrementando la saciedad (Taylor et al., 

2013). Además la FDA aprobó un fármaco controlado que combina la fentermina 

con topiramato (este último podría inhibir la lipogénesis en los adipocitos) que 

activa los mecanismos de saciedad y la supresión del apetito, sin que se haya 

esclarecido cual es el efecto anorexigénico específico que genera la pérdida de 

peso (Cannon y Kumar, 2009, Taylor et al., 2013). 

 

C) Vacunas. 

La grelina es la única hormona periférica con actividad orexigénica 

(estimula la ingestión de alimentos): es producida y almacenada por el estómago, 

disminuye el gasto energético y el catabolismo de grasas. Los efectos 

orexigénicos de la grelina son mediados principalmente por receptores en el 

hipotálamo que controlan la homeostasis energética (Barsh y Schwartz, 2002), por 
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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 inmunización con grelina se observó que 

disminuye la ganancia del peso corporal y la adiposidad en mamíferos. La 

vacunación contra la grelina combinada con una dieta baja en grasa produce 

resultados muy alentadores en animales de experimentación (Zorilla et al., 2006). 

En otro grupo de experimentos, los investigadores neutralizaron a la grelina 

endógena a través de la vacunación con la grelina acoplada a una cápside del 

virus tipo Influenza, se reportó que disminuye el peso y la cantidad de grasa sin 

embargo éstos efectos no se observan en periodos largos, lo que ha llevado a 

proponer que es necesario potenciar la producción 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 antígeno que genere una respuesta inmune mayor.  

          D)   Cirugías. 

Los métodos quirúrgicos son los que mejores resultados han mostrado al 

tratar de reducir el peso y grasa corporal durante el primer año post-cirugía. Uno 

de éstos métodos es la derivación gástrica (Bypass) que consiste en disminuir y 

restringir la absorción de nutrientes, en la cirugía se crea un reservorio pequeño 

por la curvatura menor del estómago separado del resto para conectarlo a una 

parte del intestino delgado y con ello conseguir una saciedad temprana, además 

de una mala absorción de los nutrientes. Este procedimiento es una cirugía 

invasiva, complicada y riesgosa, además se ha visto que en muchos casos es 

necesario mantener dieta y ejercicio para controlar el peso a largo plazo (DeWald 

et al., 2006).  
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4.- ELEMENTOS INVOLUCRADOS EN EL CONTROL DEL CONSUMO DE 

ALIMENTO Y GASTO ENERGÉTICO.  

En general, el sistema nervioso de los vertebrados esta dividido 

anatómicamente 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 hipotálamo una estructura del diencéfalo 

(subdivisión del SNC) localizado debajo del tálamo, es el principal concentrador de 

elementos sensadores de nutrientes, ésta región en conjunto con el control 

periférico de los órganos del tracto intestinal (estómago, intestino, páncreas e 

hígado) y el tejido adiposo, entre otros, ayudan al mantenimiento del peso y 

composición corporal mediante señales 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 señales quimicas 

que son secretadas dentro de la circulación, es también informado por el tracto 

grastrointestinal sobre el estado de la homeostasis energética y la ingesta de 

alimentos a través de señales metabólicas y neuroendocrinas específicas 

(Berthoud, 2002) (figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. La comunicación entre el sistema nervioso central y periférico participa en el estado metabólico del 

organismo. La interacción entre el hipotálamo (SNC), el tracto gastrointestinal (SNP) y el tejido adiposo ésta 

dada por señales nerviosas, hormonales y neuroendocrinas, la detección hitpotalámica de nutrientes activa 
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neurocircuitos involucrados en la regulación de la ingestión de alimentos, metabolismo del tejido adiposo y la 

homeostasis de la glucosa. Señales anorexigénicas como la leptina, la insulina y CCK o señales orexigénicas 

como la grelina (SNP) interactuan con centros hipotalámicos (SNC) para ejercer sus funciones reguladoras 

por medio de diferentes vías (vía el nervio vago o por el torrente sanguineo). 

La homeostasis energética o los procesos por los cuales las reservas de 

energía son mantenidos por largos periodos de tiempo están cuidadosamente 

controlados. El balance energético es el resultado entre el equilibrio de la ingestión 

de alimentos y el gasto energético  (termogénesis, actividad física y consumo de 

alimento) los componentes de este balance son regulados por dos sistemas 

independientes pero interrelacionados: 1) sistema de regulación a corto plazo, que 

controla la iniciación y terminación de la alimentación dependiendo del contenido 

del tracto gastrointestinal y 2) sistema a largo plazo, que mantiene las reservas de 

energía y por lo tanto el peso corporal. Varias hormonas proveen al cerebro 

información sobre el estado del balance energético. Estas pueden ser divididas en 

dos categorías: hormonas que son producidas por el tracto gastrointestinal que 

señalan hambre o saciedad a corto plazo y hormonas que señalizan el estado de 

reservas de grasa del cuerpo, que son señales 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 proporción al contenido de grasa corporal. Los efectos centrales de la 

leptina consisten en reducir la ingestión de alimento e incrementar el gasto 

energético, 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. Además, la leptina potencía el efecto 

de la insulina (Myers y Olson, 2012), regula la sensibilidad de esta y también la 

homeostasis de la glucosa. Esta hormona se consideró la panacea en el control de 

la obesidad durante varios años, 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 hematoencefálica (Amitani et al., 

2013). Otra señal periférica es la insulina la cual es producida por las células β del 
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páncreas, controla la disponibilidad de glucosa en sangre y en la regulación del 

balance energético, actúa a corto y largo plazo. La liberación de insulina está 

relacionada con cambios en los niveles energéticos, ya que después de la 

ingestión de alimentos esta aumenta rápidamente. Cuando la insulina hace blanco  

en células del cerebro actúa como señal anorexigénica en centros hipotalámicos 

para reducir el consumo de alimento y el peso corporal (Wynne et al., 2005). La 

leptina e insulina son consideradas señales de adiposidad (figura 2).  

Existen otras señales periféricas involucradas en la regulación a corto plazo 

de la iniciación y terminación de la ingesta, estas son producidas en diferentes 

regiones del tracto gastrointestinal, como son: colecistoquinina (CCK), péptido 1 

parecido al glucagon, oxintomodulina, polipéptido pancreático y péptido YY. 

Principalmente son secretadas después de la alimentación e inhiben la ingestión 

de alimento; sus acciones sobre el apetito son ejercidas vía el nervio vago, el tallo 

cerebral y el hipotálamo (Berthoud y Morrison, 2008; Spiegelman y Flier, 2001). La 

grelina, producida en el estómago, es unica entre los peptidos gastrointestinales; 

su particularidad radica en el papel orexigénico que poseé ya que la inyección 

central o periférica de la grelina estimula la ingestión y además 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 ingestión (Berthoud y Morrison, 2008; Spiegelman y Flier, 2001; Amatani et 

al., 2013) (figura 2). 

Las moléculas señal antes mencionadas, actúan como mediadores que 

coordinan la activación de células localizadas en los diferentes núcleos 

hipotalámicos que participan en la regulación del balance energético. Se demostró 

que varios núcleos hipotalámicos son críticos para el mantenimiento del peso 

corporal, decodificando señales neuronales y periféricas (Balthasar, 2009). El 

papel del hipotálamo en el control del apetito y la saciedad fue determinado al 

lesionar algunos núcleos específicos; por ejemplo, lesiones en el hipotálamo 

lateral disminuyen la ingestión de alimento provocando así la pérdida de peso , 

mientras que lesiones en el núcleo ventromedial incrementan el apetito causando 
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obesidad. Además, se han identificado diferentes péptidos y/o neurotransmisores, 

que regulan la temperatura, el consumo de agua, el balance de energía, el sueño 

y la reproducción, entre otras funciones (Balthasar, 2009; Remmers y Delemarre-

van de Waal,  2011).  

 

 

Fig. 2. Control de la homeostasis energética por neuropeptidos hipotalámicos y hormonas circulantes. 

Neuropéptidos como Agrp/NPY estimulan la ingestión 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 estómago puede 

estimular Agrp/NPY. Finalmente el núcleo arcuato envia proyecciones neuronales al núcleo paraventricular 

asociado a funciones neuroendocrinas así como a señales de saciedad. Modificado de Barsh y Schwartz, 

2002. Ver indice de abreviaturas. 

 

 



	
   17	
  

4.1. HIPOTÁLAMO: CENTRO DE REGULACIÓN HOMEOSTÁTICA DEL 

METABOLISMO. 

El hipotálamo es reconocido como el principal centro de integración y 

convergencia de señales centrales y periféricas que regulan la homeostasis 

energética. Contiene dos sistemas efectores: el sistema autonómico que esta 

constituido por los circuitos de neuronas que regulan las funciones vitales como la 

temperatura, ritmo cardiaco, ingestión de alimentos (entre otras) y el sistema 

endocrino que consta de neuronas hipofisiotrópicas que controlan la secreción  de 

hormonas de la hipófisis que permiten la comunicación del cerebro con los 

órganos periféricos en sentido descendente (Joseph-Bravo y de Gortari, 2007) 

(figura 3B). Entre los  núcleos hipotalámicos (figura 3A) que están implicados en la 

regulación del balance energético están: el núcleo arcuato (ARC) localizado 

alrededor y debajo del tercer ventrículo en la base del hipotálamo, contiene 

neuronas que sintetizan péptidos orexigénicos como el neuropéptido Y (NPY) y al 

péptido relacionado al Agoutí (AgRP) y neuronas que sintetizan péptidos 

anorexigénicos como el transcrito regulado por anfetamina y cocaína (CART) y la 

pro-opiomelanocorticotropina (POMC) del que se deriva otro péptido la hormona 

estimuladora de melanocitos (α-MSH); este núcleo contiene receptores para la 

leptina e insulina (figura 2). 

