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RESÚMEN

La anorexia nervosa es un complejo trastorno alimenticio asociado a una serie de alteraciones

neuroendócrinas. El eje hipotálamo-hipófisis adrenal y tiroideo (HHT) se encuentran alterados.

El eje HHT está regulado por la hormona liberadora de tirotropina (TRH) sintetizada en el Núcleo

paraventricular del hipotálamo (NPV). El TRH se sintetiza en diversas regiones del cerebro donde

ejerce una función neuromoduladora, por ejemplo puede actuar como un neuropéptido anorexigénico.

Su metabolismo es regulado por el estado de nutrición; en el ayuno, el eje tiroideo se inhibe:

disminuye la síntesis del TRH en el NPV y su liberación, esto lleva a una disminución de la

concentración sérica de tirotropina (TSH) y de las hormonas tiroideas; paradójicamente la

retroalimentación negativa está bloqueada. El objetivo del estudio fue definir la participación del TRH

en el control central de la conducta alimentaria. Se usaron ratas Wistar hembras adultas. El

experimento duró 7 días. Los grupos que se utilizaron para el estudio fueron: Control: consumo libre

de alimento y agua; anorexia por deshidratación (AN): consumo libre de alimento y solución salina al

2.5% como bebida (restricción voluntaria del consumo de alimento); restricción Alimentaria forzada

(RA): consumo libre de agua e isocalórico al grupo AN. Las regiones del cerebro estudiadas fueron:

NPV, núcleo accumbens, corteza frontal, amígdala, hipocampo, y corteza insular, elegidas por su

participación en la conducta alimentaria. Se semicuantificó el RNAm de pro-TRH, TRH-R1, TRH-R2,

pro-CRH, CRH-R2 y GR por RT-PCR. En suero se midió la concentración de leptina por ELISA; y

corticosterona, hormonas tiroideas (T3, T4) y TSH por radioinmunoensayo. El grupo AN y RA

disminuyeron su consumo de alimento un 83% y perdieron un 20% y un 13% de su peso

(respectivamente) vs el control (100%). En ambos grupos disminuyó la concentración sérica de leptina

y aumentó la de corticosterona.  En la RA, el eje tiroideo se encontró inhibido:  la expresión de

proTRH y de TRH-R1  en el NPV disminuyó; TSH, T3 y T4 disminuyeron. En la AN la expresión de

proTRH no cambió. Pero la concentración sérica de TSH y T4 aumentaron, sugiriendo una activación

del eje tiroideo. La expresión de proCRH en el NPV en la RA y la AN disminuyó, y se encontró una

respuesta diferencial en la expresión de CRH-R2 entre la RA y la AN. Además, en la AN disminuyó la

expresión de TRH-R1 y de la PPII en la adenohipófisis, las cuales son reguladas positivamente por la

acción de TRH. En la amígdala se encontraron cambios significativos en la vía TRHérgica y

CRHérgica entre la RA y la AN. En la RA disminuyó la expresión de TRH-R1, proCRH y aumentó la

de CRH-R2 y GR; mientras que en la AN disminuyó la expresión de proTRH y aumentó la de CRH-

R2. En el núcleo accumbens aumentó la expresión de proTRH y disminuyó la expresión de CRH tanto

en la RA y la AN, mientras que la expresión de TRH-R1 aumentó solamente en la AN. En el

hipocampo aumentó la expresión de proTRH y disminuyó la de TRH-R1 en la RA. En la corteza frontal

disminuyó la expresión de proTRH en la AN y disminuyó la expresión de TRH-R1 en la RA.

A pesar de que se presentaron los mismos cambios metabólicos en la RA y la AN, el eje HHT en la

AN no se adaptó a la restricción calórica como en el grupo de la RA. Los cambios en el metabolismo

del TRH en el Sistema Límbico sugieren la participación  de este neuropéptido en la anorexia por

deshidratación.
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I. INTRODUCCIÓN

La motivación por ingerir algún alimento como respuesta a la sensación de hambre, está

estrictamente regulada en los mamíferos por señales hormonales y neuronales (Leibowitz y Wortley,

2004). A lo largo del tiempo, la cantidad de energía ingerida puede verse influenciada por varios

factores, y sin embargo, las reservas energéticas almacenadas en forma de tejido adiposo se

mantienen relativamente constantes (Jequier y Tappy, 1999). Estas observaciones sugieren la

existencia de un mecanismo  homeostático que compensa las diferencias en el balance energético.

Los factores ambientales y el tipo o los tipos de nutrimentos consumidos (carbohidratos, grasas,

proteínas) (Konturek et al., 2004) pueden alterar la ingesta de los alimentos y el gasto energético. Por

ejemplo, las señales fisiológicas que incluyen la información neuronal relacionada a ciclos circádicos,

estacionales, señales metabólicas que reflejan la concentración de los diferentes sustratos utilizados

por el cerebro y  otros órganos; señales gastrointestinales generadas por la distensión gástrica, y la

liberación de péptidos del tracto gastrointestinal en respuesta a los nutrimentos ingeridos (Konturek et

al., 2004; Woods, 2004; Adam y Mercer, 2004). Los factores emocionales y la palatabilidad de los

alimentos también pueden  ejercer efectos transitorios o duraderos en la cantidad  de alimento

(Konturek et al., 2004; Erlanson-Albertsson, 2005).
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El hipotálamo regula la conducta alimentaria

En el hipotálamo se integra la información de las señales centrales y periféricas para regular la

homeostasis energética (Berthoud, 2002). Los péptidos orexigénicos y anorexigénicos (Fig. 1) que

constituyen una gran parte del circuito neuronal que regula la conducta alimentaria y el peso corporal,

son sintetizados por las neuronas localizadas en los diferentes núcleos hipotalámicos (Leibowitz y

Wortley, 2004; Jaimes y cols., 2005).

