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Yo sé que es difícil 

hallar entre las tumbas un lugar para la risa. 

Yo mismo, a veces, caigo, 

y el viento 

levanta mi cara como una alfombra rota, 

pero aun en las celdas, 

bajo la lluvia, 

yo no perdí la fe. 

 

Amigos, 

aunque os golpeen, 

jamás perdáis la fe; 

aunque vengan días sucios, 

jamás perdáis la fe, 

aunque yo mismo os ruegue de rodillas, 

no me creáis, 

amad la vida, 

¡guardad rocío 

para que las flores 

no padezcan las noches canallas que vendrán! 

Manuel Scorza 
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“La humanidad siempre está a prueba. El conflicto y la guerra son el crisol a través 
del cual evolucionamos. Cada batalla, nos hace más fuertes. Aquellos que caigan 
serán olvidados. Aquellos que se levanten, sus nombres serán recordados por 
siempre.” 
Akande Ogundimu (Doomfist) 
  
“...Nunca te conté de mi remordimiento por haber matado a tantos para protegernos 
a todos. Pero siempre hice lo que tenía que hacer. Hasta que un día, no pude 
arrebatar una vida. Dudé y todo cambió. La gente que debí haber protegido, murió. 
Y ahí quedé yo, gravemente herida. El mundo pensó que había muerto, yo creí que 
así era mejor. He perdido tanto en mi vida. Me he despedido de tantos amigos. He 
visto como entierran a los que más he amado. Pero... Pese a todo lo que he perdido, 
sé que aún hay quienes deben ser protegidos. Así que no puedo dejar de luchar. 
Todavía no. No, mientras haya alguien que aún me espere. No, mientras haya 
alguien que aún me necesite...” 
Ana Amari 
  
“¿Opciones? ¡¡Qué sabes tú de opciones!! 30 millones de niños huérfanos, yo era 
uno de ellos. La guerra ómnica nos dejó sin opciones. Para sobrevivir se hacía lo 
necesario. Robar o pasar hambre. Matar o morir. Ayudabas a tus amigos y atacabas 
al que se cruzara en tu camino. Si ansiabas sobreponerte a tus circunstancias, 
cuando alguien te ofrecía ayuda, aunque fuera el diablo, la aceptabas. No era muy 
complicado, al menos eso me decía a mí mismo. La verdad es que, tenía muchas 
opciones y decisiones. Pero cuando te crees un hombre rudo, es difícil admitir que 
no eres valiente. Es aún más difícil cuando entiendes que ganarse la vida, no es 
suficiente. Debes marcar la diferencia. Voy a luchar por un mundo mejor. Para 
algunos eso significa un vendaje, para otros una bala. Hoy tú eliges.” 
Jean-Baptiste Augustin 
  
“Si tienes la información, tienes todas las cartas. Todo se puede hackear, hasta las 
personas. La información es poder.” 
Sombra (Olivia Colomar) 
  
“Vivimos atormentados por los misterios de la creación. La ciencia puede revelar los 
secretos detrás de esas preguntas. Lo que aprendamos, podría darnos acceso al 
verdadero potencial de la humanidad [...] ¿Y con este nuevo conocimiento, qué 
nuevo mundo podríamos construir?” 
Moira O'Deorain 
 
“Vive con honor, muere con gloria” 
Balderich von Adler 
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0. Resumen 
 

El balance energético de un animal es el resultado de la ingesta de alimentos, la 

excreción y el gasto calórico. En respuesta a señales que indican estados alterados 

de dicho balance, o que anticipan necesidades, circuitos del sistema nervioso 

central emiten señales que controlan comportamientos y salidas endócrinas y 

autonómicas. Algunos de estos circuitos centrales generan señales orexigénicas, 

otros generan señales anorexigénicas. Una de esas señales es la hormona 

liberadora de tirotropina (TRH), la cual es sintetizada en distintos núcleos del 

hipotálamo. Se sabe que, si se inyecta TRH de forma intracerebroventricular o 

intrahipotalámica en ratas, el consumo de alimento disminuye dependiendo de la 

dosis administrada; lo cual indica que la TRH puede tener una función 

anorexigénica. Sin embargo, no se sabe cuáles son las neuronas TRHérgicas que 

transmiten información anorexigenica. Empero, en ratas se ha mostrado que las 

neuronas TRHérgicas del núcleo dorsomedial (DMN) son inhibidas durante un 

ayuno, por lo que este núcleo pudiera albergar neuronas TRHérgicas que censan 

información metabólica y la transmiten a neuronas del hipotálamo lateral que 

controlan la ingesta. Debido a que los ratones permiten mayores herramientas para 

manipular las neuronas que las ratas, en esta tesis se analizó el estado funcional 

de las neuronas del DMN en ratones adultos sometidos a ayuno y reingesta, como 

un paso preliminar a un estudio más profundo de estas neuronas. Se trabajó con 3 

grupos de animales, de los cuales a) el grupo control siempre tuvo acceso a comida 

y agua ad libitum, b) el grupo ayunado tuvo acceso a agua ad libitum pero pasó por 

un periodo de ayuno de 1 día (10:00 am – 10:00am) y c) el grupo con reingesta pasó 

por un periodo de ayuno y posteriormente tuvo acceso libre a la comida por 3 h. Se 

fijaron los tejidos por perfusión in vivo, se extrajeron los cerebros de los animales y 

se rebanaron. En rebanadas coronales que incluían el DMN, se realizaron 

hibridaciones in situ contra el mensajero de Trh e inmunohistoquímicas para c-Fos, 

el cual es un marcador de actividad celular. A través de microscopía óptica, se hizo 

un conteo del número de células positivas para el ARN de Trh, para c-Fos o para 

ambos. El análisis estadístico mostró que no hubo cambios significativos entre 
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animales alimentados ad libitum y animales ayunados; en cambio, se detectó un 

incremento significativo del número de células c-Fos positivas, ARNm Trh positivas 

y doble marcadas en el grupo de reingesta en comparación con el grupo ayunado. 

Con base en lo encontrado en este trabajo y en lo reportado en la literatura, se 

concluye que muy probablemente la población de neuronas TRHérgicas del DMN 

de ratones adultos machos es sensible a información metabólica. Es posible que 

estas neuronas generen una señal anorexigénica durante la reingesta, y que 

contribuyan a generar saciedad. Sin embargo, los datos apuntan a diferencias entre 

ratas y ratones que tendrán que ser tomadas en cuenta para futuros análisis. 
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Abreviaciones 

 3V = Tercer ventrículo 

 AGRP = Proteína relacionada 

a Agouti  

 AH = Hipotálamo anterior 

 AM = Amígdala 

 Aprox. = Aproximadamente 

 ARC = Núcleo arcuato 

hipotalámico 

 BAT = Tejido pardo adiposo 

 BDNF = Factor neurotrófico del 

cerebro 

 BNST = Núcleo del lecho de la 

estría terminal 

 CART = Transcrito regulado 

por Cocaína y Anfetamina 

 CC = Cuerpo Calloso 

 CCK1 = Colecistoquinina 1 

 CCX = Corteza cerebral 

 CRH = Hormona liberadora de 

corticotropina 

 D.O. = Densidad óptica 

 DAB = 3,3-Diaminobencidina 

 DMN = Núcleo dorsomedial 

hipotalámico 

 DNA = Ácido 

desoxirribonucleico = ADN 

 FAA = Actividad anticipatoria a 

la ingesta 

 FX = Fórnix 

 GABA = Ácido γ aminobutírico 

 GLP-1 = Péptido 1 Similar al 

Glucagón 

 HI = Hipocampo 

 LH= Hipotálamo lateral 

 HPA = Hipotálamo-Pituitaria-

Adrenal 

 HPT = Hipotálamo-Pituitaria-

Tiroides 

 I.c.v. = Intracerebroventricular 

 IHC = Inmunohistoquímica 

 ISH = Hibridación in situ 

 KO = “Knockout” = nulo para 

un gen 

 LB = Medio Luria-Bertani 

 LHA = Área Lateral del 

Hipotálamo 

 MCH = Hormona 

concentradora de la melanina 

 ME = Eminencia Media 

 Min = minutos 

 MPA = Área Media Preóptica 

 NAc = Núcleo Accumbens 

 NPY = Neuropéptido Y 

 OC = Quiásma Óptico 

 ON = “Overnight” = Toda la 

noche 
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 ORX = Orexina 

 PFA = Área Perifornical 

 PO = Núcleo preóptico 

hipotalámico 

 POA = Área Preóptica 

Hipotalámica 

 POMC = Pro-opio 

Melanocortina 

 PVN = Núcleo paraventricular 

hipotalámico 

 PYY = Péptido YY 

 RFRP = péptido de la familia 

Arg-Phe-amida 

 RNA = Ácido Ribonucleico = 

ARN 

 SE = Septum 

 TA = Temperatura ambiente 

 TH = Tálamo 

 TRH = Hormona liberadora de 

tirotropina 

 TRH-R1 = Receptor 1 de TRH 

 TRH-R2 = Receptor 2 de TRH 

 TrKB = “Tropomyosin receptor 

kinase B” = Receptor de BDNF 

 TSH = Hormona estimulante 

de la tiroides 

 UCN3 = Urocortina 3 

 UCP1 = Proteína 

desacopladora de la cadena 

respiratoria 1 

 VMN = Núcleo Ventromedial 

hipotalámico 

 α-MSH = Hormona 

estimuladora de melanocitos α 
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1. Introducción 
 

1.1 Balance de energía 
En los animales, el balance energético es el resultado de los procesos de 

ingesta de alimentos, excreción y gasto calórico; dicho balance es un factor 

determinante del peso corporal en humanos (Portillo-Baquedano et al., 2005) y en 

otros animales. Un balance energético nulo es generalmente (pero no siempre) 

benéfico para la salud del organismo ya que un déficit en la energía ingerida 

(balance energético negativo) genera desnutrición; mientras que un déficit en el 

gasto calórico o balance energético positivo podría ocasionar obesidad (Bender et 

al., 1987) y las enfermedades asociadas, tales como diabetes tipo 2. 

La conducta alimentaria es un proceso regulado parcialmente por procesos 

homeostáticos, en los cuales participan muchas regiones cerebrales que son 

críticas tanto para esta homeostasis como para otros aspectos de la ingesta, tales 

como la ingesta hedónica, que involucra la motivación (Wise, 2006). En el sistema 

límbico, neuronas dopaminérgicas del área ventral tegmental que proyectan hacia 

el núcleo accumbens (NAc), y sus neuronas blanco, se ven implicadas en conductas 

hedónicas como la preferencia hacia alimentos palatables (Dossat et al., 2013). El 

NAc se ha asociado a la motivación con la liberación de dopamina como señal de 

recompensa (Russo et al., 2013). 