El hipotálamo 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 ingestión de alimento. El núcleo 

ventromedial (NVM) y el núcleo dorsomedial (NDM) contienen receptores para 

leptina e insulina. El núcleo paraventricular (NPV) sintetiza péptidos 

anorexigénicos como la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y la hormona 

liberadora de corticotropina (CHR). Estas regiones hipotálamicas integran y envian 

señales orexigénicas y anorexigénicas de neuronas específicas para el control de 

la ingestión alimentaria, existe una comunicación de neuronas del ARC que envian 

proyecciones al NPV, al HL, al NVM y a neuronas de (α-MSH) propias del ARC 

(Berthoud, 2002(a); Spiegelman y Flier, 2001). 
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              B) 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Ilustración de la organización de los núcleos hipotalámicos. A) Vista lateral de la organización de los 

núcleos hipotalámicos. El hipotálamo se encuentra debajo del tálamo y en la parte superior del tronco cerebral, 

esta dividido en distintas regiones que producen neuropéptidos con diversas funciones. El hipotálamo controla 

a la glándula pituitaria (o hipófisis) que a su vez esta dividida en neurohipófisis y adenohipófisis. B) Estructura 

general del eje hipotalámico-adehipofisiario y su órganos blanco. El hipotálamo secreta péptidos que mediante 

el sistema portal (sistema especializado de vasos sanguíneos) modulan la actividad de la adenohipófisis o por 

liberación de sustancias de la neurohipófisis que son proyecciones nerviosas provenientes del la región 

magnocelular del hipotálamo. Las hormonas liberadoras hipotalámicas (TRH, CRH, GnRH, etc.) estimulan la 

síntesis de hormonas estimulantes (ACTH, TSH, GH, etc.) de la adenohipófisis, las cuales viajan por la 

circulación sanguínea hasta sus órganos blancos y de esta manera controlar diferentes actividades biológicas. 

Ver indice de abreviaturas. 

Condiciones de balance energético negativo como ayuno, lactancia o 

diabetes dependiente de insulina (diabetes tipo 1), están caracterizadas por 

hambre, termogénesis reducida y por un decremento en los niveles de leptina e 

insulina. La disminución en los niveles de dichas hormonas induce la síntesis de 

NPY (en el ARC y en el NDM) y AgRP (en el ARC). La expresión de NPY se 

incrementa en condiciones de lactancia y ejercicio; en ambos núcleos 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 liberación de NPY del ARC (Joseph-Bravo y de Gortari, 2007; Blouet 

y Schwartz, 2010; Fekete et al., 2001). 

El NPV es un núcleo importante en la integración de información 

autonómica y neuroendocrina, está formado por las regiones magnocelular y 

parvocelular. Las neuronas magnocelulares proyectan hacia la neurohipófisis de 

donde son liberadas la oxitocina y la vasopresina. La parte ventral de la región 

parvocelular proyecta a centros autónomos y la parte medial incluye neuronas que 

sintetizan la CRH, la TRH, vasopresina y CART; además es una de las regiones 

más densamente inervadas por neuronas de POMC y NPY/AgRP (Lenard y 

Berthoud, 2008). Parte de estas neuronas denominadas hipofisiotróficas 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 hipotálamo-hipófisis por 

medio del cual llegarán a sus células blanco en la adenohipófisis induciendo la 

síntesis y liberación de adrenocorticotropina (ACTH), tirotropina (TSH) y prolactina 

(PRL). La ACTH y TSH a su vez tienen como órganos blanco la corteza adrenal y 

la glándula tiroides respectivamente, donde controlan la síntesis y liberación de 

corticosterona y hormonas tiroideas involucradas en la homeostasis energética 

(Blouet y Schwartz, 2010; Nillni 2010) (figura 3B).  

Existen otras áreas del SNC que están involucradas en sensar e integrar 

señales sobre el estado metabólico del organismo. Se encuentran en particular 

regiones del sistema límbico que participan en los mecanismos de recompensa y 

adicción. Se han observado similaridades conductuales entre la dependencia a 

sustancias y el consumo excesivo de alimento que podrían 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 ingestión 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 vía de recompensa de 

la dopamina; por ejemplo las señales orexigénicas incrementan la actividad de 

neuronas dopaminérgicas en el area ventral tegmental, mientras que las 

anorexigénicas la inhiben y decrecen su liberación (Volkow et al., 2013). Por lo 

tanto la decisión de alimentarse o no, está influenciada no sólo por la homeostasis 

del medio interno, sino que además influyen factores como la palatabilidad y las 

respuestas condicionadas provocadas por el ambiente. 

 

4.2.- LA TRH Y LA REGULACIÓN DE SU METABOLISMO POR ALTERACIÓN 

DE LA HOMEOSTASIS ENERGÉTICA. 

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 

acción como hormona liberadora y estimuladora de la síntesis de tirotropina y 

prolactina de la pituitaria (adenohipófisis). La primera acción de la TRH da lugar a 

la activación del eje Hipotálamo-Pituitaria-Tiroides (HPT) (Hainseleder et al., 1992). 

Además de su actividad endocrina, se ha propuesto que la TRH tiene funciones 

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

procesamiento post-traduccional de una larga proteína precursora denominada 
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pro-TRH mientras es transportado de la red transGolgi para formar parte de 

gránulos de secreción; estos gránulos maduros se dirigen a los sitios de secreción 

de la membrana plasmática de la célula. El precursor de TRH es hidrolizado 

durante su recorrido por el retículo endoplásmico, aparato de Golgi y vesículas 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 vesículas secretoras junto con enzimas 

proteolíticas que continúan con el procesamiento; los productos resultantes 

quedan expuestos a modificaciones adicionales por exopeptidasas, incluyendo a 

la carboxipeptidasa E (CPE) que remueve los aminoácidos básicos del C-terminal 

(arginina o lisina). La glicina terminal del precursor inmediato de la TRH (gln-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 ciclización llevada a cabo por la glutaminil ciclasa para dar así a la formación 

del péptido TRH biológicamente activo (Nillni EA. 2010) (figura 5). 

Han sido caracterizados dos tipos de receptores de TRH acoplados a 

proteínas G: TRH-R1 y TRH-R2, los cuales están diferencialmente distribuidos en 

el SNC. El RNAm del TRH-R1 está expresado en regiones neuroendocrinas que 

regulan el eje HPT como son la adenohipófisis y el NPV, también se localiza en 

otras regiones hipotalámicas como: ARC, hipotálamo anterior, lateral y 

dorsomedial. Al contrario del RNAm del TRH-R2 que se encuentra en 

concentraciones moderadas en el hipotálamo lateral, anterior y más limitado en el 

ventromedial (Heuer et al., 2000) y no se ha detectado en la adenohipófisis. La 

expresión de los receptores puede ser modulada por el nivel de hormonas 

tiroideas y la TRH. La TRH puede ser hidrolizada en el espacio sináptico por la 

piroglutamil peptidasa II (PPII), una ectoenzima específica que hidroliza el enlace 

peptidico piroglutamil-histidil de la TRH y se expresa en diferentes núcleos 

hipotálamicos, así como en otras regiones cerebrales y periféricas. En el torrente 

sanguíneno la TRH también puede ser hidrolizada por la tiroliberinasa una 
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isoforma de la PPII. La actividad de PPII es regulada por hormonas tiroideas, 

estrógenos y la TRH (Heuer et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5. Esquema de la síntesis y procesamiento de la proteína precursora de la TRH. En las neuronas 

TRHérgicas del hipotálamo se realiza la transcripción del RNAm del pre-pro TRH, el cuál tiene que viajar del 

núcleo celular a los ribosomas del RER (Retículo endoplásmico rugoso) para ser traducido, esto dará lugar a 

la proteína precursora de 29 KDa; el péptido señal permite la translocación al lumen del RE (Retículo 

endoplásmico) donde se elimina esta secuencia y se convierte en pro-TRH y se dará inicio al precesamiento 

de este precursor. Al viajar dentro de vesículas secretoras (VS) por la red trans-Golgi (TG) sufre una serie de 

modificaciones post-traduccionales. La carboxipeptidasa E (CPE) remueve los aminoácidos básicos del C-

terminal (arginina o lisina); la glicina terminal del precursor inmediato de la TRH (gln-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 

ciclización 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 síntesis y liberación de la TRH en las neuronas TRHérgicas 

del NPV. El nivel de RNAm y liberación de la TRH reducidas por ayuno (Lechan  y 

Fekete,  2006), repercute en una disminución en la concentración de hormonas 

tiroideas circulantes. El efecto en el RNAm de TRH es revertido por la aplicación 
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de leptina o α-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 condición (Copola et al., 2005).  

Al igual que en el ayuno, otras condiciones con balance energético negativo 

como ocurre en los retos inmunológicos, en donde el sistema inmune se activa 

para combatir la enfermadad o en la lactancia cuando la glándula mamaria se 

hipertrofia para la producción de la leche, estos procesos requieren un elevado 

gasto energético para poder desarrollar su función. En ambas condiciones 

fisiológicas, la biosíntesis de TRH en el NPV se encuentra disminuída (Fekete et 

al., 2005; van Haansteren et al., 1996; Uribe et al., 1991) así 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 

disminución en la cantidad de grasa blanca y el consumo de alimento, asociado a 

una disminución en el nivel del RNAm de TRH en el NPV sin cambio en el nivel de 

hormonas tiroideas circulantes (Ramírez, 2006; Uribe et al., 2014). Todos estos 

resultados indican que la biosíntesis 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 acción. A este 

respecto se ha demostrado que la administración de TRH intracerebroventricular, 

periférica o directa sobre el hipotálamo medio decrece el consumo de alimento, 

peso corporal y aumenta la temperatura corporal, mientras que la administración 

intracisternal de TRH incrementa la ingestión de alimento a través de la 

estimulación vagal-colinérgica sobre la liberación de grelina del estómago. El 

efecto orexigénico de la TRH en el tallo cerebral es bloqueado por la aplicación de 

un antagonista del receptor de grelina, así la dirección del efecto de la TRH sobre 



	
   24	
  

la ingestión depende de la región 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 regulación de la homeostasis energética sin 

que se haya definido aún claramente cual es su papel y el sito de acción. Por otro 

lado, las neuronas TRHérgicas del NPV responden a señales provenientes del 

núcleo arcuato: la biosíntesis de la TRH en estas neuronas es inhibida por la 

aplicación 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 cuál aumenta 

el nivel de RNAm de la TRH en el NPV (Fekete et al., 2000).  

Se observó que el RNAm de la TRH en el NPV se incrementa en ratas 

hembras ovariectomizadas; en esta condición hay una disminución 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 biosíntesis del 

RNAm de TRH se activa. La restitución de estrógenos en estos animales, revierte 

el aumento en el peso corporal y el nivel de RNAm de TRH del NPV, sin que esta 

hormona sea la responsable del efecto directo sobre la biosíntesis, dado que éstas 

neuronas no expresan a los receptores de estrógenos (Uribe et al., 2009). 