En la parte media del núcleo arcuato del hipotálamo (ARC) se encuentran numerosos neuronas que

sintetizan al neuropéptido Y (NPY) y al péptido relacionado al agouti (AgRP), los cuales estimulan la

ingesta de alimento;  mientras que en la parte lateral del ARC se encuentran neuronas que sintetizan

el transcrito regulado por cocaína y anfetamina (CART) y la pro-opiomelanocortina (POMC) del cual

se deriva otro péptido, la hormona α  estimulante del melanocito (α-MSH) los cuales inhiben la ingesta

de alimento (Cone y cols., 2001).

El hipotálamo lateral, conocido com el centro del hambre, está formado por neuronas que estimulan la

ingesta de alimento, estas neuronas sintetizan las orexinas/hipocretinas (Sakurai y cols. 1998) y la

hormona concentradora de melanina (MCH) (Bittencourt y cols., 1992).

En el núcleo ventromedial del hipotálamo (VMN) no se encuentran muchas neuronas que sinteticen

neuropéptidos, pero se ha demostrado que existen neuronas glucoreceptivas que expresan

receptores a la leptina.

El núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV) está constituido por células magnocelulares y

parvocelulares; las neuronas magnocelulares sintetizan vasopresina y oxitocina, y sus axones se

proyectan a la hipófisis posterior. Las neuronas parvocelulares del NPV sintetizan péptidos

anorexigénicos como la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la hormona liberadora de

tirotropina (TRH), y sus axones se proyectan a la eminencia media, los péptidos son secretados a la

circulación  hipotálamo-hipófisis portal para llegar a la hipófisis anteriror (Swanson y Sawchenko,

1983). Las neuronas parvocelulares del NPV también están constituidas por neuronas autonómicas

con axones que se proyetan a neuronas pregangliónicas simpáticas en la médula espinal (Swanson y

Sawchenko, 1983).
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Estimulan la ingesta alimentaria Inhiben la ingesta

alimentaria

Neuropéptido Y (NPY) Hormona liberadora de

Tirotropina  (TRH)

Orexina/hipocretina Hormona liberadora de

corticotropina (CRH)

Péptido relacionado al agouti (AgRP) Leptina

Hormona concentradora de melanina

(MCH)

Hormona α  estimulante del

melanocito (α-MSH)

Galanina Pro-opio-melanocortina

(POMC)

Glutamato Péptido similara al  glucagón 1

(GLP-1)

Ácido γ-aminobutírico (GABA) Transcrito regulado por cocaína

y anfetamina (CART)

Figura 1. Péptidos hipotalámicos involucrados en el control de la ingesta alimentaria. Los péptidos del lado izquierdo del

recuadro son orexigénicos, es decir, estimulan la ingesta de alimento. Los péptidos del lado derecho del recuadro  son

anorexigénicos, es decir, inhiben la ingesta de alimento.

Regulación hormonal periférica de la conducta alimentaria

Las señales periféricas modulan las vías hipotalámicas neuronales que participan en el control de la

conducta alimentaria, a través de la regulación de la expresión de los péptidos orexigénicos y

anorexigénicos (Fig. 2). Estas señales periféricas pueden dividirse en dos tipos:

1) las señales gastrointestinales como la grelina, la cual ejerce un efecto a corto plazo. La

grelina es un factor orexigénico sintetizado principalemente en el estómago. En humanos este

péptido es regulado por la ingesta de alimento, su concentración sérica baja después el

consumo de alimento (Tschop y cols., 2000) y aumenta en periodos de ayuno (Tschop y cols.,

2001). En las ratas, la administración central o periférica de grelina aumenta la ingesta de

alimento y el peso corporal, mientras que disminuye la lipólisis (Tschop y cols., 2000).

La grelina ejerce sus efectos orexigénicos a través de la regulación positiva de la expresión

de NPY y AgRP en el ARC (Wang y cols., 2002).

2) las señales adipostáticas como la leptina y la insulina, las cuales ejercen un efecto a largo

plazo. La leptina sintetizada en el tejido adiposo y la insulina sintetizada en el páncreas, son

dos hormonas que participan en la homeostasis energética. La restricción calórica  induce una
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disminución de la concentración sérica de leptina, este efecto puede revertirse con el

consumo de alimento o con la inyección de insulina (Saladin y cols., 1995). La circulación de

la leptina refleja los depósitos de energía (grasa) y la disponibilidad de nutrimentos.

La leptina inhibe las neuronas que expresan los péptidos orexigénicos NPY/AgRP y activa las

neuronas que expresan los péptidos anorexigénicos POMC/CART en el ARC. Por lo tanto

cuando diminuye la concentración sérica de la leptina como en el caso del ayuno, las

neuronas orexigénicas se activan y las anorexigénicas se inhiben (Jaimes y cols., 2005).

La concentración sérica de la insulina también está positivamente correlacionada con los

depósitos de grasa, y después de la ingesta de alimento esta aumenta rápidamente. Cuando

la insulina entra al cerebro actúa como una señal anorexigénica, disminuyendo la ingesta de

alimento y el peso corporal, este efecto es a través de la regulación de la expresión del NPY y

de POMC (Wynne y cols., 2005).