El gasto energético total de un organismo está constituido por el metabolismo 

basal (55%-65%), la termogénesis adaptativa (10%) y la actividad física (25%-35%) 

(Westerterp, 2017, Münzberg et al., 2016). Entre los factores que pueden alterar el 

gasto energético de un organismo se encuentran la composición corporal y sexo de 

éste (Webb, 1981), la temperatura ambiental (Leblanc, 1986), la conducta 

alimentaria (Westerterp, 2010) y la actividad física realizada (Butte et al., 2012). Se 

sabe que el gasto energético es controlado a nivel central a través de la detección 

y el procesamiento de señales nerviosas y humorales que promueven respuestas 

conductuales, neuroendocrinas y autónomas. Entre las respuestas 
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neuroendocrinas, la actividad del eje Hipotálamo-Pituitaria-Tiroides (HPT) regula la 

secreción de las hormonas tiroideas (T3 y T4), que incrementan la tasa metabólica 

basal en todos los tejidos y la termogénesis producida por el tejido pardo adiposo 

(BAT) (Joseph-Bravo et al., 2015, Fekete et al., 2014). 

La capacidad del BAT de ejecutar la termogénesis adaptativa depende de la 

expresión y actividad de la proteína desacopladora de la cadena respiratoria 1 

(UCP1). Las hormonas tiroideas participan en la regulación de la expresión de la 

UCP1, pero no es la única forma en cómo se puede ver regulada la termogénesis 

del BAT. A nivel central, el área preóptica hipotalámica (POA) es una de las 

principales regiones de control de la termogénesis del BAT. En el POA hay una 

población de neuronas GABAérgicas termo-reguladoras que perciben señales 

periféricas y centrales de los cambios de temperatura (Nakamura et al., 2008, 2010). 

Estas neuronas, al recibir señales de un incremento de temperatura, inactivan de 

forma directa a neuronas simpáticas premotoras de los núcleos del rafe de la 

medula y de forma indirecta a neuronas en el núcleo dorsomedial del hipotálamo 

(DMN), generando un decremento en la termogénesis del BAT (Yoshida et al., 

2009). 

Un balance energético nulo es mantenido a través de mecanismos 

homeostáticos y anticipatorios que generen distintas señales en respuesta a, o 

anticipando, un cambio en dicho balance. Algunas de estas señales son las 

hormonas producidas en el tracto digestivo. Por ejemplo, la colecistocinina reduce 

la ingesta de alimentos a través de los receptores de colecistoquinina 1 (CCK1) que 

se localizan en el nervio vago; por consecuente, en ratas nulas (KO) para el receptor 

de CCK1 se observa un fenotipo de obesidad e hiperfagia (Bi et al., 2002). Otra 

hormona importante es la ghrelina, la cual es liberada desde el estómago hacia la 

circulación y es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica. Durante el ayuno, 

en sangre y en estómago, se observa un incremento en los niveles de ghrelina y 

una disminución posterior a la ingesta de alimentos (Kojima et al., 2005). Entre los 

efectos más conocidos de la ghrelina, se encuentran la estimulación de la motilidad 

intestinal y la secreción de jugo gástrico (Masuda et al., 2000, Asakawa et al., 2001); 
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también se ha observado en ratones KO para el gen del receptor de la ghrelina un 

decremento en la relación de la masa grasa y magra, así como un incremento en el 

gasto energético en comparación con ratones silvestres (Ma et al., 2011). Por otro 

lado, el péptido YY (PYY) es sintetizado en las células L intestinales; posterior a la 

ingesta de alimentos incrementa su liberación hacia la circulación y es disminuida 

durante el ayuno (Adams et al., 2004). Se ha observado que el PYY tiene un efecto 

supresor del apetito en humanos y en roedores; así mismo los individuos con niveles 

bajos de PYY en sangre presentan un fenotipo de obesidad (Karra et al., 2009). 

La capacidad de integrar información sobre el estado del balance energético 

implica al sistema nervioso central y al sistema nervioso periférico. Información 

sobre las reservas energéticas, la ingesta de alimentos y el nivel de nutrientes es 

recibida y transmitida por neuronas periféricas hasta el sistema nervioso central, y 

directamente a través de la irrigación vascular del cerebro (Bauer et al., 2015). En 

esta tesis el enfoque es hacia los procesos homeostáticos que operan en el 

hipotálamo, particularmente los que conciernen al núcleo dorsomedial, por lo que la 

descripción subsecuente se enfoca al papel homeostático de esta región cerebral. 

 

1.2 Hipotálamo y balance de energía 
En los primeros estudios que analizaron el papel del sistema nervioso central 

en el control del balance energético no se tenía muy claro si dicho control residía en 

la glándula pituitaria o en el hipotálamo. En 1912, Aschner demostró que si removía 

la glándula pituitaria en perros, dejando intacto el hipotálamo, no se generaba 

obesidad (Aschner, 1912). Del mismo modo en 1940 Hetherington y Ranson 

demostraron que a través de lesiones electrolíticas únicamente en el hipotálamo de 

ratas, en particular en el núcleo ventromedial, se observaba un fenotipo de obesidad 

causado por un incremento de la grasa y doblando su peso corporal. Estudios 

posteriores demostraron que lesiones en el hipotálamo lateral también podían 

ocasionar fenotipos de hipofagia (Grossman et al., 1978, Stricker et al., 1978), por 

lo cual era claro que la ubicación dentro del hipotálamo de las lesiones era crítica 

para obtener distintos fenotipos, es decir, distintas partes del hipotálamo podían 

tener funciones opuestas en la regulación del balance energético.  
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El hipotálamo se compone de distintos núcleos: arcuato (ARC), dorsomedial 

(DMN), paraventricular (PVN), preóptico (PO), ventromedial (VMN) y de una región 

amplia llamada hipotálamo lateral (LH), entre otros (Figura 1). El ARC recibe señales 

nerviosas y hormonales (leptina, insulina, etc.) procedentes del sistema digestivo y 

del tejido adiposo, y es un regulador importante de la actividad de los circuitos 

centrales que determinan el apetito y el gasto de energía (Yu et al., 2012). Esta 

función del ARC se debe a que contiene neuronas sensoriales de primer orden que 

reciben directamente señales periféricas sobre el estado energético del organismo.  

 

 

Entre las neuronas de primer orden del ARC, se encuentran poblaciones de 

neuronas que expresan el Neuropéptido Y (NPY), la Proteína relacionada a Agouti 

Figura 1. Núcleos hipotalámicos en el cerebro de rata 

En esta figura se ilustra la localización del hipotálamo con relación al plano 

coronal en el cerebro murino; además, se indica la distribución de algunos de 

los núcleos que lo conforman y son relevantes en la regulación del apetito y 

gasto de energía. ARC, núcleo arcuato; DMN, núcleo dorsomedial; FX, fórnix; 

LHA, área lateral del hipotálamo; ME, eminencia media; OC, quiasma óptico; 

PFA, área perifornical; PVN, núcleo paraventricular; 3V, tercer ventrículo; VMN, 

núcleo ventromedial. Tomada de Yu et al., 2012. 
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(AGRP) y el ácido Ɣ-aminobutírico (GABA) y otras que expresan 

Proopiomelanocortina (POMC) y el Transcrito regulado por cocaína y anfetamina 

(CART); el producto principal del procesamiento de POMC es la hormona 

estimuladora de melanocitos-α (α-MSH). Los neuropéptidos se pueden clasificar 

como orexigénicos o anorexigénicos, de acuerdo con su efecto positivo o negativo 

sobre la ingesta de alimento (Zárate et al., 1977). Así entre los péptidos orexigénicos 

se encuentran el NPY y el AGRP. Inyecciones intracerebroventriculares de estos 

péptidos en ratones, producen fenotipos de obesidad e hiperfagia. Entre los 

péptidos anorexigénicos se encuentra la α-MSH. Ambos tipos de neuronas tienen 

proyecciones hacia neuronas de segundo orden tales como las que sintetizan la 

hormona concentradora de la melanina (MCH), CART u orexinas (ORX) ubicadas 

en el LH (Hervieu, 2006). Los párrafos subsecuentes introducen algunos de los 

blancos hipotalámicos de las neuronas del ARC involucrados en el balance de 

energía. 

El LH es una región clave para el control del balance de energía. Esta región 

tiene en particular dos poblaciones celulares fundamentales: las neuronas que 

producen ORX y las neuronas que producen MCH. Las neuronas que producen las 

ORX tienen un papel muy importante, ya que inyecciones intracerebroventriculares 

de estos péptidos en ratones producen fenotipos de obesidad e hiperfagia. Por otro 

lado, las neuronas que producen la MCH tienen efectos análogos y distintos. 

Inyecciones intracerebroventriculares de la MCH en ratones producen obesidad e 

hiperfagia mientras que ratones con una deficiencia del 98% de neuronas MCH 

presentan un fenotipo delgado e hiperactivo (Whiddon et al., 2013). 

Por otro lado, el PVN es otro núcleo río abajo del ARC, que da lugar a 

distintas proyecciones que controlan salidas autonómicas y varios ejes endócrinos. 

Entre éstos, los ejes Hipotálamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) y HPT controlan el gasto 

de energía y el metabolismo. El eje HPA se activa en respuesta a un estresor físico 

o psicológico a través de la liberación de la hormona liberadora de corticotropina 

(CRH) en la circulación portal hipotálamo-pituitaria, dando como consecuencia la 

liberación de corticotropina por la pituitaria, que estimula la secreción de 
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cortisol/corticosterona desde la glándula adrenal, lo que promueve la 

gluconeogénesis. Por otro lado, el eje HPT es activado posterior a la ingesta de 

alimentos a través de la liberación de la hormona liberadora de tirotropina (TRH), lo 

que ocasiona la liberación de la tirotropina por la pituitaria, y de las hormonas 

tiroideas de la tiroides, promoviendo la activación del BAT y la lipólisis. Ambos ejes 

son autorregulables a través del cortisol/corticosterona y las hormonas tiroideas 

(Wilson et al., 1998, Hollenberg, 2008). 

Otro blanco de las neuronas del ARC es el DMN, donde las neuronas del 

ARC y de otros núcleos hipotalámicos liberan péptidos y/o neurotransmisores 

rápidos que regulan el apetito y el gasto energético (Bouret, 2004, Beall et al. 2011).  

1.3 El núcleo dorsomedial del hipotálamo y el balance de energía 
En ratón, el DMN abarca del bregma -1.46 al bregma -2.18 y está compuesto 

de una parte dorsal, una compacta y una ventral que van cambiando su distribución 

a lo largo del eje antero-posterior del núcleo. El DMN recibe proyecciones desde 

distintas zonas del cerebro como la zona subparaventricular y el núcleo 

supraquiasmático, las cuales son clave para el control del ciclo circadiano (Chou, 

2003); también recibe proyecciones del ARC (Gautron et al., 2010) y del área medial 

preóptica (Nakamura, 2005). Además de las proyecciones provenientes del ARC, el 

DMN puede recibir información metabólica directamente, ya que hay células que 

expresan receptores de leptina y de insulina (Niswender et al., 2004). Por otro lado, 

el DMN envía proyecciones al VMN, LH, PVN, entre otras zonas que influyen en el 

balance energético (Horst et al., 1986). 
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Las primeras evidencias sobre la relación entre DMN y balance energético 

surgieron a partir de estudios de electroestimulación y lesiones en dicho núcleo. En 

1943, Brugger estimuló eléctricamente el DMN de gatos y observó que el animal 

presentaba una conducta de hiperfagia. Más tarde, en 1970 Bernardis realizó 

lesiones electrolíticas en el DMN de ratas y observó que los animales presentaban 

conductas hipofágicas e hipodípsicas en comparación con los animales control; sin 

embargo, no observó diferencias en la proporción de grasa entre ambos grupos de 

animales.  