Cambios en el nivel circulante de hormonas tiroideas y corticosterona afectan el 

sistema TRHérgico: en particular se ha demostrado que la T3 ejerce un efecto 

negativo directo sobre la síntesis del RNAm de TRH en el NPV y el tallo cerebral, 

mientras que la eliminación 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 HIPOTÁLAMO-PITUITARIA-TIROIDES (HPT) Y LA OBESIDAD. 

La TRH del NPV induce la síntesis y liberación de tirotropina (TSH) en la 

adenohipófisis quien a su vez, al llegar a la tiroides activa la síntesis y liberación 

de hormonas tiroideas triiodotironina (T3) y tiroxina (T4). El eje hipotálamo-

pituitaria-tiroides (figura 6) mantiene un nivel constante de hormonas tiroideas (HT) 

libres en el torrente sanguíneo por un sistema de retroalimentación negativa: 

cuando la concentración de HT aumenta se inhibe la síntesis de TSH en la 

adenohipófisis y también disminuye la síntesis y liberación de TRH en el NPV; en 

cambio cuando los niveles de HT disminuyen la biosíntesis y secreción 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 energía en reposo entre otras funciones (Nillni, 2010). La regulación del 

eje HPT puede ocurrir a diferentes niveles: en la síntesis y liberación de la TRH y 

TSH así como en la síntesis de T4 y su conversión a T3. Recientemente se ha 

demostrado que hay conversión local de HT en los tanicitos del tercer ventriculo y 

que participan en la regulación negativa de la biosíntesis de TRH en el NPV del 

hipotálamo (Sánchez et al., 2009). 

 En humanos y animales el eje esta finamente regulado, adaptándose a 

cambios en las necesidades energéticas como se mencionó anteriormente. 

Experimentos conducidos in vivo demostraron que en ratas macho con obesidad 

inducida por dieta alta en grasa durante 2 ó 3 meses, se incrementan los niveles 

del RNAm de la TRH, del péptido TRH y de la señalización por STAT 3 en 

neuronas TRHérgicas del NPV, en correlación 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 producción de T3 en la eminencia media) 

tampoco cambia (Araujo et al., 2010; Perello et al., 2010).  
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Fig. 6. Representación del eje hipotálamo-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 adenohipófisis, es 

aquí donde se estimula la síntesis y liberación de TSH y PRL que a su vez, viajan por medio de la sangre a 

sus órganos blanco, tiroides y glándulas 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 acción directa de la leptina 

sobre las neuronas de TRH está involucrada en el incremento de la presión 

arterial; ya que en este estudio se utilizó un modelo de hipertensión 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 presión 

arterial, ya que al bloquear la expresión de prepro-TRH la hipertensión disminuyó 

(Landa et al., 2007). A este respecto, también se ha visto que la inyección de 

oligonucleótidos antisentido al mensajero de la TRH en el ventrículo lateral y área 

preóptica, revierte el incremento de la presión arterial en las ratas obesas (García 

et al., 2005).  
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Además, en dos modelos de ratones obesos se estudió la expresión de la 

TRH diencéfalica y su papel entre la asociación de la leptina y la presión arterial ya 

que la TRH puede ser utilizanda como mediador; se observó 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 presión arterial; también se observó que la inyección 

subcutánea de la leptina en ratones ob/ob incrementó la presión arterial y el nivel 

de TRH diencéfalica; estos cambios correlacionan muy bien con la concentración 

sérica de leptina y con el modelo de obesidad inducida por dieta alta en grasa en 

donde se observó un peso corporal elevado acompañado por hiperleptinemia, 

niveles elevados de la TRH diencéfalica e hipertensión, estos cambios pueden ser 

revertidos suprimiendo la expresión de prepro-TRH, sugiriendo que la TRH podría 

mediar los efectos de la leptina no solo en la regulación del balance energético 

sino tambien en la hipertensión. Debido a que las mediciones fueron realizadas en 

todo el hipotálamo, cabe la posibilidad de que los cambios de la TRH en estas dos 

cepas de ratones no ocurran en un solo núcleo hipotalámico sino en varios de 

ellos (Burgueño et al., 2007).  

 

 

 

6.- MODELOS EXPERIMENTALES PARA ESTUDIAR LA OBESIDAD. 

 

6.1.-  Animales obesos generados por alteraciones genéticas. 

Los estudios más importantes en la identificación del sistema que controla 

el peso corporal provienen del estudio en ratones con obesidad determinada 

genéticamente, existe una gran variedad de modelos sin embargo sólo 

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 mutación 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 daño durante la señalización de leptina en 

el hipotálamo. Mutaciones en el gen agouti como la sobreexpresión de la proteína 

agouti, también muestran un fenotipo de obesidad, hiperleptinemia, diabetes tipo 2 

y pelaje amarillo, se vio que la sobreexpresión específica en el tejido adiposo 

incrementó el tamaño de éste, se sugiere que el papel obesigénico es dependiente 

del tejido. Además han sido utilizados modelos de obesidad en ratas, entre las que 

están: las zucker fatty rat (ZFR, por sus siglas en inglés) las cuales presentan una 

mutación 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 acumulación de grasa subcutánea. También 

se reportó que la transferencia del gen fa a ratas wistar (wistar fatty rat) hizó que 

desarrollaran enfermedades relacionadas a obesidad como diabetes tipo 2, 

hiperinsulinemia e hiperleptinemia (Kanasaki y Koya,  2011). 

 

6.2.-  Animales obesos obtenidos por alimentación con dietas hipercalóricas. 

En los años cincuentas se utilizó 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 metodologías utilizadas son 

diversas, desde utilizar dietas altas en grasa disponibles comercialmente o dietas 
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tipo cafetería como galletas con chocolate o cacahuates. Aunque estos animales 

típicamente no desarrollan diabetes, muestran resistencia a insulina, intolerancia a 

la glucosa, niveles de leptina elevados en plasma y frecuentemente 

concentraciones séricas de colesterol y triglicéridos elevadas, comparados con los 

grupos alimentados con dieta estándar (Vickers et al., 2011; Kanasaki y Koya, 

2011). Las dietas altas en carbohidratos podrían ayudar a incrementar la 

sensibilidad de insulina y controlar el nivel de glucosa en sangre, sin embargo la 

absorción 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 características con la obesidad en humanos y a 

diferencia de las condiciones humanas permite la investigación amplia de los 

efectos de las diferentes dietas, además de proporcionar estrategias que permitan 

conocer y desarrollar agentes antiobesidad. Estos modelos de animales pueden 

darnos una aproximación sobre los mecanismos de regulación alterados durante 

el establecimiento de la obesidad, sin que sea necesario provocar una alteración 

genética. Por otro lado, el uso de animales con mutaciones genéticas nos permite  

comprender los mecanismos, componentes y las vías de señalización implicadas 

en el balance energético y que pudieran estar alteradas en animales que ya han 

desarrollado la obesidad. 
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7.- JUSTIFICACIÓN  

La obesidad es una de las afecciones con mayor prevalencia a nivel 

mundial pues ocasiona una disminución 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 hipotálamo-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, además de 

minimizar cualquier factor de estrés o cambios debidos a la distribución de grasa 

corporal, ya que nuestro interés es sólo 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 ingestión de una dieta rica en grasa 

(después de 3 y 7 días de consumo). Además, no se ha explorado la posibilidad 

de que otras neuronas TRHérgicas hipotalámicas se vean alteradas durante la 

obesidad consecuente del consumo de dietas hipercalóricas. 

 

8.- HIPÓTESIS 

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 modificarán los sistemas TRHérgicos hipotalámicos para adaptar el 

balance energético a esta nueva condición. Suponemos que la expresión del 

RNAm de la TRH podría incrementar en el núcleo 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 núcleos hipotalámicos. 



	
   31	
  

9.- OBJETIVO GENERAL 

El objetivo principal de este proyecto, es definir si los elementos del sistema 

TRHérgico (el RNAm de la TRH, de sus receptores y de la PPII) de ratas macho 

adultas se afectan después de consumir por 3 ó 7 días una dieta rica en grasa. Así 

como identificar cuáles son las neuronas TRHérgicas del hipotálamo 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 

PPII en los diferentes núcleos hipotalámicos (NPV, HA, HP, HL y AP) en ratas 

alimentadas con dietas hipercalóricas por 3 y 7 días. 

B) Definir si las concentraciones séricas de las hormonas del eje tiroideo así como 

de leptina, insulina, corticosterona y el nivel de glucosa en sangre se afectan 

después de 3 ó 7 días de consumo de alimento rico en grasa o en carbohidratos.  

C) Determinar el efecto del consumo de las dietas hipercalóricas (dieta alta en 

grasa o en carbohidratos) sobre el peso corporal, la ingesta de alimento y agua, 

así como el nivel de grasa blanca y parda durante 3 ó 7 días en ratas macho 

adultas. 
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10.- MATERIAL Y MÉTODOS  

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 Biotecnología, estas fueron mantenidas con 

ciclo de luz-oscuridad de 12 horas y alimentadas con dieta estándar (3.1 Kcal/g, 

2010SX Teklad global diet-Harlan). A los 45 días de edad, los animales fueron 

trasladados al área de experimentación donde continuaron en condiciones 

similares a las salas de reproducción; de 3 a 5 días antes de iniciar el experimento 

los animales fueron pesados y colocados en grupos de dos por cada caja, sólo se 

agruparon ratas que tenían un peso inicial similar. Esto nos permitió tener 6 

animales por grupo con un triplicado en la determinación de consumo de alimento 

y agua. Las dietas hipercalóricas fueron adquiridas de la Compañía Harlan de 

donde se obtiene el alimento regular. Se emplearon tres grupos experimentales 

que fueron alimentados con dietas diferentes: 1) tres cajas con dieta estándar 

2018SX	
   Teklad Global diet 3.1 Kcal/g (24% proteína, 18% grasa, 58% 

carbohidratos), 2) tres cajas con dieta rica en carbohidratos 3.7 Kcal/g (18.6% 

proteína, 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% proteína, 45% 

grasa, 36.2% carbohidratos; TD 06415 Teklad custom research diet-Harlan); los 

componentes en la fórmula de las dietas alta en grasa y carbohidratos son los 

mismos. En total 18 animales fueron mantenidos con este régimen alimenticio 

durante 3 ó 7 días. Iniciado el experimento se determinó cada tercer día el peso 

corporal, el consumo de alimento y agua. Después de 3 ó 7 días los animales 

fueron sacrificados por decapitación. Se colectó sangre del tronco para la 

obtención de suero en el cual determinamos el nivel de glucosa y hormonas como: 

tiroideas (T3 y T4), tirotropina, corticosterona, leptina e insulina. Los cerebros 

fueron removidos del cráneo y congelados inmediatamente en hielo seco y 

posteriormente se guardaron a -70°C hasta su disección para obtener los 

diferentes núcleos hipotalámicos. Al momento del sacrificio se removió la grasa 

parda escapular y la grasa blanca peritoneal (abdominal, escapular y epididimal) 
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así como las glándulas adrenales; estos tejidos fueron pesados en una balanza 

granataria y posteriormente desechados. 