                                            Figura 2. Regulación hormonal periférica de la conducta alimentaria

..., --
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ALTERACIONES NEUROENDÓCRINAS EN LA ANOREXIA NERVOSA

La anorexia nervosa es un complejo trastorno alimentario que afecta principalmente adolescentes y

mujeres jóvenes. Este trastorno se caracteriza por alteraciones de la conducta alimentaria, es decir,

disminución voluntaria del consumo de alimento, rechazo a mantener el peso corporal mínimo normal,

miedo intenso a ganar peso y alteración en la percepción de la imagen corporal. La prevalencia  de

esta enfermedad varía de 0.5% a 1.5%. Algunos estudios realizados en México han reportado que el

60% de las mujeres adolescentes que asisten a escuelas privadas llevan a cabo dietas para bajar de

peso, y entre el 2.5% y el 12% utilizan el vómito autoinducido, laxantes o diuréticos para este mismo

fin (Unikel y Villatoro, 2000). Otro estudio realizado con estudiantes de escuelas públicas  del Distrito

Federal reporta que un 5.4% de mujeres entre los 13 y 15 años de edad y un 16.1% entre los 16 y 18

años de edad  presentan un riesgo a desarrollar una patología alimentaria (Unikel et al., 2002).

Se sabe poco sobre la fisiopatología de este trastorno. Existe evidencia que sugiere la posibilidad de

que uno o más neuropéptidos en el cerebro contribuyan a la sintomatología de la AN, como

alteraciones del estado de ánimo (ansiedad, depresión) y alteraciones de la conducta alimentaria

(resistencia a ingerir alimentos) (Jimerson y Wolfe, 2004; Fetissov et al., 2005). Estudios previos en

animales y humanos han reportado que existen neuropéptidos en el cerebro que modulan ciertas

funciones homeostáticas como la ingesta de alimento, la regulación del peso corporal, las actividades

neuroendócrinas, así como estados de ánimo y cognición (Berthoud, 2002; Leibowitz y Wortley,

2004).

Hormona liberadora de corticotropina (CRH)

Pacientes anoréxicos con bajo peso presentan una elevada secreción de cortisol (Douyon y

Schteingart, 2002) lo que refleja una activación del eje HHA. Existe controversia sobre la fisiopatología

del hipercortisolismo en la anorexia nervosa. Estudios previos han sugerido que esto se debe a una

hipersecreción endógena de CRH (Gold et al., 1986). De hecho, varios estudios han reportado una

elevada concentración de CRH en el líquido cerebroespinal de anoréxicos con bajo peso (Kaye, 1996;
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Hotta et al., 1986), y la elevada concentración de CRH se normaliza después de que el paciente gana

peso; esto está asociado con una relativa normalización del funcionamiento del eje adrenal.

La administración i.c.v. de CRH a animales produce varios cambios fisiológicos y conductuales

asociados a la AN, como por ejemplo, disminución de la ingesta de alimentos, pérdida de peso,

disminución de la actividad sexual e hiperactividad (Schwartz et al., 1995). Además, se ha propuesto

que la hipersecreción hipotalámica de CRH está relacionada a la depresión en los anoréxicos

(Kaye,1996). Hasta 75% de los pacientes con depresión, presentan un aumento de la concentración

plasmática de cortisol, aumento de la excreción urinaria de cortisol y resistencia a la retroalimentación

negativa de los glucocorticoides (Orth, 1992).

Neuropéptido Y (NPY)

El NPY está formado de 36 aa y pertenece a la familia de polipéptidos pancreáticos, presentes en el

SNC y en el Sistema Nervioso Periférico (Leibowitz y Wortley, 2004). Kaye y cols. (1990), reportan

que los anoréxicos con bajo peso tienen significativamente elevada la concentración del NPY en el

líquido cerebroespinal comparado a sujetos sanos. La elevada concentración del NPY en el líquido

cerebroespinal regresa a valores normales después de la recuperación de las pacientes; sin embargo,

las pacientes anoréxicas con amenorrea continúan presentando concentraciones altas del NPY en el

líquido cerebroespinal. Sin embargo, la concentración sérica de NPY en mujeres con anorexia está

disminuida (Baranowska et al., 2003).

Leptina

La leptina es una proteína sintetizada y secretada por las células del tejido adiposo. La principal

función  fisiológica de esta hormona es el de proveer información sobre los depósitos de energía y el

balance energético a los centros del cerebro que regulan la ingesta alimentaria, el gasto energético y

las funciones neuroendócrinas (Hukshorn y Saris, 2004; Arch, 2005).
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En humanos, aumenta la concentración sérica de la leptina en proporción a la masa grasa y al tamaño

de los adipocitos,  y en roedores aumenta el RNAm de la leptina en el tejido adiposo en proporción a

la masa grasa (Sivitz et al., 1997; Fried, 2000;  Chan y Mantzoros, 2005).

En la desnutrición y en anoréxicos con bajo peso, disminuye significativamente la concentración

plasmática de leptina (Eckert et al., 1998). Mantzoros y cols. (Mantzoros et al., 1997), reportaron que

en la AN disminuye significativamente la concentración de leptina en el líquido cerebroespinal con

respecto a los controles, y durante la realimentación de estos pacientes, la concentración de leptina

en el líquido cerebroespinal alcanza los valores normales antes de la completa recuperación de peso

de los pacientes.