Uno de los procesos que implica la conducta alimentaria es el forrajeo, dentro 

del cual se incluye a la actividad locomotora. En 2016 el grupo de Hu (Lo et al., 

2016) observó que someter ratas a ingesta alimentaria restringida a 2 horas durante 

su periodo de inactividad, generaba un proceso anticipatorio a la ingesta (FAA) 

Figura 2. Núcleo dorsomedial del hipotálamo 

Esquema de una rebanada coronal del cerebro de ratón en Bregma -1.46 mm. 

Se muestra de color anaranjado el DMN. Modificada de Paxinos et al., 2007. 



22 

 

manifestado por un incremento en su actividad locomotora 3 horas antes de que 

tuvieran acceso al alimento. Observaron que al lesionar el DMN se redujo su (FAA) 

en comparación con los animales intactos. Esto lleva a pensar que el DMN, dentro 

de su función de regular el balance energético, puede estar implicado en el forrajeo. 

Otros estudios que no dependen de lesiones apoyan la idea que el DMN es 

importante durante la ingesta de alimento. En un estudio realizado en 2007 por 

Singru et al., en ratas se observó que después de un ayuno por 3 días, comparado 

con animales mantenidos en ayuno un periodo de reingesta de 2 horas genera un 

incremento en el número de células inmunorreactivas para c-Fos (un marcador de 

actividad neuronal) en distintos núcleos del hipotálamo, entre ellos el DMN. 

En el DMN existen poblaciones de neuronas con diversos perfiles fenotípicos 

que presentan una respuesta a un cambio en el balance energético. Así, se ha 

detectado en ratones que posterior a un ayuno nocturno, se incrementa la actividad 

de neuronas colinérgicas en el DMN en comparación con un grupo control (Groessl 

et al., 2013). 

En 2019, el grupo de Kokare (Nakhate et al., 2019) observó que inyecciones 

repetidas de insulina intracerebroventricular (i.c.v.) por 7 días disminuye 

significativamente la ingesta de alimento en ratas. También pudieron observar a 

través de inmunohistoquímica que, a consecuencia de las inyecciones de insulina, 

se incrementa la cantidad de CART en distintos núcleos hipotalámicos, entre ellos 

el DMN. Estos datos sugieren que algunos de los efectos anorexigénicos de la 

insulina pudieran ser mediados por las neuronas de CART del DMN, ya que el CART 

tiene efectos anorexigénicos.  

En el DMN de la rata también hay neuronas que producen uno de los péptidos 

de la familia Arg-Phe-amida (RFRP), péptido que tiene actividad anorexigénica 

cuando se inyecta en el hipotálamo. Las neuronas del DMN que sintetizan RFRP 

también producen GABA y proyectan hacia el núcleo supraquiasmático, inhibiendo 

así a neuronas de este núcleo en un periodo de pre-ingesta en el modelo de ingesta 

alimentaria restringida (el acceso a alimento se restringe a ciertas horas del día), y 

disminuyendo la actividad de este núcleo durante el periodo de descanso. Esto 
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puede explicar el incremento de la conducta locomotora de los animales en una 

situación previa a la ingesta de alimentos (Acosta-Galvan et al., 2010). 

Además, existe una población de neuronas del DMN expresa al NPY (White 

et al., 1990). La sobre-expresión del NPY en el DMN a través de la inyección de un 

vector viral incrementa la ingesta y el peso corporal en ratas delgadas mientras que 

en ratas genéticamente obesas la reducción de la expresión de NPY en el DMN 

reduce la hiperfagia y obesidad (Yang et al., 2009). 

Finalmente, evidencia funcional reciente demuestra claramente que hay 

neuronas del DMN críticas para la ingesta. El grupo de Xu (Liao et al., 2019) 

demostró que en el DMN existe una población de neuronas que expresan el TrkB, 

un receptor del factor neurotrófico derivado de cerebro (BDNF), en ratones y cuya 

activación quimiogenética reduce la ingesta de alimento durante el periodo de 

actividad del animal. Así mismo, observaron que inhibiendo las neuronas que 

expresan TrkB durante el periodo de inactividad del animal, se incrementaba la 

ingesta de alimento. Finalmente, cuando inhibieron a las neuronas que expresan 

TrkB durante el periodo de actividad del animal, no observaron cambios en la 

ingesta de alimento. Por lo cual concluyeron que las neuronas del DMN que 

expresan TrkB se encuentran completamente inhibidas durante el periodo de 

actividad del animal; también concluyeron que las neuronas del DMN que expresan 

TrkB son necesarias y suficientes para controlar la ingesta de alimentos. 

2. Antecedentes 
La TRH es un neuropéptido compuesto de tres aminoácidos (pglu-his-pro-

NH2) que al ser liberado de terminales de la eminencia media de hipotálamo al 

sistema portal hipofisiario, estimula la secreción de la hormona estimulante de la 

tiroides (TSH), participando así en la regulación de los niveles de hormonas 

tiroideas, y por lo tanto del metabolismo basal y la termogénesis (Joseph-Bravo et 

al., 2015). Dentro del hipotálamo, se han encontrado diversas zonas que contienen 

poblaciones de neuronas TRHérgicas; entre ellas figuran las del DMN, zonas no 

hipofisiotrópicas del PVN, del área media preóptica (MPA), del hipotálamo anterior 

(AH) y del LH. La mayoría del conocimiento que se tiene sobre las neuronas de TRH 
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se enfoca a la población hipofisiotrópica que reside en el PVN (Lechan et al., 2006). 

Las diversas poblaciones adicionales de neuronas TRHérgicas hipotalámicas tienen 

una función desconocida, pero existe evidencia anatómica y bioquímica que sugiere 

que actúa sobre blancos intrahipotalámicos. La TRH actúa a través de receptores 

de TRH acoplados a proteínas Gq (TRH-R1 y TRH-R2) (Sun,2003). Estos 

receptores se encuentran sobre la superficie de las células en distintos tejidos, entre 

ellos varios núcleos hipotalámicos (LH, DMN, PVN, etc.), siendo ahí de 

predominancia el TRH-R1 (O’Dowd et al., 2000). Ambos receptores tienen la misma 

afinidad por la TRH (O’Dowd et al., 2000); una vez activados por el ligando, ambos 

incrementan la concentración de calcio intracelular y activan procesos membranales 

(regulación de canales de potasio), citosólicos y nucleares (Curran et al., 1988, 

Jefferson et al., 1991). 

Se han descubierto distintas funciones neuromoduladoras de la TRH 

adicionales al control del eje HPT. En el cerebro, la TRH participa en la regulación 

de diversos procesos como la termorregulación, glucorregulación, la respiración, la 

actividad locomotora y la ingesta de alimentos (Nillni et al., 1999, Joseph-Bravo et 

al., 2015). Por ejemplo, la inyección de TRH por vía i.c.v. en rata inhibe la ingesta 

de alimento y líquido durante 1 hora posterior a su administración; dicha disminución 

de la ingesta es dependiente de la dosis de TRH administrada (Gotoh et al., 2007). 

Existen varias hipótesis sobre la naturaleza de las neuronas TRHérgicas que 

pudieran estar involucradas en el efecto anoréxico; se mencionan a continuación. 

Se ha demostrado que inyectando TRH en el núcleo accumbens de ratas 

sometidas a restricción alimentaria, las cuales ingieren 50% menos comida que el 

grupo control ad libitum y a un ayuno de 48 horas se disminuye la cantidad de 

alimento ingerido comparado con el grupo al que le inyectaron solución salina. Este 

estudio sugiere que la TRH podría regular la motivación que conlleva dicha conducta 

(Puga et al., 2016). El origen de las neuronas implicadas en este efecto es 

desconocido. Otros antecedentes sugieren que los efectos de la TRH sobre la 

ingesta se asocian en parte a la existencia de los grupos de neuronas TRHérgicas 

localizadas en el hipotálamo. 
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Péterfi et al., en 2018, demostraron que en el lecho del núcleo de la estría 

terminal (BNST) y en el área perifornical del hipotálamo hay una población de 

neuronas TRHérgicas que co-expresan urocortina 3 (UCN3) y que proyectan hacia 

una población de neuronas POMC del ARC. Esto sugiere que el grupo de neuronas 

del TRH/UCN3 del BNST podría tener algún papel en la regulación de la ingesta de 

alimentos. Sin embargo, sus estudios por “patch clamp” señalan que si bien UCN3 

tiene un efecto directo excitatorio sobre las neuronas de POMC del ARC (lo que 

pudiera generar una respuesta anorexigénica), el TRH suprime estos efectos 

posiblemente de forma indirecta. 

Por otro lado, Horjales-Araujo et al., en 2014, mostraron a través de 

inmunohistoquímica que en el LH existe una población de neuronas de TRH que 

recibe proyecciones desde neuronas α-MSH y AGRP del ARC. Esto sugiere que 

una población de neuronas TRHérgicas del LH está relacionada al balance 

energético mediante la modulación por el ARC. Sin embargo, no se conocen las 

proyecciones de estas neuronas hacia otras neuronas hipotalámicas, ni su papel 

funcional. 

Heuer et al., 2000 mostraron a través de hibridación in situ que el RNA 

mensajero del TRH se expresa de manera abundante en el DMN, en la rata. Sus 

resultados confirmaron resultados previos que indicaban que el núcleo dorsomedial 

contiene una importante población de neuronas TRHérgicas detectadas por 

immunohistoquimica (Lechan and Jackson, 1982), cuyo papel todavía se 

desconoce. Esto coincide con otros estudios que confirman la presencia de 

neuronas TRHérgicas en el DMN de ratón (Zhang et al., 2012). 

En el laboratorio de los Drs. Joseph y Charli se ha observado que la expresión 

de la TRH de ratas macho adultas Wistar disminuye en el DMN tras la restricción 

alimentaria moderada por 14 días (Uribe et al., 2014), y que en ratas hembra o 

macho un ayuno de 48 horas provoca la disminución notable del mensajero de Trh 

del DMN (Jaimes-Hoy et al., no publicado, figura 3). Por otro lado, en ratas Otsuka 

Long-Evens Tokushima Fatty (OLETF) que se vuelven hiperfágicas y obesas en 

condiciones sedentarias, la expresión de Trh en el DMN se encuentra disminuida 
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comparado a animales delgados (LETO). En ratas OLEFT el ayuno incrementa la 

expresión de Trh en DMN, contrario al observado en ratas Wistar (Zhang et al., 

2019). Estos datos sugieren que las neuronas TRHérgicas del DMN pueden tener 

alguna función relacionada con el mantenimiento del balance energético. 
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Figura 3. Efecto del ayuno sobre los niveles de mensajero de Trh en el 

DMN en ratas Wistar adultas. 