10.2.- Disección de cerebros 

La disección de los núcleos hipotalámicos se realizó manualmente en los 

cerebros congelados. Los cerebros se colocaron sobre una caja de Petri a 

temperatura ambiente con 100 µl de agua estéril; se obtuvieron varios cortes 

coronales de 0.5 a 1 mm de grosor del hipotálamo 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 contenía hielo seco pulverizado, lo 

que permitió mantener el tejido congelado. Cada núcleo de interés se extrajo 

empleando microsacabocados con distintos diámetros interiores. Los tejidos de los 

núcleos hipotalámicos se guardaron en tubos para microcentrífuga de 1.5 y 2 ml 

para su posterior procesamiento. Disectamos: el núcleo paraventricular, el 

hipotálamo anterior, el hipotálamo lateral, el hipotálamo posterior así como el área 

preóptica (ver diagrama en anexo 1).  

 

 

10.3.- Purificación y cuantificación del RNA total de el hipotálamo anterior, 

posterior, lateral y el núcleo paraventricular. 

Durante todo el proceso de purificación 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 plástico utilizado fue nuevo y estéril. Todo el 

material que no pudo ser horneado se descontaminó con RNAse ZAP (Ambion), 

posteriormente se lavó con agua desionizada grado Milli Q, se secó y se esterilizó.  

El agua empleada en todo el proceso y la preparación de soluciones fue 

desionizada grado milli Q filtrada por 0.2 µm y tratada con dietil pirocarbonato 

0.1% con agitación toda la noche y esterilizada dos veces para eliminar el dietil 

pirocarbonato. El vástago del sonicador se lavó con RNAse Zap, después con 
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agua libre de RNAsa, etanol absoluto y nuevamente con agua libre de RNAsas. 

Adicionalmente el vástago se lavó con agua libre de RNAsas entre la sonicación 

de una muestra y la siguiente.  

Para la extracción de RNA total se utilizó el método de tiocianato de 

guanidina, modificado de Chomczynski y Sacky, 1987. Se purificó el RNAm del 

NPV, HL, HP, HA y AP. Estos núcleos fueron homogenizados y sonicados con 

200µl de una solución que rompe la membrana celular, desnaturaliza las proteínas 

e inactiva a las RNAsas; esta se denomina solución D (Tiocinato de guanidina 4M, 

citrato sódico 25 mM pH 7.0, N-laurilsarcosina 0.5%, 2-βmercaptoetanol 0.1M); se 

agregó 1/10 del volumen de acetato de sodio 2M pH 4.0 y se dejó reposar 10 

minutos en hielo; se adicionó 1 volumen de fenol saturado en agua libre de 

RNAsas y 1/2 del volumen de cloroformo:alcohol isoamílico (49:1), después de 

agregar cada una de las soluciones se mezcló perfectamente el homogenado 

empleando un agitador tipo vortex; con esta etapa se eliminaron las proteínas de 

la preparación. Para separar la fase orgánica 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 colocó en otro tubo y se agregó nuevamente 1 volumen de fenol y 

½ volumen de cloroformo:alcohol isoamílico; se obtuvo la fase acuosa y se le 

agregó 1 volumen de isopropanol. Los tubos se mantuvieron durante 3 horas a -

70°C; pasado este tiempo se recuperó el RNA total centrifugando a 14500 rpm 

(Jouan MR, rotor 60 mm de ∅) por 30 minutos. La pastilla se secó y se 

resuspendió en la mitad volumen inicial (125 µl) de solución D y se precipitó 

nuevamente con 1 volumen (125 µl) de isopropanol. Se mantuvó nuevamente 3 

horas a -70 °C. El RNA se recuperó por centrifugación como se describió 

anteriormente; la pastilla se lavó tres veces con etanol al 75% para eliminar las 

sales, se dejó secar al aire, se resuspendió en 20 µl de agua libre de RNAsas. Se 

calentó a 65 °C durante 5 minutos, se mezcló con vórtex y se dejó en hielo. De 

cada muestra tomamos 1.5 µl por duplicado para determinar la cantidad de RNA 

total obtenido. La concentración de RNA fue determinada por espectrofotometría a 

260 nm con la relación de 1OD= 40 µg/ml, determinándose también la 
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absorbancia a 230 y 280 nm y sólo fueron utilizadas las muestras con una relación 

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 µg 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 formaldehído 2.2 M. La muestra fue desnaturalizada por 

15 minutos a 65°C en formaldehído 2.2 M pH 7.0, fosfato de sodio 10 mM pH 7.0 y 

formamida al 50%. La calidad de la muestra se determinó por la relación de 

intensidad de las bandas de RNA ribosomales 28S y 16S.  

 

 

10.4.- Cuantificación de la presencia de los RNA mensajeros específicos (TRH, 

TRH-R1, TRH-R2, PPII) por PCR en diferentes regiones del hipotálamo. 

Para la cuantificación de la presencia de los RNA mensajeros específicos, 

realizamos una reacción de síntesis de cDNA con transcriptasa reversa utilizando 

1 µg de RNA total previamente desnaturalizado por 5 min a 65 °C, éste se incubó 

durante 2 horas a 37 °C con 100 unidades de transcriptasa reversa (RT, 

invitrogen), 6 µl buffer de transcripción 5X, 3 µl de DTT (ditiotreitol, inhibidor de 

RNAsas) (0.1 M), 1 µl de oligo dT (cebador con base timina) (0.5 µg/ml), 0.6 µl de 

dNTPs (desoxiribonucleótidos trifosfatados) 10mM; la mezcla de reacción se 

ajustó con agua libre de RNAsas en un volumen final de 30 µl. Al finalizar el 

tiempo de incubación se hicieron alícuotas de cDNA de diferente volumen 

dependiendo del RNA mensajero a ser cuantificado y la región hipotalámica, las 

alícuotas se mantuvieron en congelación a -20 °C. La determinación del nivel de 

RNAm específico en cada región se realizó mediante la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) de punto final (esta reacción es semicuantitativa). La mezcla de 

reacción se preparó con el cDNA correspondiente para cada gene en base a las 

pruebas que realizamos en el laboratorio (anexo 2, tabla 2), 5 µl de buffer 10X 

(Tris.HCl 75 mM  pH 9.0, KCl 50mM), 2.5 µl de MgCl2 10 mM, 1 µl de 

oligonucleótido sentido y antisentido (25 pmoles/µl) (anexo 2, tabla 1 de 
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secuencias), 1 µl de dNTPs (10mM) y 0.5 µl de enzima Taq polimerasa (5U/ml) 

ajustado con agua milli Q a un volumen final de 50 µl. También se cuantificó el 

RNA mensajero de ciclofilina como control interno; para la semicuantificación de 

éste RNAm se emplearon las mismas condiciones antes mencionadas excepto por 

la concentración de oligonucleótidos que fue ajustada a 50 pmoles de cada 

oligonucleótido. Los productos de PCR tanto de RNA mensajeros específicos 

como del control fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 2%; el 

gel se tiñó con bromuro de etidio (0.6 mg/ml); se cuantificó 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 específicos y la 

intensidad de la banda del DNA amplificado a partir del RNA mensajero de 

ciclofilina.  

 

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

La determinación de leptina en suero de rata se realizó con el ensayo de 

inmunoabsorción ligado a enzima (ELISA por sus siglas en ingles), con el estuche 

“Rat Leptin ELISA Kit” Cat 90040, Crystal Chem, INC. La determinación se realizó 

en placas de ELISA de 96 pozos que están 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 µl de la muestra o 5 µl de los estándares de la curva 

(0,0.2,0.4,0.8,1.6,3.2,6.4,12.8 ng/ml), se adicionaron 50 µl de anticuerpo anti-

leptina de ratón desarrollado en cuyo y se incubó por 16 a 20 horas a 4°C. 

Transcurrido el periodo de incubación, los pozos fueron lavados con la solución de 

lavado proporcionada por el Kit y se agregaron 100 µl de anticuerpo anti IgG de 

cuyo acoplado a peroxidasa de rábano (POD) y se incubó por 3 horas a 4°C. 

Posteriormente, se realizaron varios lavados con solución de lavado para eliminar 

el exceso de anticuerpo e inmediatamente después se  adicionaron 100 µl de la 

solución del sustrato (3,3´,5´,5´-tetrametilbencidina (TMB)) de la enzima y la 
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reacción de color fue desarrollada en la oscuridad por 30 minutos; transcurrido 

este tiempo la reacción se detuvo con 100 µl de ácido sulfúrico 1N. La 

concentración de leptina en las muestras se calculó usando la curva estándar y los 

valores de absorbancia (A450-A630). El coeficiente de variación intra e inter ensayo 

fue menor al 10% (por lo que se considera útil). Para cuantificar la absorbancia se 

empleó el lector de ELISA MultiscanFC, Thermo Scientific. 

 

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

En la determinación de insulina se empleó un kit ultrasensible (Cat 90060, 

Crystal Chem, INC). La determinación se realizó en placas de 96 pozos que están 

cubiertas con el anticuerpo anti-insulina. A cada pozo se le agregaron 95 µl de  

diluyente de la muestra proporcionado por el Kit, 5 µl de la muestra o de los 

estándares de insulina (0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 y 6.4 ng/ml para realizar la 

curva estándar). Se incubó por 2 horas a 4°C. Después se lava con solución de 

lavado (proporcionada por el Kit) para eliminar el exceso de hormona que no se 

pego al pozo, se adicionaron 100 µl de anticuerpo antiinsulina acoplado a POD; se 

incubó nuevamente por 30 minutos a temperatura ambiente (TºA). Para remover el 

exceso de anticuerpo se lavó varias veces y se agregaron 100 ul del sustrato de la 

enzima (3,3´,5´,5´-tetrametilbencidina (TMB)) y se incubó a TA en la oscuridad por 

40 minutos para desarrollar el color; transcurrido este tiempo la reacción se detuvo 

con 100 µl de ácido sulfúrico 1N y 30 minutos después se determinó 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 cálculo de la concentración de 

insulina en la muestra, se empleó 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 estándar revelada durante el ensayo. El coeficiente de 

variación intra e inter ensayo fue menor a 10%.  