EL MODELO DE LA ANOREXIA INDUCIDA POR DESHIDRATACIÓN

La anorexia inducida por deshidratación es un paradigma útil para estudiar la anorexia en ratas,

cuando se les proporciona una solución salina al 2.5% en lugar de su agua para que consuman de

manera voluntaria, los animales disminuyen su consumo de alimento voluntariamente (Watts, 1998).

Todavía no se conocen los mecanismos neuronales que participan en la reducción voluntaria del

consumo de alimento. Watts y cols. (1999), investigaron los cambios hormonales y neuropeptidérgicos

de la anorexia inducida por deshidratación en ratas adultas. Su experimento tuvo una duración de

cinco días.

Las ratas con anorexia inducida por deshidratación y las ratas con restricción alimentaria forzada

(pareadas a las ratas con anorexia)  perdieron la misma cantidad de peso corporal y disminuyeron su

consumo de alimento; además presentaron las mismas características endócrinas y

neuropeptidérgicas que normalmente se observa en la restricción alimentaria: aumento en la

concentración del RNAm de NPY, disminución de la concentración del RNAm de pro-opio-

melanocortina y de neurotensina en el ARC; aumento de la concentración sérica de corticosterona y

disminución de la concentración sérica de leptina e insulina.
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Adicionalmente, en nuestro laboratorio hemos encontrado en estudios previos que el contenido de

TRH en el NPV disminuye en la restricción alimentaria pero no en la anorexia inducida por

deshidratación durante un periode de 7 días, mientras que el contenido de TRH en la eminencia

media se encuentra aumentada en la restricción alimentaria y disminuida en la anorexia. Estos

resultados sugieren que en la restricción alimentaria la liberación del TRH está disminuida, mientras

que en la anorexia está aumentada (Jaimes, 2003).

A pesar de los cambios neuroendócrinos mencionados anteriormente, las ratas con anorexia no

consumen alimento; esto sugiere que las neuronas del ARC sensibles a leptina e insulina, que

estimulan la ingesta de alimentos pudieran estar inhibidas o que existen otros mecanismos

neuronales que se activan durante la anorexia para inhibir la ingesta de alimento.

Estos resultados apoyan al modelo de la anorexia inducida por deshidratación para estudiar los

mecanismos neuronales que participan en condiciones donde el animal parece no tener motivación

por comer, en contraste con aquellos mecanismos relacionados con el hambre, como en la restricción

alimentaria forzada.
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EL SISTEMA LÍMBICO Y SU PARTICIPACIÓN EN LA REGULACIÓN DE LA CONDUCTA

ALIMENTARIA

La amígdala está involucrada en el balance energético, recibe información metabólica e información

sobre el control autonómico (Herman y Culllinan, 1997). Por ejemplo, lesiones bilaterales en la

amígdala llevan a un aumento de peso en las ratas (Bamshad et al., 1998; Bartness y Bamshad,

1998; King et al., 1996).

Además, participa en las respuestas al estrés, dando un significado emocional y motivacional a los

estímulos sensoriales (Ledoux, 2000). Estudios de resonancia magnética han reportado que la

actividad neuronal de la amígdala aumenta en diversos estados afectivos como el miedo y la ansiedad

(Furmark et al., 1997; Critchley et al., 2002), y en conductas relacionadas a la búsqueda y consumo

de alimento (Fukuda y Ono, 1993). Por ejemplo, la actividad neuronal de esta región cerebral aumenta

en respuesta a estímulos visuales u olfativos relacionados al alimento, y en respuesta a sabores

agradables y/o desagradables en humanos (Goottfried et al., 2003).

Además,  estudios de resonancia magnética en mujeres con anorexia se ha demostrado una

activación de las neuronas de la amígdala (Berthoud, 2002).

El núcleo accumbens participa en la regulación de la conducta alimentaria (Berridge y Robinson,

1998), lo que está apoyado por estudios farmacológicos, la inyección i.c.v. de agonistas a opioides,

agonistas de GABA y antagonistas de glutamato en el núcleo accumbens aumenta la ingesta de

alimentos ricos en azúcares y/o grasas (Zhang y Kelly, 2002; Reynolds y Berridge, 2001), y además la

ingesta de una solución con sacarosa al 10% aumenta la tasa de disparo de las neuronas en esta

región cerebral (Taha y Howard, 2005).

Actualmente todavía no se conocen bien los mecanismos a través de los cuales participa el núcleo

accumbens en la conducta alimentaria. El núcleo accumbens tiene conexiones recíprocas con el

hipotálamo lateral, el cual participa en la conducta alimentaria (Stratford y Kelley, 1999). La ingesta de

alimentos inducida por la inyección de agonistas a GABA en el núcleo accumbens puede bloquearse

con la inyección de antagonistas a GABA en el hipotálamo lateral (Stratford y Kelley, 1999). Además,

el núcleo accumbens tiene una gran expresión del receptor a MCH (Saito et al., 2001), sugiriendo que
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las neuronas MCHérgicas del hipotálamo lateral (sitio donde se sintetiza el MCH) juega un papel

importante en esta relación con el núcleo accumbens y su participación en la conducta alimentaria.

El hipocampo está involucrado en aspectos de memoria y aprendizaje relacionado a la conducta

alimentaria. Sin embargo, algunos estudios han propuesto una función adicional y específica del

hipocampo en la conducta alimentaria. Ratas con lesiones neurotóxicas en el hipocampo ingieren una

menor cantidad de alimento, pero con mayor frecuencia. Adicionalmente, el hipocampo es uno de los

principales blancos neuronales de la acción de los glucocorticoides; contiene una alta expresión de

receptores a mineralocorticoides y a glucocorticoides, donde éste último media varias funciones de

aprendizaje y memoria (Bodnoff y cols., 1995).