Posterior al experimento, se obtuvó una rebanada coronal de cerebro congelado 

cortada a nivel del DMN y con un sacabocado de diámetro de 0.5 mm colocado 

sobre el DMN se obtuvo el tejido; se purificó ARN total y finalmente se hizo un 

análisis de RT-PCR semi-cuantitativo utilizando como control interno. Los datos 

son la media ± el error estándar (n=6). En azul se muestran los grupos control 

que tuvieron comida ad libitum y en rojo los grupos que tuvieron un ayuno de 48 

h. Se observa que hay una disminución de los niveles del mensajero de Trh en el 

DMN en los grupos ayunados en comparación con los grupos control. Análisis 

por test de t, *: p<0.02. Información compartida por la Dra. L. Jaimes-Hoy. 

 



27 

 

3. Justificación 
En los últimos 50 años se han triplicado los casos de obesidad a nivel 

mundial, lo cual produce una disminución en la calidad de vida por las diversas 

patologías que conlleva dicha condición. Ya que la obesidad es un problema 

relacionado a la desregulación del balance energético, resulta importante conocer 

a fondo los mecanismos que lo controlan, tanto para entender mejor la fisiología de 

los circuitos de control del peso corporal, como para tener nuevas herramientas para 

tratar el problema. El DMN juega un papel muy importante en el control del balance 

energético. En particular existen evidencias que sugieren que las neuronas 

TRHérgicas en el DMN son importantes en el control del balance energético. Con la 

finalidad de obtener mayores pistas acerca del papel que tienen las neuronas 

TRHérgicas en el control del balance energético, en esta tesis se analizó el estado 

funcional de las neuronas del DMN en ratones adultos sometidos a ayuno y 

reingesta, como un paso preliminar a un estudio más profundo de estas neuronas 

en el ratón. Al estudiar dichas neuronas en el contexto de variaciones del balance 

energético, se entenderá mejor su relación con el control central del balance 

energético. 

4. Hipótesis 
Proponemos que en el núcleo dorsomedial hipotalámico de ratones macho 

existe una población de neuronas TRHérgicas sensibles a cambios en el balance 

energético. Debido a que la TRH es un péptido anorexígeno, se propone que la 

actividad de estas neuronas sea inhibida en condiciones de balance energético 

negativo e incrementada en respuesta al balance energético positivo. 

5. Objetivo general 
Determinar si las neuronas TRHérgicas en el núcleo dorsomedial 

hipotalámico son sensibles a cambios en el balance energético en el ratón macho 

adulto de la cepa C57BL6/NJ. 
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6. Objetivos particulares 
 Observar por inmunohistoquímica de c-Fos si existe cambio en el estado 

funcional de células en el DMN en respuesta a un ayuno de 24 h y a la 

reingesta por 3 h posterior a un ayuno de 21 h en comparación con ratones 

con alimentación ad libitum. 

 Cuantificar por hibridación in situ el número de células del DMN que expresan 

el mensajero de Trh en animales alimentados ad libitum, ayunados por 24 h 

o con reingesta por 3 h después de un periodo de ayuno de 21 h. 

 Cuantificar el grado de colocalización de cFos y del RNAm de Trh en el DMN 

en animales con diferente balance energético. 

7. Materiales y métodos 
 

La metodología descrita a continuación se basó en las siguientes fuentes: 

Uribe et al. 2014, De Gortari et al. 2006, Sánchez et al. 2001, Kádár et al. 2010, 

Fekete et al. 2001 y Guerrero-Castro et al. 2018 

7.1 Animales 
En este trabajo empleamos ratones macho C57BL6/JN (The Jackson 

Laboratory) de de entre 8 a 10 semanas de edad, los cuales fueron obtenidos del 

bioterio del Instituto de Biotecnología de la UNAM. Los animales se mantuvieron 

con alimento y agua ad libitum, con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (la luz se 

prende a las 7AM) y temperatura controlada de 19 a 23 °C. Los animales fueron 

separados en 3 grupos experimentales, cada grupo se mantuvo en una caja. Las 

condiciones de cada grupo fueron las siguientes:  

 Grupo ad libitum: Este grupo contó con agua y comida ad libitum. 

 Grupo ayunado: En este grupo los animales pasaron por un ayuno de 24 h. 

El ayuno se inició a partir de las 10 AM. Los animales en todo momento 

tuvieron agua ad libitum. 
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 Grupo con reingesta: Este grupo se mantuvo en condiciones de ayuno por 

21 h. Posteriormente se les regresó el alimento ad libitum por un periodo de 

3 h. Los animales en todo momento tuvieron agua ad libitum. 

Se reportan los resultados de 2 experimentos. Sin embargo, previo a los 

experimentos, se estandarizaron las condiciones de inmunohistoquímica e 

hibridación in situ con animales que no fueron sometidos a ningún experimento. En 

el experimento # 1 se realizó únicamente la inmunohistoquímica contra c-Fos; el 

grupo ad libitum contó con 1 animal, el grupo ayunado con 4 animales y el grupo 

reingesta con 4 animales. En el experimento (# 2) donde se realizó la hibridación in 

situ para el mensajero de TRH y la inmunohistoquímica para c-Fos, cada grupo 

contó con 3 animales. Todos los animales fueron pesados antes y después de iniciar 

el periodo de ayuno y posterior a la reintroducción del alimento. El alimento 

consumido durante las 3 h fue cuantificado. Una vez terminado el procedimiento 

experimental descrito anteriormente, se procedió al sacrificio. 

7.2 Sacrificio de los ratones por perfusión 
Es importante mencionar que todo el material y los reactivos que estuvieron 

en contacto con los tejidos estaban libres de RNAsas. Todos los animales fueron 

anestesiados con 200 mg/Kg de pentobarbital sódico (marca Pisa) por vía 

intraperitoneal en posición de Trendelenburg. Una vez profundamente anestesiado 

el animal, se abrió la cavidad abdominal y se pasó un catéter sin filo por el ventrículo 

cardiaco izquierdo del animal y se hizo una incisión en la aurícula derecha. 

Posteriormente se perfundió cada ratón con 20 mL de solución de PBS 1X (para 

PBS 10X: NaCl 1.36 M, KH2PO4 14.5 mM, Na2HPO4 80 mM y KCl 26.8 mM) con 

15000 U/L de heparina. Inmediatamente después y teniendo cuidado de no 

introducir aire en las mangueras de perfusión, se continuó con 60 mL de 

paraformaldehído al 4% en PBS 1X. Una vez concluida la perfusión, se decapitó al 

animal y se extrajo cuidadosamente el cerebro. Los cerebros se almacenaron en un 

vial estéril con paraformaldehído al 4% en PBS 1X frío en hielo. 

7.3 Criopreservación de cerebros 
Una vez extraídos los cerebros, se almacenaron en paraformaldehído 4% en 

PBS 1X a 4 °C por 4 horas. Posteriormente, los cerebros se cambiaron a una 
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solución de criopreservación (sacarosa al 20% en PBS 1X) overnight a 4°C.Pasado 

el tiempo de incubación con sacarosa, se extrajeron los cerebros de los viales y se 

congelaron rápidamente con hielo seco pulverizado. Luego se almacenaron a -70 

°C cubiertos en un Parafilm y envueltos en papel aluminio rotulado. 

 

7.4 Sección de los cerebros en rebanadas coronales 
Todos los cerebros crioprotegidos fueron mantenidos a -70 °C; por lo tanto, 

fue necesario sacarlos en una charola con hielo seco y colocarlos por una hora en 

la cámara del criostato (HM52SNX Thermo Scientific) para que se equilibrara su 

temperatura con la de la cámara del criostato, que debe estar de -16 a -18 °C. 

Posteriormente, se rebanó a mano con una navaja sobre el cerebelo en un plano 

coronal para poder crear una base que estuvo en contacto con la platina. Luego se 

pegó el cerebro a la platina con un líquido de montaje (Tissue-tek OCT compund 

Sakura Finetek 4583), se esperó a que se endureciera dejándolo dentro de la 

cámara del criostato en contacto con hielo seco. Se sujetó bien la platina dentro del 

criostato para comenzar a rebanar. Se comenzaron a hacer rebanadas de 20 µm y 

conforme se iba avanzando en los cortes, se recolectaron algunas rebanadas y se 

realizó una tinción con azul de toluidina al 1% y agua para observar estructuras del 

cerebro en un microscopio estereoscópico (Olympus Tokyo 286589) con una fuente 

de luz (Fiber Lite Mi-15 Dolan Jenner Industries) y poder alinear el corte con base a 

lo reportado en el atlas del cerebro de ratón (Paxinos, 2007). La platina pudo 

moverse en varias direcciones y se trató de colocar el cerebro lo más ortogonal 

posible al plano sagital. Una vez localizada la región dentro del cerebro para iniciar 

la recolección de rebanadas (en este protocolo al nivel del bregma -1.22 mm, previo 

al DMN), se colectaron las rebanadas en PBS 1X, o en buffer anticongelante [20% 

H2O, 30% Etilenglicol, 25% Glicerol y 25% Buffer fosfatos 0.2M pH 7.4] si no se 

usaron inmediatamente. Con un pincel se recolectaron las rebanadas en cuatro 

series (Se colocó el primer corte en la serie 1, y el corte consecutivo se colocó en la 

serie 2, y así sucesivamente hasta la serie 4, luego se regresó la recolección a la 

serie 1 y se continúa a la serie 2...) hasta llegar al bregma -2.18 mm. Posteriormente, 

las rebanadas recolectadas en PBS se montaron inmediatamente en portaobjetos 
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cargados (+) (Thermo Scientific Superfrost) y las recolectadas en anticongelante se 

guardaron a -20 °C. 

7.5 Montaje de rebanadas de cerebro en laminillas cargadas 
Durante el montaje de las rebanadas fue necesario mantener condiciones 

libres de RNAsas Las rebanadas que fueron guardadas en buffer anticongelante 

fueron lavadas 3 veces con PBS 1X en agitación a TA por 5 minutos. Una caja Petri, 

se llenó completamente con PBS 1X y se fueron colocando las rebanas para 

pegarse en las laminillas cargadas. Se rotuló la laminilla (para identificar el número 

de serie y el orden de las rebanadas) con un lápiz de grafito puro. Posteriormente 

con ayuda de un pincel o dos, se colocaron con toda la delicadeza del mundo las 

rebanadas bien extendidas en la parte cargada (+) de la laminilla y se sacó poco a 

poco la laminilla del PBS 1X. Si se consideró necesario, se utilizó un estereoscopio 

y una fuente de luz para tener una mayor precisión en el pegado de las rebanadas. 

Se dejaron secar las laminillas y se guardaron a -70 °C hasta su procesamiento por 

inmunohistoquímica e hibridación in situ. 