 



	
   38	
  

10.7.- Cuantificación por radioinmunoensayo (RIA) de corticosterona (B), 

tirotropina (TSH), triiodotironina (T3) y tiroxina (T4) en suero. 

El radioinmunoensayo (RIA) se basa en una reacción antígeno (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 isótopo radiactivo, por unirse a un Ac específico. La descripción 

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

En cada uno de los ensayos se determinaron los siguientes parámetros: 

cuentas por minuto (cpm) totales (T), unión no especifica (en ausencia de primer 

anticuerpo; NSB) y unión en ausencia de la hormona fría (B0). Para la TSH, se 

preparó una curva estándar por triplicado que consistió en 5, 10, 25, 50, 100, 250, 

500, 1000, 2000 y 4000 pg de TSH estándar en 200 µl 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 estándar en estándar en 500 µl de amortiguador diluyente de 

esteroides (amortiguador de fosfatos10 mM + cloruro de sodio150 mM + gelatina 

0.1 %; pH 7.5). Para la T3 la curva consistió de 20, 50, 100, 200 y 600 ng/dl en 100 

µl de amortiguador de RIA para T3 (Kit Coat-A-Count T3 total de Diagnostic 

Products Corporation –DPC-); para T4 fueron 1, 4 10 16 y 24 ug/dl en 25 µl 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 añadir el anticuerpo, se incubaron a TA por 24 horas, después 

se adicionó la hormona marcada (125I-TSH) y se incubaron de nuevo a TA por 24 

horas más. Posteriormente, el complejo antígeno/anticuerpo se precipitó 

agregando 1ml de etanol absoluto frío más 100 µl de anticuerpo IgG al 2.5%, 100 

µl 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 añadir el anticuerpo, se adicionó la hormona marcada (corticosterona 

tritiada; B-H3) se incubaron de 36 a 48 horas a 4ºC. Pasado el tiempo de 

incubación se añadieron 200 µl de carbón dextrán y las muestras se centrifugaron 
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a 5000 rpm por 30 minutos. En las muestras de T3 se colocaron 100 µl de las 

muestras sin diluir; se agregaron 100 µl de la hormona marcada (125I-T3) y se 

agitaron; el tiempo de incubación fue de 2 horas a 37 ºC. Para la T4 se adicionaron 

25 µl de las muestras sin diluir; se agregaron 100 µl de la hormona marcada (125I-

T4) y se agitaron; se incubaron por 1 hora a 37 ºC. Las muestras de T3 y T4 se 

incuban a 37 ºC en baño de agua. Por último se aspiró el sobrenadante de TSH y 

corticosterona; para T3 y T4 los tubos sólo se decantaron. El complejo antígeno-

anticuerpo precipitado se cuantificó 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 β (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 transformación 

matemática a través de una regresión logit-log para calcular la concentración de 

hormona de cada una de las muestras. 

 

 

10.8.- Determinación de glucosa en suero por método Electroquímico. 

La determinación de la concentración de glucosa en suero se realizó 

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 enzimático 

YSI`s (membrana) que cataliza varias reacciones que producen peróxido de 

hidrógeno; está molécula es  electroquímicamente oxidada en el ánodo de platino 

de la sonda electroquímica la cual produce una señal eléctrica. La corriente 

resultante es proporcional a la concentración de glucosa en la muestra. Para 

detectar la glucosa, la enzima glucosa oxidasa oxida a la glucosa que viene en la 

muestra generando peróxido de hidrógeno y D-Glucona-δ-lactona como productos 

finales de la reacción. El rango lineal de la reacción es de 1 a 9.0 g/L de glucosa o 

dextrosa. El aparato analiza 10 µl de la muestra de suero.  
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11.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los datos se muestran como el promedio ± el error estándar (ESM); 

se analizaron mediante ANOVA multifactorial y se consideró significativa con una 

p<0.05. Para definir la diferencia significativa entre los grupos se empleó el 

método de comparaciones múltiples de Duncan. En el análisis de los datos de 

peso corporal y consumo de alimento por día se utilizó el análisis de varianza 

muestras repetidas (anova de dos vías) y para la comparación entre los diferentes 

tiempos la prueba de poshoc de Fisher. El programa estadístico empleado fue 

Super ANOVA ABACUS Concepts, 1984, Berkeley, CA.  

 

12.- RESULTADOS 

12.1. Determinación de la ganancia en peso corporal en animales controles y 

alimentados con dietas hipercalóricas.  

En los dos experimentos que analizamos (3 y 7 días), se registro el peso 

corporal de los animales alimentados con las distintas dietas: control (3.1 Kcal/g) e 

hipercalóricas (3.7 Kcal/g y 4.6 Kcal/g, alta en carbohidratos y grasa 

respectivamente) cada tercer día. En el experimento de 7 días, se observó un 

aumento significativo en la ganancia en peso al tercer día de iniciado el consumo 

de alimento con mayor contenido de grasa al compararse con el grupo control; a 

partir del cuarto día se observó 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 mostró un patrón 

similar al grupo que consumió la dieta control (figura 7). 
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Fig. 7. Gráfica del patrón observado de la ganancia en peso (g) de las ratas alimentadas con dietas de 

diferente composición y contenido energético. Significancia estadística: * p<0.01 con respecto al grupo control; 

δ p<0.05 con respecto al grupo alto en carbohidratos. En los días 2 y 3  se analizaron 12 ratas por grupo y en 

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

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

alimento hipercalórico. 

Al incrementar el contenido de carbohidratos o grasa en el alimento se logró 

un aporte mayor de calorías. Si bien las dietas que utilizamos provienen de la 

misma compañía, tienen diferente textura, forma y color por lo que realizamos 

mediciones que nos permitieran conocer si existía 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 alteró el consumo total de agua (panel inferior derecho). En el panel de la 

izquierda se muestra el consumo calórico (Kcal) observado a los días 2, 4 y 6 con 

las diferentes dietas. El grupo alimentado con dieta alta en grasa tuvo un mayor 

aporte calórico con respecto a los otros dos grupos, esto debido a que la dieta 

contiene un mayor contenido energético/g. Además, se observó que la dieta rica 

en carbohidratos, incrementó 31% y 25% (p<0.01) el consumo calórico al 

compararse con la dieta control durante dos y cuatro días respectivamente, no 
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obstante el consumo de calorías al día 6 es igual que el grupo con la dieta control. 

En el panel superior derecho se observa que el consumo total de kilocalorías 

aumentó significativamente sólo al consumir la dieta alta en grasa, este cambio se 

observa al compararse con las otras dos dietas en el experimento de 7 días, sin 

embargo a los 3 días de consumo de alimento alto en grasa solo se observó 

cambio significativo sólo al compararse con la dieta control. 
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Fig. 8. Consumo de alimento, calorías y agua por un periodo de 3 y 7 días en ratas alimentadas con dietas 

hipercalóricas. En la gráfica de la izquierda se muestran las calorías ingeridas tanto de la dieta control como 

hipercalóricas. En la figura de la derecha (panel superior) los histogramas representan las calorías totales 

consumidas por 3 o 7 días. En los paneles derechos medio e inferior las barras corresponden al consumo total 

de alimento y agua por  3 ó 7 días. Los valores están expresados como el promedio ± el error estándar de la 

media (ESM). Significancia estadística: δ p<0.05 y # p<0.01 con respecto al grupo que consumió alimento de 

3.7 Kcal/g; ** p<0.01 y * p<0.05 con respecto al grupo control. El número 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 presentó un aumento rápido (3 días) 

al consumo de dieta alta en grasa con respecto a los otros dos grupos, 

determinándose un aumento de 31% (p<0.05) y 29% con respecto a los grupos 

control y alto en carbohidratos; esto no se observó en la grasa blanca 

retroperitoneal, la cual no se modificó significativamente en ninguno de los grupos 

experimentales. El peso de la grasa blanca escapular (grasa subcutánea) mostró 

después de 7 días 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 incrementó tanto en los grupos que ingirieron dieta alta en grasa o en 

carbohidratos a los 3 y 7 días 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 días; 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 días de consumo con respecto a la dieta control. 
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Fig. 9. Determinación 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 disectó 
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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 días las diferentes dietas. El 

número de ratas analizadas fue de 6 por grupo. Significancia estadísticas: δ p<0.05 con respecto al grupo que 

consumió 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 

relación glucosa/insulina, la leptina, la relación leptina/insulina, la corticosterona y 

los pesos de glándulas adrenales. 

a) Concentración de glucosa e insulina y relación glucosa/insulina en suero. 

El consumo de las dietas hipercalóricas durante 3 días no modificó la 

concentración de glucosa, mientras que a los 7 días de la ingestión de dieta alta 

en grasa aumentó la concentración por 9% (p<0.05) con respecto al grupo control 

(panel A). De acuerdo a lo reportado, la concentración de insulina en suero se 

incrementó rápidamente en respuesta a un mayor consumo calórico desde los 3 

días. Determinamos que después de 3 días de consumo la insulina aumentó 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 días observamos 43% de aumento con la dieta 

de 3.7 Kcal/g 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 relación de la concentración de 

glucosa e insulina, y de acuerdo a lo esperado la relación es significativamente 

menor en los grupos que fueron alimentados con dietas hipercalóricas a los 3 y 7 

días (figura 10). 
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Fig.10. Influencia de la dieta hipercalórica sobre el nivel circulante de glucosa (panel A) e insulina (panel B), y 

la relación glucosa/insulina (panel C). La glucosa fue determinada por un método electroquímico 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 estadística: *p<0.05. **p<0.01 con respecto al grupo 

control. 

b) Cuantificación de leptina circulante y relación leptina/insulina en suero. 