Las neuronas de la corteza frontal responden a situaciones de estrés, a sabores agradables y/o

desagradables, y a estados de hambre o saciedad (Critchey y Rolls 1996; Rolls 200; O´Doherty et al.,

2000). Además, se ha observado que déficits cognitivos de la corteza frontal y alteraciones del eje

HHHA están involucrados en desórdenes neuropsiquiátricos relaciondos con el estrés como la

depresión y la anorexia (Dolan y cols., 1994; Drevets y cols., 1997). La corteza prefrontal, junto con el

hipotálamo y el hipocampo, participa en el sistema de retroalimentación negativa del eje adrenal. Por

ejemplo, la inyección de GC en la corteza prefrontal disminuye la concenctración sérica de

corticosterona (Dioriorio y cols., 1993).

La corteza insular participa en la memoria de aspectos sensoriales relacionados al alimento (Cardinal

et al., 2002). Además, sus neuronas responden a estímulos gustatorios en la lengua de la rata y se

activan en respuesta a sabores agradables (ej.sabores dulces como la glucosa) o desagradables (ej.

sabores salados) (Ogawa et al., 1992; Hanamori et al., 1998; Berma et al., 1998).
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ASPECTOS GENERALES DE LA HORMONA LIBERADORA DE TIROTROPINA (TRH)

La hormona liberadora de Tirotropina regula el eje hipotálamo-hipófisis-tiroideo

La hormona liberadora de tirotropina (TRH, pGlu-His-ProNH2) es un tripéptido con funciones tanto

endócrinas como neuronales; fue el primer factor hipotalámico de liberación purificado y caracterizado

por Boler y cols. (1969) y Burgus y cols. (1969). Esta neurohormona peptídica es uno de los factores

hipotalámicos que se encarga de controlar la función del eje hipotálamo-hipófisis-tiroidea (HHT)

(Bowers et al., 1971) (Fig.3). Se sintetiza en el NPV del hipotálamo y es transportada a través de los

axones acumulándose en la porción terminal de los nervios en la eminencia media, de donde es

liberada. Así, el TRH alcanza el lóbulo anterior de la hipófisis a través de los vasos del sistema

hipotálamo-hipófisis portal. En la adenohipófisis, el TRH se une a receptores específicos en las

células tirótropas y lactótropas, estimulando la síntesis y liberación de tirotropina (TSH) y prolactina

(PRL), respectivamente (Bowers et al., 1971). La TSH a su vez, estimula la síntesis y liberación de las

hormonas tiroideas (T3 y T4), las cuáles, por retroalimentación negativa regulan la síntesis de la TRH y

la TSH en el NPV y en la adenohipófisis, respectivamente (Yen, 2001).

El TRH del NPV del hipotálamo (Griffiths, 1985) regula el metabolismo energético y la temperatura

corporal. Por ejemplo, una pérdida de peso del 10% provoca una adaptación metabólica del eje HHT

(Leibel y Rosenbaum, 1995), probablemente por la disminución de la concentración del RNAm de

TRH en el NPV (Blake et al., 1991; van Haasteren 1995) y esto disminuye la actividad del eje

provocando una menor concentración de hormonas tiroideas en sangre, lo cual genera la disminución

de la termogénesis y el ahorro de las reservas energéticas.

El TRH también tiene un papel importante en la integración de una serie de respuestas termogénicas

al frío (Arancibia y cols., 1996). La exposición al frío induce un aumento en los niveles del RNAm de

proTRH y su liberación en el NPV (Uribe y cols., 1993). Estos cambios llevan a un aumento de las

hormonas tiroideas las cuales al interactuar con las proteínas desacopladoras en el tejido adiposo

pardo  aumenta la producción de calor (Carvalho y cols., 1991). La inyección central de TRH eleva la
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temperatura corporal (Boschi y Rips, 1981), y antagoniza los efectos hipotérmicos de una serie de

agentes como el etanol, los barbitúricos y la β-endorfina (Horita, 1998).

Fig.3 El TRH del NPV regula el control del eje hipotálamo-hipófisis tiroides. El TRH estimula la síntesis y liberación de TSH en

la adenohipófisis, esta a su vez estimula la síntesis y liberación de las hormonas tiroideas (T3 y T4). Las hormonas tiroideas por

retroalimentación negativa inhiben la síntesis de TSH en la adenohipófisis y la síntesis de TRH en el NPV.
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Estructura del gen de la hormona liberadora de tirotropina y su biosíntesis

El gen que codifica para el pro-TRH ha sido clonado tanto en rata (Lee et al., 1988) como en humanos

(Yamada et al., 1990). La unidad de transcripción consta de tres exones separados por dos intrones.

El exón 1 codifica la región 5´ no traducida; el exón 2, para el péptido señal y para una pequeña

porción del péptido amino terminal; mientras que la mayor parte del propéptido de TRH (proTRH) se

encuentra codificado en el tercer exón (Joseph-Bravo et al., 1998).

La región  5´ contiene la región promotora que codifica para varios elementos reguladores:

1. Dos  unidades sencillas que unen el receptor de la hormona tiroidea (TR) en su forma

monomérica y una tercera que une tanto TR homodimérica como heterodimérica  con proteínas

auxiliares de TR (Hollenberg et al., 1995).

2. Un sitio consenso para la unión de los receptores de glucocorticoides (GR) (Joseph-Bravo et al.,

1998).