7.6 Obtención de células competentes1 
Para la amplificación del vector de transcripción in vitro del ARNm de Trh de 

ratón (plásmido pGEM-T; Kádár et al., 2010) donado amablemente por el Dr. Csaba 

Fekete fue necesario preparar células competentes. Se partió de una cepa 

guardada en glicerol de células Escherichia coli DH5α guardado a -70 °C. Se 

estriaron las células en una caja Petri con medio Luria-Bertani (LB) sólido estéril 

[Peptona 10 g, NaCl 10 g, Extracto de levadura 5 g, Agar 15 g para 1 L de agua, 

ajustar pH 7.0 con NaOH] y se dejaron crecer toda la noche a 37 °C. En un matraz 

de 125 mL con 5 mL de LB líquido se inoculó a partir de una colonia del cultivo 

sólido, se incubó a 37 °C en agitación, hasta que alcanzó una densidad óptica (D.O.) 

de 0.4 – 0.5 a 600 nm (medido en un espectrofotómetro 6305 UV-Vis Jenway). 

Posteriormente, en un matraz de 1L se inocularon 100 mL de medio LB 

(precalentado a 37 °C) con el cultivo previamente mencionado, se incubó a 37 °C 

en agitación hasta que alcanzó una D.O. de 0.45 a 600 nm. Una vez alcanzada la 

 
1 Para trabajar con cultivos de células, se trabaja en condiciones estériles (campana de flujo laminar) y con 

material estéril. 
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densidad adecuada, el medio de cultivo en el matraz fue colocado sobre hielo por 5 

minutos y se recolectaron las células por centrifugación (6 000 rpm por 5 minutos a 

4 °C) en tubos Falcon de 50 mL previamente enfriados en hielo. Se resuspendió la 

pastilla de células en 20 mL de 60 mM de CaCl2, 15% de glicerol previamente 

enfriado en hielo. A continuación, se pusieron los tubos en una gradilla adecuada 

para dejar incubando en hielo toda la noche. Una vez pasada la incubación en hielo, 

se retiró con mucho cuidado el sobrenadante y se dejan únicamente de 2 a 4 mL de 

volumen. El volumen remanente se almacenó a -80 °C en alícuotas de 100 µL en 

tubos de 1.5 mL previamente enfriados a 4 °C. 

7.7 Transformación de células competentes 
Se descongelaron en hielo las células competentes por 5 minutos. Se 

añadieron 10 µL (300 ng/µL) de plásmido pGEM-T con el inserto de DNA 

complementario al ARN mensajero de Trh de ratón (Kádár et al., 2010) al tubo con 

las células competentes. Se incubaron en hielo por 30 minutos e inmediatamente 

se sometió a un choque térmico de 42 °C por 42 segundos en un termoblock 

Eppendorf Thermomixer R 5355. Se enfrió con hielo durante 2 minutos y se 

añadieron 900 µL de medio LB (precalentado a 37 °C). Se incubó en agitación 1 

hora a 37 °C. 100 µL de las células se distribuyeron sobre las placas Petri con LB 

con Carbenicilina/Ampicilina 100 µg/mL (final) y se plaqueó con perlas o con un asa 

de vidrio. El remanente de células se centrifugó a 4 000 rpm por 4 minutos, se 

desechó el sobrenadante y el resto de las células se resuspendió con medio y se 

plaqueó como concentrado. Se incubó toda la noche a 37 °C en una incubadora 

Thermo Scientific 50125590. 

7.8 Criopreservación de células transformadas 
Con un palillo de madera estéril, se picó una colonia transformada y se 

inoculó un tubo con 10 mL de LB con antibiótico Carbenicilina/Ampicilina 100 µg/mL 

(final) y se dejó en crecimiento toda la noche (ON) a 37° C con agitación. Se 

recolectaron las bacterias por centrifugación a 4 000 rpm 10 min en un tubo de 15 

mL. Se decantó el sobrenadante lo mejor posible y se resuspendió la pastilla en 1 

mL de medio LB sin antibiótico. Posteriormente se agregaron 500 µL de glicerol al 
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75% (diluido en agua) y se mezcló bien. Se pasó el contenido a un vial de plástico 

con taparrosca, se rotuló el vial y se guardó a -80 °C. 

7.9 Extracción del plásmido pGEM-T con el inserto de TRH 
Se partió de un cultivo de 4 mL de E. coli con el plásmido pGEM-T con el 

inserto de Trh. Este cultivo se incubó toda la noche a 37 °C en agitación y se extrajo 

el plásmido de acuerdo al método Miraprep (Pronobis et al, 2016) con el kit Miniprep 

GeneJET. A continuación, se explica brevemente la metodología. 

Se recuperaron las células en un tubo para microcentrifuga de 1.5 mL por 

centrifugación a 13 300 rpm por 2 minutos. Luego se resuspendió la pastilla en 

solución de resuspensión con RNAsa fresca (50 μg/ml), luego se agregó la solución 

de lisis y después se agregó la solución de neutralización y se centrifugó a 13 000 

rpm por 5 minutos. Se pasó la fase líquida a un tubo nuevo y se agregó un volumen 

de etanol y se mezcló con pipeta. Se pasó el contenido a una columna del kit y se 

centrifugó por 1 min a 13 000 rpm. Se agregaron 500 µL de la solución de lavado y 

se centrifugó por 1 min a 13 000 rpm. Se repitió el lavado una vez más. Se centrifugó 

el tubo para eliminar los remanentes de la solución de lavado por 1 min a 13 000 

rpm. Se transfirió la columna a un tubo para microcentrifuga de 1.5 mL y se 

agregaron 50 µL del buffer de elución y se incubó por 2 min a TA. Finalmente se 

recuperó el plásmido, centrifugando por 2 min a 13 000 rpm. 

7.10 Cuantificación de ácidos nucleicos 
Para cuantificar el plásmido circular o linearizado, así como sondas de RNA, 

se utilizó un espectrómetro NanoDrop (2000c Thermo Scientific). Se realizó el 

blanco con agua desionizada y se eligió el tipo de ácido nucleico que se desea 

medir. Es importante que después de que se use el equipo, se debe limpiar con 

agua y volver a medir la absorbancia del agua para comprobar la limpieza de éste. 

7.11 Electroforesis en agarosa para DNA 
Se preparó un gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X (Tris Base 890 mM, 

ácido bórico 890 mM y 20 mM de EDTA pH 8). Fue necesario calentar el TBE 1X 

en el microondas para que la agarosa pudiera solvatarse. Se colocó la agarosa 

líquida no tan caliente dentro de un molde y se puso un peine para formar pozos y 

se esperó a que solidificara. Se colocó el gel de agarosa en una cámara de 
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electroforesis con suficiente buffer TBE 0.5X como para cubrir totalmente al gel. 

Para preparar las muestras que se sometieron a electroforesis, se mezclaron de 2 

a 5 µL (aprox. 500 ng) de la muestra, 2 µL de buffer de carga [0.25% bromofenol 

azul, 0.25% xileno cianol FF y 40% sacarosa en agua desionizada] y se aforó a 10 

µL con agua mili Q. Se colocaron las muestras en los pozos del gel. Se colocó un 

marcador de pares de bases (marcador IV de DNA de Sigma-Aldrich para plásmidos 

y 100 bp de NEB) en alguno de los pozos del gel. Se conectó la cámara de 

electroforesis a una fuente de poder y se aplicaron 10 V por cada centímetro de 

longitud del carril por 1h [Se prestó atención en que la ubicación del cátodo (cable 

negro) fuera proximal a los pozos y la ubicación del ánodo (cable rojo) fuera distal 

a los pozos ya que los ácidos nucleicos tienen carga negativa]. Para visualizar las 

bandas de DNA, se tiñó el gel en una solución de bromuro de etidio (0.0003 mg/mL) 

durante 10 min y luego se hicieron de 1 a 2 enjuagues en dH2O de 20 min. Los 

desechos de lavado fueron colocados en un garrafón destinado para eso. Luego se 

observó el gel en un fotodocumentador (Gel Molecular Imager Doc XR+ Bio Rad) y 

se tomó una foto. El gel se desechó en una bolsa especial para desechos sólidos 

de bromuro de etidio. 

7.12 Linearización del plásmido pGEM con el inserto de Trh 
En un tubo para microcentrifuga de 500 µL se agregaron 20 µg de plásmido 

y 5 µL de buffer NEB Cut Smart. Se mezcló bien la solución con pipeta y se aforó a 

49 µL con H2O miliQ. Una vez mezclado todo, se agregaron 10 unidades de la 

enzima NcoI (para sonda antisentido) o de la enzima SpeI (para la sonda sentido) y 

se mezcló cuidadosamente invirtiendo el tubo. Se incubó la reacción a 37 °C por 3 

horas en una incubadora Thermo Scientific 50125590 o en un termoblock. Para 

purificar el plásmido linearizado se ocupó el kit High Pure PCR Product Purification 

de Roche. Dicho kit consistió en llevar el volumen de la reacción a 100 µL con H2O 

miliQ y se mezcló con Binding Buffer, posteriormente se pasó la reacción a través 

de columnas y se centrifugó; se hicieron 2 lavados a la columna, finalmente se eluyó 

con el buffer de elución. Una vez purificado el plásmido linearizado, se cuantificó en 

el NanoDrop y se visualizó en un gel de agarosa. 
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7.13 Síntesis de las sondas de RNA sentido y antisentido contra el mensajero 
de Trh marcadas con digoxigenina 

En un tubo para microcentrifuga de 500 µL se colocó 1 µg de plásmido 

linearizado desnaturalizado por 5 min a 65 °C (para sonda sentido o antisentido), 2 

µL de DTT 100 mM, 3 µL de una mezcla de nucleótidos CTP, GTP y ATP 10 mM, 1 

µL de UTP 2 mM, 1 µL de Digoxigenina-11-UTP 3.5 mM (Sigma), Buffer de 

transcripción 1X final, 1 µL de Inhibidor de RNAsas 40 U/ µL (Sigma), se aforó a 18 

µL con H2O mili Q y se adicionaron 2 µL de RNA polimerasa 20 U/µL (para sonda 

antisentido RNA polimerasa SP6 de Roche / para sonda sentido RNA polimerasa 

T7 de NEB). Se mezcló sin pipetear e incubó en un termoblock o en baño María a 

37 °C por 1 h. Luego se agregó 1 µL de RNA polimerasa, se mezcló bien y se 

continuó con la incubación por 1h. Posteriormente se adicionó 1 µL de DNAsa libre 

de RNAsa 10 U/µL y 0.5 µL de inhibidor de RNAsa, se mezcló bien y se continuó la 

incubación por 45 min. Para detener la reacción se agregaron 80 µL de DTT 20 mM, 

10 µL de NaCl 4 M y 330 µL de etanol absoluto frío, se mezcló bien y se dejó 

precipitando por al menos 2 h a -70 °C. Se centrifugó a 13 500 rpm a 4 °C por 30 

min, se decantó el sobrenadante con mucho cuidado dejando la pastilla de RNA en 

el fondo. Se lavó la pastilla con etanol al 75% y se centrifugó a 13 500 rpm a 4 °C 

por 15 min. Se decantó el etanol y se dejó secando la pastilla. Se resuspendió la 

pastilla en 50 µL de agua libre de RNAsa y 0.02% de SDS. Se cuantificó el producto 

en el NanoDrop. 