En los animales que consumieron dieta rica en carbohidratos o en grasa, 

encontramos que aumentaron rápidamente los niveles de leptina en suero a los 

tres días 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 días sólo en el grupo 

que fue alimentado con dieta alta en grasa (panel A). En el panel B se gráfico la 

relación de las concentraciones de la leptina e insulina en el suero, donde se 

observa que a los tres días de consumo de las dietas hay una relación 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 

días la diferencia en la relación (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 relación de la concentración de leptina e insulina (panel B). La leptina en suero se cuantificó 

utilizando un kit de ELISA, Los histogramas representan el promedio ± ESM. En cada grupo experimental se 

analizaron 6 muestras. Significancia estadística,** p≤0.01, * p<0.05 con respecto al grupo control; δ 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 glándulas adrenales y cuantificación de la corticosterona sérica. 

El consumo de dietas hipercalóricas no modificó el peso de las glándulas 

adrenales en los tiempos cortos de nuestro experimento (tres o siete días). En la 

concentración de corticosterona en suero no observamos modificaciones 

significativas por la ingestión de las dietas hipercalóricas comparadas con la dieta 

control; se observa un patrón 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 glándulas adrenales y la concentración de 

corticosterona en suero. Las glándulas adrenales (panel izquierdo) fueron disectadas 

inmediatamente después del sacrificio y pesadas en una balanza granataria; la concentración 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 hipercalóricas sobre las concentraciones séricas de 

hormonas del eje tiroideo: TSH, T3 y T4. 

La TSH circulante no mostró diferencias significativas entre el grupo control y los 

grupos que consumieron las dietas hipercalóricas, si bien se observan 

concentraciones bajas en esas dietas a los siete días de ingestión. Respecto a la 

concentración de T3 y T4 en suero tampoco se encontraron diferencias con el 

consumo de las diferentes dietas a los 3 ó 7 días de experimentación (figura 13). 

 

 

 

 



	
   48	
  

0"

20"

40"

60"

80"

100"

120"

3" 7"
ng
/m

l"
Días"

T4"

0"

0.5"

1"

1.5"

2"

2.5"

3"

3" 7"

ng
/m

l"

Días"

TSH"

A)" B)"

C)"
0"

0.5"

1"

1.5"

2"

2.5"

3"

3" 7"

"n
g/
m
l"

T3"

3.1"Kcal/g" 3.7Kcal/g" 4.6Kcal/g"

 

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 así 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 núcleos del hipotálamo: 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 expresión del RNA mensajero de la TRH en el NPV respondió rápidamente al 

efecto de las dietas, incrementando significativamente 19% después de tres días 

de iniciada la ingestión 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 días ya que no observamos diferencias 

significativas en el RNAm de TRH en respuesta al consumo de ningún alimento 

hipercalórico. En el área preóptica también se observaron cambios significativos, a 

diferencia de lo observado en el NPV, el RNAm de TRH disminuyó 38% (p<0.05) y 
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35% (p<0.05)  en el grupo de animales que consumió dieta rica en carbohidratos y 

baja en grasa por 3 días, con respecto a los grupos que consumieron alimento 

control y rico en grasa respectivamente. El efecto opuesto se observó a los 7 días, 

observándose un incremento de 17% (p<0.05) y 24% con respecto a los grupos 

mantenidos con dieta control o rica en grasa. En el hipotálamo anterior solo 

observamos un aumento en el RNAm de TRH al séptimo día en respuesta al 

consumo de alimento rico en carbohidratos, comparado con el control y rico en  

grasa, similar a lo sucedido en el área preóptica. Por otro lado, en el hipotálamo 

lateral los niveles de RNAm de TRH disminuyeron significativamente al día 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 alimentación rica en carbohidratos 

respectivamente; además en este grupo se incrementó el nivel de RNAm de TRH 

con respecto al grupo control por 23% (p<0.01) después de siete días de ingestión 

del mismo. En el hipotálamo posterior no se observó ningún 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 núcleos hipotalámicos. 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 teñidas con bromuro de etidio. En 

cada grupo se analizaron de 4-6 muestras. Significancia estadística: * p<0.05 con respecto al grupo control; δ 
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 

hipotalámico. En el NPV no encontramos ningún efecto del tipo de alimento que 

consumieron los animales en los grupos de 3 y 7 días. En el hipotálamo lateral 

sólo observamos un aumento significativo de 33 y 40% (p<0.01) en los animales 

que consumieron la dieta hipercalórica rica en grasa por siete días con respecto al 

grupo que consumió la dieta control o rica en carbohidratos. En el hipotálamo 

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 ±ESM 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 teñidas con bromuro de etidio. En cada grupo se 

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

12.6.3. Cambios en el nivel del RNAm 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 núcleos lateral y posterior sí se logró cuantificar el 
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RNAm del receptor de TRH-R2 en todos los grupos experimentales a 3 y 7 días. 

Sin embargo, no encontramos cambios significativos en los animales que 

consumieron dietas hipercalóricas 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 ±ESM 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 teñidas con bromuro de etidio. En cada grupo se 

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

 

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

En lo que respecta a la cuantificación del RNAm de la piruglutamil peptidasa II, 

conseguimos semi-cuantificar el RNAm en el NPV, HL y HP. En el NPV, se 

encontró un incremento significativo en el nivel de RNAm hasta los siete días de 

ingestión 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 hipotálamo lateral, el 

nivel de RNAm de la PPII disminuyó significativamente en los animales con la 

dieta alta en grasa (3 días) en comparación con las ratas con el alimento control o 
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rico en carbohidratos, mientras que a los 7 días el nivel de RNAm de la PPII 

aumentó 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 

incrementó 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 PPII en el NPV, HL, HP. Los RNAm de PPII y 

ciclofilina fueron cuantificados por RT-PCR punto final. Los histogramas representan el promedio ±ESM del 

cociente de la densidad de la banda de DNA amplificada para el RNAm de PPII y la banda del RNAm de 

ciclofilina ambas sometidas a electroforesis en gel y teñidas con bromuro de etidio. En cada grupo se 

analizaron  de 4-6 muestras. Significancia estadística:  * p<0.05 con respecto al grupo control; δ 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.- DISCUSIÓN 

En este trabajo, elegimos dos dietas comerciales (Harlan) con ligeros incrementos 

en el aporte calórico y diferente concentración de grasa y carbohidratos con 

respecto a la dieta que las ratas consumían desde el nacimiento. Esto se hizo para 

semejar una dieta tipo cafetería 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 fácilmente su 

consumo calórico (Lutz y Woods 2012; Rothwell y Stock, 1981) no les dimos la 

opción de elegir entre una dieta normal o una dieta con mayor cantidad de calorías, 

esto para forzarlas a incrementar su peso corporal, utilizando este parámetro 

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 

modificó 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 calórico comparada con la dieta control, el 

consumo calórico total por rata se incrementó, lo cual se vió reflejado en mayor 

ganancia de peso corporal, encontrando diferencias significativas al cuarto día de 

consumo de la dieta rica en grasa con respecto a las dietas de menor aporte 

calórico. A pesar de que en las ratas que consumieron la dieta rica en 

carbohidratos (3.7 Kcal/g) se incrementó ligeramente el consumo calórico, no se 

afectó la ganancia en el peso corporal, posiblemente porque la diferencia en 

aporte calórico total es sólo de 600 calorías/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 días, donde se muestra que 

si bien la ingesta calórica incrementa 50% más en ratas alimentadas con dietas 

tipo “cafetería” 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, además 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 inhibición 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 más 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 calorías y no por la cantidad de alimento. 

Observamos efectos diferenciales sobre los tipos de grasa corporal que 

analizamos posterior al consumo de dietas hipercalóricas. Encontramos que la 

grasa parda escapular incrementó rápidamente en los animales que ingirieron las 

dos dietas hipercalóricas, lo que sugiere que este tipo de grasa esta acumulando 

el exceso de calorías en forma de triglicéridos aumentando la lipogénesis. 

Cambios rápidos en el tejido adiposo café (BAT, por sus siglas en inglés), por 

ejemplo activando proteínas involucradas en la termogénesis, son consistentes 

con el hecho de que este tejido tiene una actividad muy dinámica que contribuye a 

contrarrestar la obesidad (Himms, 1990; Yoshioka et al., 1992; Frühbeck et al., 

2009). El tejido adiposo café es el principal regulador de la termogénesis, 

transformando la energía almacenada en calor. Se ha demostrado que tanto la 

ingestión de alimento como la exposición al frío incrementan la producción de 

calor por el tejido adiposo pardo, lo que aumenta la temperatura corporal así como 

la temperatura intra-tejido adiposo café de ratas obesas (Bjørndal et al., 2011;	
  

Silva, 2006). El incremento en la generación de calor ocurre a través de la 

expresión de la proteína desacopladora UCP1 (localizada en la membrana 

mitocondrial interna) donde desacopla el flujo de electrones de la fosforilación 

oxidativa produciendo calor en vez de ATP, aumentando el consumo de oxígeno y 

promoviendo el gasto energético mediante la lipólisis  de ácidos 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 metabólicas escenciales como absorción de 

nutrientes y la respiración celular. En la segunda, el índice metabólico incrementa 

en respuesta a la exposición al frío o a una dieta hipercalórica produciendo calor. 
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La termogénesis facultativa esta activada por el sistema nervioso simpático, esto a 

su vez lleva a la producción de hormonas tiroideas y a la síntesis de ácidos 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 

hipercalórico inducen hipertrófia e hiperplasia del tejido pardo, incluyendo una 

disminución 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 

activación de la glucocinasa hépatica (enzima limitante en el primer paso de la 

glicólisis) vía el nervio vago, induce incremento en el tamaño de los adipocitos del 

tejido adiposo café, disminuye la expresión 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 calórico (Tsukita 

et al., 2012).  

El tejido adiposo blanco está relacionado con incremento del peso corporal 

debido a que el tamaño y el número de adipocitos incrementa en animales que 

desarrollan obesidad. También almacena el exceso de calorías de la dieta en 

forma de triglicéridos para su posterior liberación en condiciones de demanda 

energética, como el ayuno. Este tejido se divide principalmente en: grasa  

subcútanea y grasa intra-abdominal visceral. Se sabe que en individuos obesos 

con diabetes tipo 2, la grasa visceral es lipolíticamente más activa que la grasa 

subcútanea, ésta a su vez contribuye a incrementar los niveles de ácidos grasos 

libres en plasma que son almacenados en el adipocito en forma de triglicéridos y 

debido al exceso de lípidos se forman nuevos adipocitos. Este proceso, aunado a 

un escaso gasto energético produce obesidad, ya que el tejido sufre hipertrofia e 

hiperplasia. Se ha vistó que los dépositos epididimales incrementan en roedores 

alimentados con dietas tipo cafetería (Bjørndal et al., 2011; Rodriguez et al., 2004). 