3.  Dos elementos de respuesta al adenosín monofosfato cíclico (AMPc)  (CREs) (Joseph-Bravo et

al., 1998).

El TRH es sintetizado a partir del procesamiento postraduccional de un precursor peptídico de mayor

tamaño llamado prepro-TRH. El aislamiento del DNA complementario (cDNA) que codifica la

secuencia de prepro-TRH en Xenopus laevis (Richter et al., 1984), en rata (Lechan et al., 1986a) y en

humano (Yamada et al., 1990) ha mostrado que el TRH proviene de una proteína de gran tamaño que

contiene varias copias de la secuencia progenitora para este péptido, 5 copias en rata (Lechan et al.,

1986a) y 6 copias en humano (Joseph-Bravo et al., 1998).

El prepropéptido de TRH de rata es un polipéptido de 29 kilodaltons (kDa) compuesto de 255 aa Este

precursor tiene un extremo amino-terminal (N-terminal) formado por una secuencia líder de 25 aa, 5

copias de la secuencia progenitora de TRH (Gln-His-Pro-Gly) flanqueada por pares de aa básicos

(Lys-Arg o Arg-Arg), 4 péptidos intermedios entre las secuencias del TRH, un péptido N-terminal
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(prepro-TRH20-25-R-R-prepro-TRH53-74) y un péptido C-terminal (prepro-TRH154 o 160-255) (Lechan et al.,

1986a,b; Sevarino et al., 1989).

La biosíntesis del TRH y otros derivados peptídicos de pro-TRH comienza con la traducción ribosomal

dirigida por el RNAm, seguido por la proteólisis postraduccional de un precursor de mayor tamaño,

proTRH. La hidrólisis del precursor para generar TRH biológicamente activo ocurre en los residuos de

los pares de aa básicos por la acción de la prohormona convertasa 1 (PC1) y prohormona convertasa

2 (PC2) (Nillni et al., 1995; Schaner et al., 1997), seguido por la acción de la carboxipeptidasa E

(CPE) para remover los residuos básicos (Nillni et al., 1997). Posteriormente el tripéptido Gln-His-Pro-

Gly es amidado por la acción de la enzima glicina α−amidante monooxigenasa (PAM), la cual usa la

glicina C-terminal de como el donador de la amida, mientras que el residuo Gln es ciclizado a pGlu

para formar TRH por la glutaminil ciclasa (Fischer y Spiess, 1987; Nillni, 1999).

Receptores de TRH

La acción de TRH es mediada vía sus receptores (Gershengorn y Osman, 1996; Sun et al., 2003).

Existen dos tipos de receptores para TRH, el receptor tipo 1 (TRH-R1) y el receptor tipo 2 (TRH-R2).

Los receptores de TRH pertenecen a la familia de receptores constituidos por 7 dominios

transmembranales acoplados a proteínas G. El TRH-R1 y 2 en la rata, presentan una afinidad similar

y traducción de su actividad a través de la vía del  fosfoinositidil-calcio. Sin embargo, estos dos

receptores presentan una diferente distribución anatómica (Sun y Gershengorn, 2002; Sun et al.,

2003).

El TRH-R1, se encuentra en la adenohipófisis y es el responsable de la función neuroendócrina del

péptido (Nillni y Sevarino et al., 1999). En el cerebro, el RNAm predomina  en regiones límbicas

asociadas con la regulación del estado de ánimo como el giro dentado del hipocampo, la amígdala, el

núcleo accumbens y la corteza piriforme (Calzá et al., 1992).
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Por otro lado, el RNAm del TRH-R2 está localizado en regiones del cerebro como el hipotálamo, el

hipocampo, la corteza, la amígdala y el tálamo (Mitsuma et al., 1999), áreas que participan en

procesos como la atención y el aprendizaje, el despertar y el sueño. Además, se encuentra en

regiones que procesan información sensorial (Hinkle et al., 2002). También se ha observado que este

receptor podría estar involucrado en funciones o procesos como  la nocicepción y en el control motor

(O´Dowd et al., 2000).

Inactivación de TRH

El TRH es degradado por una ectoenzima específica, la piroglutamil peptidasa II (PPII) la cual tiene su

mayor actividad en el SNC (Bauer et al., 1990; Lin y Wilk, 1998), pero también se encuentra en la

adenohipófisis y en otros tejidos como el hígado y los riñones (Nillni, 1999).

La PPII tiene una alta especificidad por su sustrato, el TRH (Bauer, 1995). La PPII hidroliza el enlace

de la pyroGlu-his del TRH. Es una metaloenzima de 260kDa insertada en la membrana celular con su

sitio catalítico orientado hacia el espacio extracelular (Heuer et al., 1998). En el SNC, esta enzima se

localiza en la membrana de células neuronales y no en células gliales (Bauer et al., 1990; Cruz et al.,

1991). Mientras que en la adenohipófisis, se localiza preferentemente en las células lactótropas

(Schomburg y Bauer, 1995). La localización de la PPII en el SNC es consistente con el papel que

tiene en la degradación del TRH sináptico (Vargas et al., 1992).

Adicionalmente el  TRH es degradado en suero por la acción de la tiroliberinasa. Como la PPII, la

tiroliberinasa tiene un alto grado de especificidad por el TRH, es similar a la PPII  (Schomburg y

Bauer, 1995; Friedman et al., 1995; Nillni y Sevarino, 1999), y se ha sugerido que es sintetizada en el

hígado (Schmitmeier et al., 2002).