7.14 Caracterización del transcrito por electroforesis en agarosa 
En tubos para microcentrifuga de 0.5 mL se agregaron de 1 a 2 μL de los 

transcritos (aprox. 300 ng) + 6 μL de formamida ultrapura desionizada + 2 μL de 

buffer de carga + agua libre de RNAsa para ajustar a 10 μL y se calentaron por 5 

min a 65 °C. Posteriormente se incubaron en hielo por 5 min. Las muestras fueron 

cargadas en el gel de agarosa exactamente como se hace en una electroforesis de 

DNA y se continuó el procedimiento hasta visualizar las muestras en un 

fotodocumentador. 
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7.15 Determinación de la incorporación de digoxigenina al transcrito por “dot 
blot” 

En una membrana de Nytran (Schleicher & Schuell) se colocó 1 µL de la 

sonda marcada con digoxigenina y a un lado se colocó 1 µL de un control positivo 

(RNA control marcado con digoxigenina 100ng/µL, Roche). Se dejó secar la 

membrana y después se fijó el RNA a la membrana empleando un Stratalinker. Se 

aplicaron 3 ciclos de crosslinking con luz UV. Una vez fijadas las muestras a la 

membrana, ésta se sumergió en Buffer B (NaCl 100 mM, MgCl2 50 mM y Tris HCl 

100 mM pH 9.5) 5 min, luego se bloqueó con una solución de 4% Blocking Reagent 

(Sigma 11096176001) por 10 minutos, después se retiró la solución y se incubó con 

anticuerpo antidigoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina (1:5000) durante 5 

minutos y se enjuagó en buffer B por 5 min. Finalmente, en la oscuridad se hizo el 

revelado con el sustrato de la fosfatasa alcalina 4 nitroblue tetrazolium cloruro y 5 

bromo - 4 – chloro – 3 indolyl fosfato (NBT/BCIP) 0.45 mg/mL y 0.175 mg/mL 

respectivamente (Sigma) aproximadamente 10 min. Se detuvo la reacción con 

Buffer A (NaCl 100 mM y TrisHCl 100 mM pH 7.6). 

7.16 Inmunohistoquímica contra c-Fos2 
Se sacaron las laminillas del ultracongelador y se secaron con una pistola de 

aire a temperatura media y velocidad media. Posteriormente, se fijaron los tejidos 

en paraformaldehído 4% en PBS 1X 5 min. Se inactivó la peroxidasa endógena, 

incubando en H2O2 al 0.1% (v/v) en PBS 1X por 10 min. Se hicieron 3 lavados en 

PBS 1X por 5 min o hasta la eliminación de las burbujas. Se permeabilizaron los 

tejidos con Tritón X-100 al 0.3% (v/v) en PBS 1X por 20 min. Se realizó un bloqueo 

con BSA al 2%, Tritón X-100 al 0.2% (v/v) en PBS 1X de 90 a 120 min. 

Posteriormente se incubaron los tejidos con el anticuerpo primario anti c-Fos (SC-

52)3 hecho en conejo 1:300 diluido BSA al 1% con Tritón X-100 al 0.1% (v/v) en PBS 

1X a 4°C durante 36 h. Transcurrido este tiempo se atemperan los tejidos a TA y se 

hicieron 3 lavados en PBS 1X por 5 min c/u. Se procedió a la incubación con el 

anticuerpo secundario anti-IgG de conejo biotinilado realizado en chivo (Vector Labs 

 
2 Para tener un control negativo, únicamente no se agrega el anticuerpo primario. 
3 Santa Cruz Biotechnology, INC demuestra la especificidad del anticuerpo a través de un control negativo 

(células 293T: sc-117752) y con un control positivo (células transfectadas con c-Fos 293T: sc-118888) 
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BA-1000) diluido 1:200 en BSA al 1% con Tritón X-100 al 0.2% (v/v) en PBS 1X 

durante 2 h a TA. Se realizaron 3 lavados con PBS 1X de 5 min y se procedió a la 

incubación con el reactivo ABC (Reactivo de ABC kit Elite Vestatain PK6100) diluido 

1:50 en PBS 1X durante 45 minutos a TA preparado 20 min antes. Nuevamente se 

realizaron 3 lavados con PBS 1X por 5 min. Para la realización del revelado se 

preparó el volumen necesario para el número de laminillas a revelar de la solución 

de revelado (0.25% de 3,3‐Diaminobencidina DAB, 0.036% de H2O2 en Tris HCl 

0.05 M pH 7.6) y se filtró usando un filtro de poro 0.45 µm, se enfrió e 

inmediatamente antes de emplearla se agregó 0.036% de H2O2. El revelado se 

realizó por incubación de las rebanadas en la solución de revelado en ausencia luz 

por aproximadamente 7 min y se detuvo la reacción con 3 lavados en Tris HCl 0.05M 

pH 7.6 o con PBS 1X. La señal positiva para c-Fos correspondió a un precipitado 

café sobre el núcleo. Si no fue posible continuar con la hibridación in situ, los tejidos 

se deshidrataron a través de etanol en concentraciones crecientes (70%, 80%, 95%, 

100% preparados en condiciones libres de RNAsas), se permitió que los tejidos se 

secaran a TA y se guardaron a -70 °C. 

7.17 Hibridación in situ contra el mensajero de Trh 
Se sacaron las laminillas del ultracongelador y se secaron con una pistola de 

aire a temperatura y velocidad media. Se fijaron los tejidos en paraformaldehído 4% 

en PBS 1X. Posteriormente se hizo un lavado en PBS 1X de 5 min y se permeabilizó 

por 30 min en 0.3% Triton X–100 en PBS 1X. Nuevamente se lavaron en PBS 1X 

por 5 min y se hizo una incubación a 37° C con agitación por 30 min con Proteinasa 

K 1 μg/ml diluida en EDTA 0.05 M con Tris 0.1 M pH8.0. Se lava 1 vez en PBS 1X. 

Transcurrido el tiempo, se hizo un lavado por 10 min en PBS 1X, se acetilaron 

[preparar al momento SSC 4Xfinal + 0.1 M de trietanolamina + 0.25%de ácido 

acético anhídrido pH final de 8.0] las rebanadas por 10 min, luego se hizo un lavado 

por 5 min en SSC 2X [NaCl 0.3 M y citrato de sodio 0.03 M] y se deshidrataron por 

2 min en alcohol con concentraciones crecientes 75%, 80%, 95% y 100%. 

Subsiguientemente se deslipidaron las rebanadas en cloroformo puro por 5 min y 

se realizaron lavados en EtOH 100% y 95% de 2 min c/u. Los tejidos se dejaron 

secando al aire a TA. Para la hibridación, los tejidos fueron cubiertos con 70 µL de 
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buffer de hibridación [500 µL: SSC 20X 50 µL, 20% dextran sulfato en formamida 

desionizada ultra pura 250 µL, 10% sarscosyl en buffer fosfatos 1 M (pH 7.4) 50 µL, 

Denharts 100X 5 µL, DNA esperma de salmón 10 mg/mL 12.5 µL, tRNA de levadura 

10 mg/mL 12.5 µL, DTT 1 M 50 µL, Poly A 10 mg/mL 12.5 µL (precalentado a 52 

°C), la sonda de RNA (sentido o antisentido) desnaturalizada para tener una 

concentración final de 2 µg/mL, se afora con H2O a 500 µL]. Una vez colocada la 

solución de hibridación, ésta se distribuyó y se cubrió con un Parafilm y se incubaron 

las rebanadas 6-10 h a 52 °C en una cámara húmeda de 50% formamida. Posterior 

a la hibridación, se retiraron las laminillas del horno y se fue retirando el Parafilm 

dentro de una solución de SSC 1X a 52 °C y fueron colocadas en una rejilla. Se 

inició el proceso de eliminación del exceso de sonda, para lo cual se realizaron 2 

lavados en SSC 2X + 50% formamida a 52 °C por 15 y 20 min respectivamente. Se 

continuó con 2 lavados más con SSC 2X por 5 min a TA e incubación en RNAsa 50 

µg/mL en SSC 2X + 1 mM EDTA pH 8.0 por 30 min a 37 °C. Inmediatamente 

después se realizaron 2 lavados con SSC 2X por 3 min. Se hizo un lavado en SSC 

2X + 50% formamida a 52 °C por 15 min y se procedió con el revelado de la sonda 

con digoxigenina. Para esto, se incubó 1h en Blocking reagent (Sigma) 4% en PBS 

1X, 30 min en BSA 2% con 0.3% de Tritón X-100 en solución A [Tris HCl 100 mM 

pH 7.6 + NaCl 100 mM]. Después se realizaron 2 lavados con solución A por 10 

min. Finalmente se incubaron las laminillas con una solución que contenía 

anticuerpo Anti digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina (1:1500) en BSA 1% con 

0.15% Tritón X-100 en solución A, durante 24-36h a 4 °C. Transcurrido este tiempo, 

se atemperaron los tejidos a TA durante 30 min, se hicieron 2 lavados en solución 

A por 10 minutos y 2 lavados en solución B [NaCl 100 mM, MgCl2 50 mM y Tris HCl 

100 mM pH 9.5] por 10 min e inmediatamente después se procedió con el revelado. 

En oscuridad, se preparó la solución de revelado con 45 µL de NBT (Sigma) + 35 

µL de BCIP (Sigma) + 2.4 mg de levamisole por cada 10 mL de solución B. El tiempo 

de revelado fue de aproximadamente 2 h. Para detener la reacción, se hicieron 2 

lavados en solución B por 2 min y un enjuague rápido en H2O. Para observar la 

señal en el microscopio, los tejidos se montaron con glicerol 50% en PBS1X y se 
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cubrieron con un cubreobjetos que fue sellado con barniz de uñas transparente. La 

señal observada correspondió a un precipitado perinuclear de color morado. 

7.18 Cuantificación de la hibridación in situ e inmunohistoquímica 
Para tener un mejor contraste de las señales combinadas de la IHC y la ISH, 

se realizó una tinción en una laminilla con verde de metilo. Para realizar dicha tinción 

se incubaron las rebanadas en verde de metilo al 1% previamente calentado a 60 

°C por 15 s, se enjuagaron con H2O y finalmente con glicerol al 50% en PBS 1X; se 

les colocó un cubreobjeto y fue sellado con barniz de uñas. Así mismo, para 

identificar las señales, se tomó el criterio de que la señal del mensajero de TRH es 

perinuclear, mientras que la de c-Fos es nuclear; además para identificar la 

colocalización de las señales se observaron las imágenes directamente en el 

microscopio para facilitar la identificación de los colores. Para realizar el conteo se 

utilizó un sistema de imágenes compuesto por un microscopio Zeiss Axioscop con 

platinas motorizadas y acoplado a una cámara, ambos conectados a una 

computadora que cuenta con el programa Mercator de Explora Nova. Con este 

sistema se delimitó en 5X el área correspondiente a las diferentes regiones del DMN 

con ayuda de una rebanada contigua teñida con azul de toluidina y con el Atlas de 

Paxinos del cerebro de ratón. Luego se colocó una cuadrícula virtual de 50 µm sobre 

la región marcada. El conteo fue realizado sobre 6 a 9 rebanadas para cada animal 

a 40X. Se puso una marca distinta para cada señal: Trh+, c-Fos+ y colocalización. 