De acuerdo con estos reportes, encontramos que sólo la grasa epididimal 

(visceral) incrementó rápidamente su peso en respuesta al consumo de dieta rica 

en grasa y el efecto fue transitorio, ya que solo se observó a los 3 días de 
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consumo. Por otro lado, la grasa blanca escapular (subcútanea) respondió más 

tarde que la grasa epididimal, ya que aumento sólo en respuesta a la dieta rica en 

grasa a los 7 días 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 

lipólisis, ya que las dietas de alto contenido graso pueden modular procesos 

metabólicos como composición y cantidad de ácidos grasos en el tejido adiposo 

(Fernández et al., 2007; 	
  Coenen, 2007). Otros autores han visto que dietas altas 

en grasa con elevados niveles de ácidos grasos saturados aumentan los niveles 

circulantes de lípidos, lo que provoca incrementos en los neuropéptidos 

orexigénicos (como orexinas), sugiriendo que el tipo de grasa en la dieta puede 

determinar el consumo de calorías (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 hipercalóricas por periodos cortos. Los niveles 

circulantes de leptina respondieron rápidamente, incrementándose desde los tres 

días 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 calórico 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 señal de saciedad. Entre las 

señales anorexigénicas que son activadas por leptina está la insulina, una 

hormona pancreática que incrementa en respuesta al consumo de alimento y 

estimula mecanismos de utilización de glucosa en los adipocitos y mecanismos de 

saciedad (Berthoud y Morrison, 2008). La leptina inhibe la secreción de insulina de 

las célulasβpancreáticas, mientras que la insulina estimula la producción de 

leptina en el adipocito. La interacción de estas hormonas tiene un papel importante 
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en la regulación del balance energético (Margetic et al., 2002; Seufert et al., 1999; 

Amitani et al., 2013). Como se mencionó anteriormente, ambas hormonas se 

incrementaron rápidamente en respuesta a un mayor consumo calórico, pero la 

relación leptina/insulina fue menor a los siete días de experimentación 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 

modificó 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 sólo se alteraron en el 

grupo que consumió dieta alta en grasa por 7 días; esto correlaciona con el 

incremento en el nivel de insulina, el cuál fue mayor en los grupos que 

consumieron dietas hipercalóricasl lo que probablemente contribuyó a mantener el 

nivel basal de glucosa en sangre ya que la relación glucosa/insulina fue menor en 

los animales que consumieron las dietas hipercalóricas con respecto al grupo 

control. La insulina respondió rápidamente a un mayor consumo de calorías; esta 

respuesta le permitió a los animales regular el nivel de glucosa en sangre, a pesar 

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

Los glucocorticoides son los principales reguladores del metabolismo de 

carbohidratos y lípidos, son también importantes en la homeostasis y en las 

respuestas a condiciones de estrés; pueden aumentar o disminuir la síntesis de 

proteínas (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 

alimentación, no se mantuvieron estresados ya que no detectamos cambios en el 

peso de las glándulas adrenales, como se ha reportado en modelos de estrés 

donde se observa un cambio de tamaño en éstas glándulas. Los niveles de 

corticosterona en suero no se alteraron significativamente. Sin embargo, no 

podemos descartar la participación 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 función del eje adrenal, el cual se 

activa en respuesta a estrés. La activación de este eje puede inducir incrementos 

en los niveles de corticosterona, con efectos hiperfágicos y antitermogénicos; se 

ha visto que niveles elevados de glucocorticoides están relacionados con el 

desarrollo de obesidad abdominal junto con el consumo de una dieta rica en grasa. 

Además animales con administración intracerebroventricular de glucocorticoides 

mostraron incrementos en la ingestión y peso corporal, mientras que otros 

estudios presentaron inhibición (Liu et al., 2011). Por otro lado, los ratones ob/ob 

presentan niveles elevados de corticosterona, mientras que la inyección de leptina 

reestablece los niveles séricos de glucocorticoides.  

No encontramos cambios significativos en la concentración de TSH, T3 y T4 

en los animales que consumieron dietas hipercalóricas. La TSH, hormona 

responsable de la liberación de las hormonas tiroideas, mostró disminución en los 

animales que consumieron dietas hipercalóricas. Sin embargo, dichos cambios no 

fueron significativos, por lo que consideramos que la actividad del eje tiroideo este 

adaptándose a la ingestión de dietas hipercalóricas, debido a la actividad que 

mostró 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 T3 juega un papel 

importante en esta acción al modular la actividad de la UCP 1 para producir calor, 

es posible que la T3 que participa en la producción de calor en respuesta a un 

mayor consumo calórico se obtenga de síntesis 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 hipercalóricas, 

mientras que el nivel de RNAm de la TRH en el NPV mostró incrementos rápidos 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 

exposición al frío incrementa el nivel de RNAm de la TRH del NPV en forma rápida 
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y transitoria. Se ha propuesto que la liberación de la TRH de la eminencia media 

contribuye a incrementar el nivel de hormonas tiroideas, que vía el sistema 

simpático, 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 disminución en la concentración de leptina en sangre (Lechan y Fekete, 2006; 

Fekete et al., 2000a,b). La restitución 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 calórico 

(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 días de consumo de dietas hipercalóricas no se 

observaron los mismos efectos, a pesar de que el nivel de leptina se mantiene aún 

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 hipercalóricas por más tiempo (1 o 

dos meses) está elevado en este núcleo (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 días, momento en el cual se activan mecanismos de saciedad que tienden 

disminuir la entrada de energía al organismo, parece que estas señales de 

saciedad compiten contra las que mantienen el balance energético positivo, por lo 

que la biosíntesis de TRH tiende a disminuir con respecto al grupo control. 

Finalmente cuando el organismo continua ingiriendo un exceso calórico es posible 

que la perdida de las señales 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 hipertensión en el animal (Burgueño et al., 2007). Debido 

a que las neuronas TRHérgicas del NPV son heterogéneas, es probable que sólo 

un subgrupo de neuronas TRHérgicas estén respondiendo al inicio del balance 

energético positivo. Sería importante definir sí estas forman parte del 10% de 

neuronas TRHérgicas que responden directamente a la leptina (Harris et al., 2001). 

Además, se ha visto que el nivel de RNAm de la TRH en el hipotálamo, 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 días de tratamiento y que también aumenta la  señalización y acción de leptina e 

insulina en el hipotálamo (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 

expresión del gen precursor de TRH vía STAT3 (Guo et al., 2004). Estos análisis 

mostraron que la señalización de leptina en el hipotálamo interacciona con la 

expresión de la TRH induciendo un incremento en el nivel de RNAm, lo que ayudó 

a reducir la ingestión de alimentos y aumentó el gasto energético. Se han 

propuesto dos vías de interacción entre la leptina y la TRH en el hipotálamo: una 

que involucra la acción directa de la leptina sobre sus receptores localizados en 

neuronas TRHérgicas aumentando la síntesis de la TRH y la vía indirecta donde la 

leptina actúa sobre neuronas POMC liberando α-MSH que a su vez estimula a la 

TRH (Nillni, 2010). Además del núcleo arcuato y el NPV, otras regiones 

hipotalámicas como el hipotálamo lateral, posterior y área preóptica, tienen 

neuronas blanco para la señalización de leptina lo que podría 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 días de consumo de dietas hipercalóricas, si bien un cambio en el 

peso del animal es sólo detectable con la dieta alta en grasa, son necesarios más 

experimentos que confirmen esta correlación.  
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La aplicación de la TRH en el ventrículo 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 región (o regiones) del sistema nervioso central que 

produce a la TRH implicada en esta función así como su región blanco, por lo que 

nos interesó buscar otros núcleos hipotalámicos que pudieran tener 

modificaciones en los elementos TRHérgicos respondiendo a mayor consumo 

calórico.  

En el hipotálamo lateral, encontramos que el RNAm de TRH sólo respondió 

al consumo de dieta alta en grasa; al igual a lo observado en el NPV, los cambios 

fueron rápidos pero en sentido opuesto a los que encontramos el NPV, con una 

disminución a los 3 días e incremento a los 7 días. Esta región se caracteriza por 

ser necesaria para expresar el hambre; la TRH se expresa en la región tuberal y 

recientemente se demostró que existe una población neural que produce 

preproTRH y responde a la señal de saciedad de la leptina, también se ha 

propuesto que la TRH podría inhibir la secreción de péptidos orexigénicos 

(Carbone et al., 2012). 

En el hipotálamo anterior y el área preóptica observamos que la dieta alta 

en carbohidratos modificó el nivel de RNA mensajero de la TRH, incrementándolo  

a los 7 días en ambas regiones y disminuyéndolo a los 3 días sólo en el área 

preóptica. En el hipotálamo anterior también existen proyecciones neuronales de 

TRH. Se ha encontrado que daños en esta región resultan en obesidad, pero que 

sí 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 demostró que el nivel de RNAm de la TRH 

se incrementa en una región que comprende el área preóptica y el hipotálamo 

anterior en ratas sometidas al frío, en forma similar a lo que ocurre en el NPV 

(Uribe et al., 1993). Además, en el área preóptica el nivel de RNAm de TRH así 

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 

hipertensión arterial, ya que tratamientos con oligonucleótidos antisentido contra el 

preproTRH en esta región del hipotálamo, revierten el efecto sobre la presión 

arterial inducido por la dieta (García et al., 1997; García y Pirola 2005; Landa et al., 

2007).  

No encontramos cambios en el nivel de RNAm de la TRH en el hipotálamo 

posterior en respuesta a cambios en la dieta. Esta región comprende el núcleo 

dorsomedial y el ventromedial. Ambos núcleos se han relacionado con el 

mantenimiento de la homeostasis energética; el núcleo ventromedial se ha 

denominado centro de la saciedad. Tanto en éste núcleo como en el núcleo 

dorsomedial se han encontrado inervaciones densas de neuronas TRHérgicas que 

ejercen efectos estimuladores sobre neuronas de éstos núcleos que 

probablemente también son neuronas sensibles a leptina (Wittmann et al., 2009). 