22

Regulación del metabolismo del TRH en el eje neuroendócrino

Hormonas Tiroideas

Las hormonas tiroideas juegan un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis

metabólica en respuesta a cambios externos como el frío. Además, estas hormonas regulan la

actividad del eje tiroideo por retroalimentación negativa actuando a nivel hipofisario y a nivel central en

el hipotálamo (Yen, 2001).

En el hipotálamo, las hormonas tiroideas regulan la síntesis del TRH y su liberación por

retroalimentación negativa (Taylor et al., 1990). En las ratas adultas con hipotiroidismo primario,

aumenta la concentración del RNAm de TRH en el NPV  (Taylor et al., 1990).

La tiroidectomía efectuada en ovejas de la raza Suffolk, trae como consecuencia la pérdida de la

retroalimentación negativa que ejercen las hormonas tiroideas sobre las neuronas TRHérgicas del

NPV  y aumenta significativamente la secreción hipotalámica del TRH con respecto a los animales

eutiroideos; y la administración de T4 revierte esta respuesta y normaliza la secreción del TRH (Dahl

et al., 1994).

La expresión del TRH-R1 está regulada por diferentes señales extracelulares, incluyendo la

concentración de hormonas periféricas como las hormonas tiroideas, las cuales disminuyen los

niveles del RNAm del TRH-R1  en hipófisis de rata, tanto in vivo como en cultivos de células

hipofisiarias (De Lean et al., 1977; Gershengorn, 1978; Schomburg y Bauer, 1995) y paralelamente

disminuye la respuesta del receptor a TRH.

La actividad de la PPII en la adenohipófisis de ratas está regulada por el TRH, por las hormonas

tiroideas y por los estrógenos. Vargas y cols. (1994), reportaron que en un cultivo de células

adenohipofisiarias, el TRH disminuye la actividad de la PPII (por medio de la activación de sus

receptores) a un 54% del control 16 horas después de la incubación con TRH.
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Shomburg y Bauer (1995), reportan que la inyección i.p. de T3 (30µg/100g peso corporal) aumenta la

concentración del RNAm de la PPII en la adenohipófisis (10 veces por arriba del valor del control). En

las ratas hipotiroideas (tratadas con n-propiltiouracil, 200 mg/litro en el agua para beber), el RNAm de

la PPII disminuye a un 50% del control el primer día del tratamiento, en la adenohipófisis. El efecto de

las hormonas tiroideas sobre la actividad de la PPII es específico de la adenohipófisis, ya que en

cerebro la actividad de la enzima no cambia significativamente (Schomburg y Bauer, 1995; Lin y Wilk,

1998).

La tiroliberinasa también es regulada por la concentración de las hormonas tiroideas (Ponce et al.,

1988), en el hipotiroidismo disminuye la concentración de esta enzima, mientras que en el

hipertiroidismo aumenta (White et al., 1976). Además, en humanos la tiroliberinasa está asociada

positivamente al índice de masa corporal (Friedman et al., 1995).

Glucocorticoides

Los glucocorticoides (GC) ejercen efectos específicos dependiendo del tejido sobre el cual actúan.

Pueden aumentar o disminuir la síntesis de varias proteínas (ej. somatostatina y TRH) afectando el

nivel de transcripción, así como la estabilidad del RNAm (Liu y Patel, 1995).

La corticosterona, el principal glucocorticoide en la ratas, puede regular el metabolismo del TRH. La

administración de GC a ratas en el agua de consumo causa una disminución en la concentración del

RNAm de pro-TRH en las neuronas del NPV del hipotálamo (Kakucska et al., 1995). En ratas

adrenalectomizadas aumenta la concentración del RNAm de pro-TRH en el NPV del hipotálamo

(Kakucska et al., 1995).

Estos efectos de los GC sobre el RNAm de TRH podrían explicar en parte la aparente contradicción

del efecto del ayuno, en el cual disminuye la concentración de hormonas tiroideas y paradójicamente

también está disminuido el contenido del RNAm de TRH en el hipotálamo (Blake et al., 1991).
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Leptina y péptidos hipotalámicos

Se ha sugerido que la leptina juega un papel importante en la regulación neuroendócrina del eje HHT.

En el ayuno disminuye la concentración de leptina y se inhibe el eje tiroideo mientras que el eje

adrenal se activa (van Haasteren et al., 1995). Como consecuencia del ayuno, hay una disminución

del RNAm de pro-TRH, así como de las hormonas tiroideas, y un aumento de corticosterona (Blake et

al., 1991; van Haasteren et al., 1995). Estos efectos causados por el ayuno pueden revertirse con la

inyección i.p. e i.c.v de leptina en ratas (Ahima et al., 1996; Legradi et al., 1997; Fekete et al., 2005).

In vitro, la leptina aumenta la liberación del TRH hipotalámico de ratas ayunadas por 48hrs (Kim et al.,

2000).

La leptina regula la biosíntesis de pro-TRH del NPV y su liberación hipotalámica (Fig.4): puede actuar

directamente sobre las neuronas TRHérgicas del NPV (Kim et al., 2000) activando el promotor del gen

de TRH in vivo (Guo et al., 2004), a través de la activación del transductor de señales y del activador

de la transcripción 3 (STAT-3) (Guo et al., 2004; Huo et al., 2004); o puede actuar indirectamente

sobre las células del ARC estimulando la expresión génica de POMC y por lo tanto a la α−ΜSH, e

inhibiendo la expresión del NPY y del AgRP los cuales son péptidos orexigénicos (Kim et al., 2000;

Nillni et al., 2000; Harris et al., 2001).