Para la determinación numérica del conteo, se realizó un promedio del número total 

de células marcadas por rebanada para cada categoría. Es decir, para cada 

rebanada se contó el lado izquierdo y derecho; se sumaron ambos lados para todas 

las rebanas y se obtuvo el promedio por rebanada de cada animal para todas las 

categorías. 

7.19 Estadística 
Los histogramas representan el promedio  error estándar de la media 

(ESM); se construyeron con Microsoft Excel 2013. En el análisis estadístico se utilizó 

el programa IBM SPSS Versión 5. Primero se realizó un análisis de la 

homogeneidad de las varianzas (Levene) y si no se obtuvo significancia, se procedió 

a hacer un ANOVA de un factor o variable. Si la prueba de ANOVA arrojó un 
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resultado con un valor p<0.05, se realizó un análisis de Tukey para observar las 

diferencias significativas entre los distintos grupos de datos. En las gráficas, se 

indicaron los valores de significancia de la prueba de Tukey: cuando un resultado 

obtuvo un valor p<0.01 se colocó el símbolo ☻. En las gráficas se muestran unas 

barras de error que corresponden a la desviación estándar. 

8. Resultados 
 

8.1 Efecto del ayuno y de la reingesta en el consumo de alimento y la masa 
corporal de los animales 

Para corroborar que los tratamientos a los que fueron sometidos los animales 

tuvieran el efecto esperado, se registraron las masas corporales de cada animal al 

inicio y al final de cada tratamiento. Se calcularon los cambios de masa corporal en 

cada grupo de animales (Figura 4).  

Adicionalmente se midió la masa del alimento consumido en el grupo ad 

libitum y en el grupo reingesta al inicio y al final del experimento. A lo largo de 24 h, 

el grupo ad libitum consumió 10.4 g de alimento, mientras que el grupo reingesta 

consumió 3.1 g de éste durante 3 horas. 
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A partir de la información obtenida del cambio de masa de cada grupo a lo 

largo del experimento, se puede afirmar que el periodo de ayuno fue suficiente para 

ocasionar una disminución en el peso corporal de los animales. Del mismo modo, 

la reingesta ocasionó un incremento significativo en las masas de los animales 

posterior al ayuno; sin embargo, las 3 h de reingesta post ayuno, no fueron 

suficientes para recuperar su masa inicial anterior al periodo de ayuno. 

8.2 Visualización del núcleo dorsomedial 
Para visualizar la estructura anatómica del DMN de ratón, se hicieron 

tinciones en rebanadas coronales de 20 µm con azul de toluidina, este material se 

obtuvo de un animal sin tratamiento. Comparando las rebanadas teñidas con el 

mapa del cerebro de ratón de Paxinos y Franklin 2013, se logró la identificación del 

DMN a lo largo de los cortes (Figura 5). 

Figura 4. Efecto de ayuno y reingesta sobre el cambio de masa corporal 

en 24h 

Los datos (experimento #2) fueron obtenidos restando la masa corporal a las 24 

h a la masa inicial del animal. En azul se encuentra el grupo control; en rojo, el 

grupo ayunado; en verde, el grupo con reingesta, dividido en los datos post-

ayuno y en los datos post-reingesta. Los grupos ayuno muestran una diferencia 

significativa contra el grupo control. El grupo de reingesta mostró un cambio 

significativo contra el grupo control; así mismo se observó un cambio significativo 

entre el grupo de reingesta y el grupo de ayuno. P<0.01. n = 3 en todos los casos. 
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Se pudo observar que la morfología del DMN va cambiando en función de la 

distancia al Bregma. En la parte más anterior, el DMN presenta una posición más 

dorsal; mientras que, en las rebanadas posteriores, el DMN presenta una posición 

más ventral. 

Figura 5. Localización del DMN en cortes coronales del cerebro de ratón 

Las micrografías de la izquierda fueron tomadas en campo claro con el objetivo 

de 1.25 X y las de la derecha con el objetivo de 5X. A la izquierda en verde se 

encuentra indicada la zona del hipotálamo que contiene al DMN. A la derecha se 

amplifica la zona marcada en verde y se indica el contorno del DMN con color 

amarillo. Paneles superiores a nivel del Bregma -1.70 mm, paneles intermedios a 

nivel del Bregma -1.94 mm y paneles inferiores a nivel del Bregma -2.06 mm. 

400 µm 100 µm 
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8.3 Síntesis de sondas marcadas con UTP-digoxigenina sentido y antisentido 
del ARN mensajero de TRH 

Para la obtención de las sondas sentido (S) y antisentido (AS) del ARN 

mensajero de TRH, se realizó un proceso en distintas etapas. Primero se purificó el 

plásmido pGEM-T que contiene un segmento del ADNc de Trh (Figura 6A). Luego 

se linearizó el plásmido (Figura 6B) y se realizó la transcripción in vitro con UTP-

digoxigenina tanto para la sonda S como para la AS (Figura 6C). Finalmente se 

purificó el transcrito obteniéndose una cantidad aproximada de 15 µg y una relación 

260/280 nm de 1.8. Se confirmo la incorporación de digoxigenica en las sondas por 

dot blot (Figura 6D). 

   

 

A                          B                             C                                     D 

Figura 6. Purificación y linearización del plásmido pGEM-T y síntesis de 

las sondas marcadas con UTP- digoxigenina contra el mensajero de TRH 

A. Purificación del plásmido pGEM-T. El plásmido se encuentra en el carril 

izquierdo, en el carril central se encuentra el marcador de peso molecular. B. 

Plásmido pGEM-T linearizado con NcoI (para la sonda antisentido) en carril 

izquierdo y con SpeI (sonda sentido) en carril de en medio, marcador de pares 

de bases en carril derecho. C. De izquierda a derecha: En el primer carril, sonda 

sentido; en segundo y tercer carril, sonda antisentido; en cuarto carril, marcador 

de pares de bases. D Dot blot de las sondas de cRNA para el mensajero de TRH, 

de arriba hacia abajo: control positivo (RNA control marcado con digoxigenina, 

Roche), sonda antisentido y sonda sentido. 
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8.4 Inmunohistoquímica contra c-Fos 
 La transcripción y traducción de c-Fos se incrementa en las neuronas que 

son eléctricamente activas, por lo que su expresión se utiliza como un marcador de 

actividad neuronal (Bentivoglio et al., 1993). Se realizó una prueba preliminar de 

inmunohistoquímica contra c-Fos en rebanadas en flotación con un animal control, 

otros ayunados, y otros con reingesta (exp # 1). Posteriormente, se realizó un 

conteo del número de células inmunorreactivas para c-Fos en el DMN y se hizo un 

análisis estadístico. Es importante hacer notar que en el análisis estadístico no se 

incluyó al grupo control, ya que por error de diseño sólo se contaba con una N de 1 

(Figuras 7y 8). 
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 Al comparar el número de células c-Fos inmunorreactivas resulta claro que 

en el DMN se incrementa el número de células activas pasando de un estado de 

ayuno a un estado de reingesta. 

8.5 Inmunohistoquímica de c-Fos e hibridación in situ para el mensajero de 
Trh. 

En el experimento # 2 se realizó la inmunohistoquímica de c-Fos y 

posteriormente la hibridación in situ del mensajero de Trh. Para confirmar la 

especificidad de las señales, se tomaron en cuenta diversos controles mostrados a 

continuación (Figura 9). Los controles muestran que no se observan señales si se 

usa la sonda sentido en la hibridación in situ o se omite el anticuerpo primario para 

la inmunohistoquimica, y que se pueden distinguir células doblemente positivas de 

las tinciones sencillas. Además, se realizó el conteo de células que presentaron las 

señales (Figura 10), así como un análisis estadístico (Figura 11). Cabe hacer notar 
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Figura 8. Influencia del tratamiento sobre el número de células c-Fos 

inmunorreactivas en el DMN 

En este experimento, se sumaron todas las células positivas detectadas en varios 

cortes a lo largo del DMN. Se observa que hay un mayor número de células c-Fos 

positivas en el grupo de reingesta en comparación con el grupo de ayuno. P<0.01 

☻ 
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que en las neuronas de TRH la activación neuronal se acompaña de un incremento 

de la cantidad de transcrito de Trh, por lo que el número de neuronas detectadas 

por hibridación in situ puede incrementarse. El conteo de las neuronas Trh positivas 

es entonces un marcador alternativo de activación de las neuronas de TRH. 

 

 

 

A B E 

C D 

25 µm 

Figura 9. Micrografías de los controles utilizados para la IHC y la 

ISH 

A, B, C, D y E corresponden a un animal del grupo de reingesta y se 

encuentran a 40X. A y B únicamente pasaron por la técnica de ISH 

paraTrh; A se hibridó con una sonda sentido, mientras que B con una 

sonda antisentido. C pasó por ISH con sonda sentido contra Trh y por 

IHC anti c-Fos. D pasó por ISH con sonda antisentido contra Trh, pero 

en la IHC no se utilizó anticuerpo primario. E pasó por ISH con sonda 

antisentido anti Trh y por IHC anti c-Fos; además se realizó una tinción 

con verde de metilo. En E se indica con azul células c-Fos positivas, con 

amarillo células positivas para el mensajero de Trh y en verde la 

colocalización de las señales. 
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100 µm 

50 µm 

25 µm 

Figura 10. Micrografías de los DMN de animales control, ayunados 

o con reingesta con doble tinción para ARNm de Trh y c-Fos 

A, B y C se encuentran a 10X, 20X y 40X respectivamente, pertenecen 

a un animal del grupo control. D, E y F se encuentran a 10X, 20X y 40X 

respectivamente, pertenecen a un animal del grupo ayuno. G, H e I se 

encuentran a 10X, 20X y 40X respectivamente, pertenecen a un animal 

del grupo reingesta. Se indica con azul las células c-Fos positivas, con 

amarillo las células positivas para el mensajero de Trh y en verde la 

colocalización de las señales. 
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A partir de los resultados obtenidos con este experimento, se puede observar 

que en el DMN no hay diferencias en el número de células c-Fos inmunorreactivas 

entre el grupo control y el grupo de ayuno; pero sí hay un incremento de éstas en el 

grupo de reingesta. Con las células positivas para el mensajero de Trh ocurre algo 

similar a lo observado con las células c-Fos positivas. Finalmente, del mismo modo 

sucede con el número de células que colocalizan ambas señales.  
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Figura 11. Número de células positivas para el mensajero de Trh y/o c-Fos 

por rebanada de DMN 

En todos los casos se observa que hay una diferencia significativa en el grupo 

de reingesta en contraste con los otros dos grupos. Sin embargo, no parece 

haber diferencias entre el grupo control con el grupo ayuno. P<0.01 para el grupo 

TRH+C-FOS. P<0.01 para el grupo TRH. P<0.01 para el grupo C-FOS. n = 3 en 

cada grupo. 