Nuestros datos no revelan sensibilidad de las neuronas TRHérgicas de esta región 

a la inducción de la obesidad, pero queda la posibilidad de que efectos opuestos 

en cada núcleo hayan generado una aparente ausencia de respuesta. 

En resumen, en varias zonas hipotalámicas analizadas encontramos que la 

biosíntesis de la TRH se modula en forma rápida y núcleo específico; además 

existe una respuesta diferencial al consumo de las diferentes dietas. Esto sugiere 

que muchos tipos de neuronas TRHérgicas del hipotálamo son sensibles a 

cambios en el balance energético. Es necesario analizar un número mayor de 

animales para poder hacer correlaciones que nos permitan sugerir que población 

TRHérgica esta involucrada con el cambio en el peso corporal, la termogénesis o 

sensando diferentes tipos de nutrientes.  

Además, encontramos que la ingestión de dietas tipo cafetería afectó de 

manera muy especifica el nivel de los RNA mensajeros de los receptores TRH-R1 

y R2 en los núcleos donde logramos la semicuantificación, con un patrón diferente 

a lo observado con el nivel de RNAm de la TRH. Sólo se observó un incremento 

significativo en el mensajero de TRH-R1 en el HL del grupo que consumió dieta 

rica en grasa durante 7 días. Debido al poco material con el que contábamos, no 
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fue posible analizar todos los núcleos, por lo cual es necesario realizar 

nuevamente la cuantificación para completar el análisis. Experimentos realizados 

en hámster demuestran que el patrón de distribución del RNAm de el TRH-R1 es 

similar a la distribución hipotalámica observada en ratas, con la mayor densidad  

del RNAm del receptor en el hipotálamo lateral, seguida del NPV, área preóptica y 

el núcleo dorsomedial (Ebling et al., 2008). Estos datos confirman que la 

separación del análisis por núcleos del hipotálamo posterior será 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 hipotálamo (Ebling et al., 2008). El incremento en la expresión 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 región y por lo tanto una capacidad aumentada de 

responder a la TRH. En esta región los receptores de la TRH están 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 

queda 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 

cambió diferencial y significativamente en respuesta a las dietas hipercalóricas y 

en tiempos distintos. Por un lado, en el hipotálamo lateral y posterior observamos 

incrementos significativos en el grupo con dieta rica en carbohidratos después de 

7 días de consumo, mientras que en el NPV el efecto ocurrió en el grupo con dieta 

rica en grasa. Además, se observó que en el hipotálamo lateral el nivel de RNAm 

de la PPII disminuyó transitoriamente al consumir la dieta rica en grasa por tres 

días. Estos cambios en la expresión de la PPII deberían traducirse en cambios en 

la actividad enzimática, por lo que se sugiere que la vida media de la TRH en el 

medio extracelular se verá alterada y por lo tanto la duración 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 participación de este elemento de la vía 
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TRHérgica en el control del peso corporal, quedando por definir como responden 

estos ratones al exponerlos a dietas hipercalóricas.  

Estos resultados sobre la expresión de los receptores y la PPII junto con el 

análisis del mensajero de la TRH, sugieren que varios sistemas TRHérgicos del 

hipotálamo responden rápidamente y de forma núcleo específica en condiciones 

de alteración a la alta del balance energético. En particular, en respuesta a 7 días 

con dieta alta en grasa en el hipotálamo lateral, el incremento de la expresión de la 

TRH pudiera generar localmente un incremento de su secreción coordinado con 

un incremento de la cantidad de receptor y de la actividad de la PPII, lo que 

debería producir una potente señal TRHérgica, posiblemente anorexigénica. 

Podemos sugerir además, que el sistema TRHérgico del NPV responde al 

incremento en el consumo calórico independientemente de qué nutriente lo 

proporcione, mientras que el hipotálamo lateral sólo 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, lo que implica 

que otras moléculas relacionadas con el nivel de insulina o glucosa pueden estar 

modulando la biosíntesis de la TRH en el NPV. 

Obtuvimos datos preliminares que sugieren que las neuronas TRHérgicas 

hipotalámicas responden rápidamente y diferencialmente al balance energético 

positivo. Será necesario realizar más experimentos incrementando el número de 

animales, lo que nos permitirá realizar correlaciones e inferir qué tipos de 

neuronas TRHérgicas están respondiendo a cambios en los nutrientes de la dieta. 

Por otro lado, es interesante observar que los blancos hipotalámicos de la TRH 

también responden aunque en forma discreta, sugiriendo que la TRH tiene efecto 

sobre neuronas hipotalámicas en condiciones de alteración del balance energético 

en forma independiente de la activación 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 biosíntesis del RNAm de TRH en el NPV, se regula positivamente en forma 

rápida y transitoria en respuesta al consumo de dietas hipercalóricas.  

3.- El consumo de dietas hipercalóricas por tiempos cortos, no modifica los niveles 

circulantes de TSH, T3 y T4. 

4.- Varios parámetros que definen la intensidad de la comunicación TRHérgica son 

alterados rápidamente y de forma tejido especifica en distintas zonas 

hipotalámicas, en respuesta a la ingestión de dietas ricas en carbohidratos o grasa 

5.- Se sugiere que varios tipos de neuronas de TRH participan en los circuitos 

hipotalámicos que responden a cambios en el balance energético. 

 

15.- PERSPECTIVAS 

1.- Realizar una repetición de los experimentos en las mismas condiciones que 

nos permitan identificar cambios en el sistema TRHérgico así 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 hipotalámicas que se modifiquen en respuesta a esta 

condición. 

3.- Definir que tipo de neuronas TRHérgicas responden a la inducción de la 

obesidad mediante la técnica de hibridación 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. 

Área preóptica Hipotálamo anterior 

Hipotálamo 
 lateral 

Núcleo  
paraventricular 

Hipotálamo  
lateral 

Hipotálamo 
posterior 

Hipotálamo  
lateral 

 

 

Anexo 1. Diagrama de disecciones. Se muestran imágenes representativas de las 
posiciones de los sacabocados utilizados para la disección de las zonas hipotalámicas. 
Los cortes corresponden a los siguientes bregmas de acuerdo al núcleo 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 oligonucleótidos estudiados y control. 

Gen Secuencia sentido Secuencia antisentido 

TRH 

Lechan et 
al.,1986b 

(5´-3´): 
GGACCTTGGTTGCTGTCGACTCTGGCTTTG 

(5´-3´): 
ATGACTCCTGCTCAGGTCATCTAGAAGCT 

TRH-R1 

De la 
Peña 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 oligonucleótidos que fueron sintetizados en la unidad de 
síntesis de oligonucleótidos del Instituto de Biotecnología, UNAM. 
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2.1) Tabla de los volúmenes de cDNA utilizados para la PCR así como número de 
ciclos de PCR y Tma para cada región hipotalámica. 

Región 
 
 
 

cDNA 

HA HL HP NPV AP 

ul ciclos Tma ul ciclos Tma ul ciclos Tma ul ciclos Tma ul ciclos Tma 

TRH 3 25 64 3 26 64 3 25 64 3 24 64 2 25 64 

TRH-
R1 

__ __ __ 3 31 69 3 31 69 3 30 69 __ __ __ 

TRH-
R2 

__ __ __ 3 33 69 5 32 69 3 33 69 __ __ __ 

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. Volúmenes de cDNA, números de ciclos de PCR y Temperatura de 
apareamiento (TMa). Para la determinación de los RNA mensajeros específicos, se 
realizó la reacción de síntesis de cDNA con transcriptasa reversa (RT), el cual se utilizó 
en las PCR de punto final. Para este procedimiento, realizamos varias pruebas para 
identificar los volúmenes (ul) de cDNA requeridos para una PCR exitosa para cada región. 
Se muestran los ciclos de amplificación y la Tma específicos de acuerdo al gen y a la 
región hipotalámica. 
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3) Tabla complementaría de la técnica de radioinmunoensayo (RIA) para la 
corticosterona (B), TSH, T3 y T4. 

 

RIA CPM 
totales 

NSB	
  
unión	
  no	
  
especifica	
  

B0	
   Muestras	
   Amortiguador	
  
para	
  RIA	
  

Corticosterona 
(B)  

100µl B-H3 
(10,000 cpm) 

100µl B-H3   

600µl buffer 
RIA 

100µl B-H3 
500µl buffer 
RIA 
100µl 
anticuerpo 
anti-B 
(1:1,200) 
 

500µl suero 
(1:500) 
desnaturalizado 
a 98° por 10min 
100µl B-H I3 
100µl anticuerpo 
anti-B 
(1:1,200) 
 
 

10mM PO4 
pH 7.5 
150nM NaCl 
0.1% Gelatina de 
piel de becerro 

TSH 100µl TSH-I 
125 
(10,000 cpm) 

100µl TSH-I125  

300µl buffer 
RIA 

100µl TSH -I125 
200µl buffer 
RIA 
100µl 
anticuerpo 
anti-TSH 
(1:375,000) 
 

50µl  suero 
100µl TSH -I125 
100µl anticuerpo 
anti-TSH 
(1:375,000) 
50µl buffer RIA 
 
 

 

50mM PO4 
pH 7.5 
150nM NaCl 
1% BSA 
50mM EDTA 

T3 1,000µl T3-I 
125 
(10,000 cpm) 

1,000µl T3-I125  

100µl buffer 
RIA 

1,000µl T3 -I125 
100µl buffer 
RIA 
Tubos con Ac 

100µl  suero 
100µl T3 -I125 
Tubos con Ac 

 

Buffer de suero 
humano 

T4 1,000µl T4-I 
125 

(10, 000 cpm) 
 

1,000µl T4-I125  

100µl buffer 
RIA 

1,000µl T4 -I125 
100µl buffer 
RIA 
Tubos con Ac 

25µl  suero 
100µl T4 -I125 
Tubos con Ac 

 

Buffer de suero 
humano 

 

Anexo 3. Tabla 2. Tabla complementaría de la técnica de radioinmunoensayo. La técnica 
de radioinmunoensayo se realizó para la corticosterona (B), TSH, T3 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 descripción del blanco de 
calibrado (NSB o unión no especifica para cada hormona) así como las especificaciones 
para el tratamiento de cada muestra y su respectivo amortiguador. 
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