☻ ☻ ☻ 
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9. Discusión 
En este trabajo, utilizamos el modelo de ayuno y reingesta en el ratón adulto 

macho para determinar si las neuronas TRHérgicas del DMN son sensibles al 

estado del balance energético. El modelo de ayuno / reingesta produjo resultados 

esperados. Así, se observó que el peso corporal disminuye con el ayuno y aumenta 

con la reingesta. Por otro lado, se pudo observar que en el DMN no hay diferencias 

en el número de células c-Fos inmunorreactivas entre el grupo control y el grupo de 

ayuno, pero sí hubo, en 2 experimentos independientes, un incremento de éstas en 

el grupo de reingesta. Este incremento es consistente con un estudio realizado en 

2007 por Singru et al., en ratas en el cual se observó que después de un ayuno por 

3 días, un periodo de reingesta de 2 horas incrementa el número de células 

inmunorreactivas para c-Fos en distintos núcleos del hipotálamo, entre ellos el DMN. 

Por lo tanto, el protocolo utilizado provocó cambios notables, tanto durante la 

reingesta. 

Sin embargo, los experimentos realizados en esta tesis indican que el ayuno 

por 24 h en ratones macho de 2 meses de edad no generó cambio significativo en 

el número de células TRHérgicas activas, según el criterio de expresión de c-Fos, o 

del número total de células que expresan el ARNm de Trh. Por el contrario, sí hubo 

un incremento del valor de ambas determinaciones posterior al periodo de reingesta 

de 3 h. Por lo tanto, estos datos indican que la actividad de neuronas TRHérgicas 

del DMN de ratón macho adulto es incrementada durante la reingesta posterior a un 

ayuno de 21 h. Los datos presentados en esta tesis son en parte consistentes con 

otros datos del laboratorio obtenidos en ratones macho adultos en condiciones 

analíticas distintas que muestran un incremento en el número de neuronas 

TRHérgicas en el grupo de reingesta (Vargas, no publicado). Las señales que 

contribuyen a este incremento de actividad, y su consecuencia funcional son todavía 

desconocidos. 

Un aspecto que no se analizó en esta tesis es la localización precisa de las 

neuronas TRHérgicas sensibles a reingesta en el DMN. En una observación 

reciente, Yamili Vargas observó en condiciones experimentales ligeramente 

distintas (ratones que expresan una proteína fluorescente bajo el promotor de TRH) 
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que, si bien hay neuronas TRHérgicas activadas por reingesta en ratones macho 

adultos, estas neuronas tienden a confinarse a la región posterior del DMN, 

sugiriendo una heterogeneidad funcional de estas neuronas. En el futuro será 

importante saber si esta heterogeneidad funcional puede asociarse a fenotipos 

neuronales distintos (receptores o proyecciones p.e.). Una de las incógnitas es el 

fenotipo exacto de las neuronas TRHérgicas del DMN; ¿qué otros 

neurotransmisores expresan? Por ejemplo, si expresan péptidos, ¿son los mismos 

cuyas respuestas al ayuno han sido descritas? ¿Cuáles son los receptores 

expresados por estas neuronas? ¿Expresan receptores a leptina, insulina o TrkB? 

Si estuvieran expresando al TrkB, sabríamos mucho más sobre su papel fisiológico, 

ya que las neuronas del DMN que expresan TrkB son necesarias y suficientes para 

controlar la ingesta de alimentos (Liao et al., 2019). Sin embargo, los antecedentes 

del laboratorio sugieren que no es el caso, ya que en el laboratorio se ha mostrado 

que las neuronas hipotalámicas TRHérgicas de rata fetal se pueden separar en 2 

grupos: neuronas TrkB positivas, que coinciden con las neuronas del PVN, y 

neuronas TrkB negativas, que pudieran incluir a las del DMN (Guerra-Crespo et al., 

2001, Ubieta et al., 2007). De todas formas, esta pregunta requiere una estrategia 

más precisa para resolverse. 

Otra de las preguntas fundamentales que generan estos datos es la 

naturaleza de las señales que inducen la activación de las neuronas TRHérgicas 

durante la reingesta. Estas señales pudieran ser metabólicas, hormonales y/o 

nerviosas. A continuación, exploramos algunas ideas de interpretación.  

El ayuno genera diversos efectos metabólicos que dependen de la 

prolongación de éste. Por ejemplo, en ratones se ha detectado que en un periodo 

de ayuno de 4 h se presenta un incremento en la glucogenólisis en hígado, pero un 

decremento de ésta a las 24 h de ayuno así como un incremento en factores de 

transcripción y proteínas relacionadas con la gluconeogénesis y un incremento en 

la concentración de ácidos grasos libres en sangre, especialmente el β-

hidroxibutirato, pero no un cambio en la concentración de urea por lo que se 
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descarta que a las 24 h de ayuno haya degradación de proteínas (Champy et al., 

2004, Gavrilova et al., 1999, Heijboer et al., 2005). 

En ratones, durante el ayuno se ven disminuidas las concentraciones en 

plasma de leptina e insulina. Sin embargo, cuando llega el periodo de reingesta, el 

nivel de leptina llega a niveles basales durante la primera hora y los niveles de 

insulina se ven incrementados drásticamente en comparación con los niveles 

basales (Wu et al., 2013). Este dato hace importante explorar la posibilidad de que 

la respuesta observada en este trabajo en el DMN del grupo reingesta podría 

deberse a la insulina. 

Algo muy conocido es que la insulina estimula a neuronas POMC del ARC 

generando una respuesta anorexigénica (Barsh et al., 2002). Si bien la dirección de 

este razonamiento se apoya en que las neuronas del ARC reciben la señal de la 

insulina en plasma, no se debe descartar la idea de que la insulina puede atravesar 

la barrera hematoencefálica (Banks et al., 2012). En 1986 Corp et al publicaron un 

experimento donde bañaron rebanadas de cerebro de rata con insulina marcada 

con I125 y vieron a través de autoradiografías que distintas áreas del hipotálamo 

estaban fuertemente marcadas, entre ellas el DMN (Corp et al., 1986). Con base en 

dichas publicaciones es posible que la alza en el número de células TRHérgicas 

activas en el DMN observadas en este trabajo en el grupo de reingesta esté 

intrínsecamente relacionado a un posible aumento en la concentración de insulina 

plasmática. Sin embargo, faltaría mostrar que las neuronas TRHérgicas del DMN 

expresen receptores de insulina, porque hasta el momento no hay estudios que 

confirmen dicha suposición.  

Otra hormona que se ve incrementada a nivel periférico y central posterior a 

la ingesta de alimentos es el péptido 1 similar al glucagón (GLP-1). Uno de los 

efectos que tiene a nivel periférico es potenciar la liberación de insulina y retrasar el 

vaciamiento intestinal, mientras que a nivel central se le ha asociado a la 

disminución del apetito y a la sensación de saciedad (Andersen et al., 2018). 

Además, se sabe que en el núcleo del tracto solitario (NTS) existe una población de 

neuronas de GLP-1 que proyectan al DMN, sin mencionar que se han encontrado 
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receptores de GLP-1 en el DMN y que animales nulos para estos receptores en el 

DMN manifiestan una ganancia en la masa corporal (Trapp, 2013, Lee, 2018). Así, 

otra hipótesis es que las neuronas TRHérgicas del DMN están abajo de la cascada 

de señalización de las neuronas GLP-1 del NTS. Sin embargo, es importante 

destacar que las neuronas de POMC del ARC tienen receptores para insulina y 

GLP-1 y que existe una proyección de neuronas POMC del ARC al DMN, sin 

mencionar que en el DMN se han encontrado receptores MC4R (Varela et al., 2012, 

Wei et al., 2018, Millington 2007). Por lo cual también cabe la posibilidad de que las 

neuronas TRHérgicas del DMN sean activadas por esta proyección desde el ARC 

durante la reingesta. A pesar de que se ha observado que la administración de GLP-

1 tiene como efecto la disminución de masa corporal, en ratones nulos para el 

receptor de GLP-1 en neuronas POMC del ARC sólo se presenta una tendencia en 

la disminución de la masa de éstos en comparación con el control, pero no hay 

diferencias significativas (Burmeister et al., 2016). Lo cual sugiere que es posible 

que las neuronas POMC con receptores GLP-1 del ARC tengan un efecto 

cooperativo con otras vías para modular el peso corporal. 

Otra interrogante importante es cuál sería el significado fisiológico de la 

activación de las neuronas TRHérgicas del DMN durante la reingesta. En la 

introducción se mencionaron evidencias con estudios por lesiones y 

electroestimulación del hipotálamo lateral en distintos modelos animales, que 

sugieren que éste tiene una función importante en la homeostasis energética. En 

2003 el grupo de Chou, a través de marcajes retrógrados con la toxina B del cólera, 

demostró que cerca de un tercio de las neuronas TRHérgicas del DMN lanzan 

proyecciones hacia el hipotálamo lateral. Posteriormente en 2012 el grupo de van 

den Pol, por medio de electrofisiología y de inmunohistoquímica, demostró que en 

el hipotálamo lateral hay neuronas de MCH que se encuentran reguladas de manera 

indirecta por neuronas TRHégicas a través de neuronas GABAérgicas. En conjunto 

estos datos sugieren que algunos de los efectos del hipotálamo lateral en el balance 

energético podrían estar influenciados por esta conexión. Por lo tanto, una hipótesis 

que surge de nuestra observación es que en ratones la actividad de las neuronas 
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TRHérgicas del DMN contribuye a generar señales de saciedad en el transcurso de 

un evento de reingesta posterior a un ayuno prolongado. 

10. Conclusión 

Con base en lo publicado y en los resultados obtenidos en este trabajo, se 

concluye que en el DMN hay una población de neuronas TRHérgicas sensible a 

señales provocadas por la ingesta de alimento posterior a un ayuno. Las señales 

responsables de esta reactivación pudieran incluir la insulina y otras hormonas o 

neuromediadores regulados por la re-ingesta, tal como el GLP-1. La activación de 

esta población pudiera generar señales de saciedad gracias a que proyectan 

indirectamente hacia las neuronas MCH del hipotálamo lateral, a través de 

interneuronas GABAérgicas. 

11. Perspectivas 
Para probar la hipótesis de que cambios en las concentraciones circulantes 

de insulina y/o de GLP-1 son importantes para activar las neuronas de TRH del 

DMN, se sugiere: 

a) Hacer un experimento para comparar a nivel celular la localización de 

receptores de insulina y GLP-1, así como el mensajero de Trh en el DMN. 

b) Realizar una inmunohistoquímica de c-Fos y una ISH para el mensajero 

de Trh en ratones a los cuales se les inyecte insulina o GLP-1 y 

compararlo con un grupo control. 
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