Fig.4 Regulación del eje tiroideo por la leptina a través de su acción directa o indirecta sobre las neuronas TRHérgicas

del NPV del hipotálamo. Se requiere de una adecuada concentración de leptina para mantener la expresión

hipotalámica de TRH, el cual es necesario para la producción normal de TSH y de hormonas tiroideas.
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Otros Estímulos

El frío y la succión estimulan la liberación de TRH hipotalámico, acompañado de un aumento del

RNAm de TRH en el NPV del hipotálamo (Uribe et al., 1993; Sánchez et al., 2001; Fjeldheim et al.,

2005). La liberación de TRH en respuesta a la exposición al frío en ratas, la cual está mediada por

mecanismos adrenérgicos (Arancibia et al., 1989) y trae como consecuencia una elevación en rápida

de la concentración sérica de TSH y de las hormonas tiroideas. El estímulo de la succión en ratas,

provoca la liberación de TRH, lo que induce la síntesis y liberación de prolactina, e involucra la

activación de neuronas serotoninérgicas que proyectan del núcleo de rafe al hipotálamo (Barofsky et

al., 1983; Uribe et al., 1993). Ambos estímulos aumentan también la concentración sérica de

corticosterona (Uribe et al., 1993).
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El TRH como neuromodulador

En cerebro, la mayor concentración del TRH (30% del total) se encuentra en el hipotálamo, y el resto

(70%) se encuentra ampliamente distribuido en regiones extrahipotalámicas (Nillni y Sevarino, 1999)

como la amígdala, el hipocampo y el núcleo accumbens (Lechan y Jackson, 1982; Méndez et al.,

1987). Esta distribución fue confirmada por Tang y Man en 1991, demostrando que el TRH tiene un

patrón de distribución en el cerebro muy parecido a Leu-encefalina, sustancia P y somatostatina,

encontrando una menor concentración en cerebelo.

Aparte de su función hormonal comúnmente conocida, éste péptido, también puede funcionar como

neuromodulador debido a que presenta las siguientes características: más del 50% de TRH se

localiza en terminaciones nerviosas, en el cerebro se encuentran receptores de alta afinidad para el

TRH (Calzá et al., 1992), y además en el cerebro y la adenohipófisis es degradada por la PPII, la cual

se encuentra cerca de los sitios de liberación del TRH (Schomburg et al., 1999).

El TRH induce varias funciones biológicas. La inyección intracerebroventricular (i.c.v.) de TRH en

animales provoca distintos efectos como la inducción del despertar, tanto natural como de

hibernación, incrementa la actividad motora y la motilidad gástrica, provoca taquicardia e hipertensión,

mejora el aprendizaje y/o la memoria, eleva la temperatura corporal, revierte el efecto narcótico

provocado por el alcohol, tiene efectos antidepresivos y disminuye la ingesta de alimento y agua

(Horita, 1998).
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REGULACIÓN DE LAS NEURONAS TRHérgicas EN DIFERENTES MODELOS RESTRICCIÓN

ALIMENTARIA Y ANOREXIA

Se conoce muy poco sobre la respuesta de las neuronas TRHérgicas en la anorexia (disminución del

consumo voluntario de alimento y disminución de peso). Nuestro laboratorio ha estudiado diferentes

paradigmas que provocan cambios en el metabolismo de este péptido en el SNC:

En las ratas adultas con un periodo de ayuno de 48 h, aumenta la concentración de TRH en la

eminencia media mientras que disminuye en el NPV; ocurre también una disminución sel contenido de

TRH y de su RNAm en la amígdala  (de Gortari et al., 2000); mientras que en ratas jóvenes (21 días

de edad), aumenta la concentración de TRH en el hipocampo y disminuye en el núcleo accumbens en

el ayuno (de Gortari et al., 2000). Esto sugiere que  el papel TRH en la conducta alimentaria es

independiente, al de su papel como hormona.

En estudios previos hemos encontrado diferencias neuroendócrinas y metabólicas entre el modelo de

anorexia por deshidratación y el de la restricción alimentaria forzada, ambos grupos son modelos de

una desnutrición energético-proteica. Se encontró que estos dos grupos redujeron su consumo de

alimentos un 90% con respecto al control, además ambos grupos de animales redujeron

significativamente de peso. En la restricción alimentaria encontramos una actividad del eje tiroideo

disminuida: una inhibición de la liberación hipotalámica del TRH y una disminución sérica de TSH.

Mientras que en la anorexia encontramos una actividad del eje tiroideo aumentado: una mayor

liberación hipotalámica del TRH y un aumento en la concentración sérica de TSH.

También encontramos otras diferencias inesperadas entre la restricción alimentaria y la anorexia,

observamos un aumento significativo de la actividad de la PPII en la adenohipófisis y de la

tiroliberinasa en suero.

Por otro lado, encontramos una regulación diferencial en el contenido del TRH extrahipotalámico entre

la anorexia por deshidratación y el grupo de restricción alimentaria en el hipocampo y la corteza

insular.
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ASPECTOS GENERALES DE LA HORMONA LIBERADORA DE CORTICOTROPINA (CRH)

El Sistema CRHérgico

El sistema CRHérgico está formado por el péptido CRH, las urocortinas (péptidos endógenos

análogos al CRH, los cuales al ser inyectados i.c.v. disminuyen la ingesta de alimento), sus receptores

CRH-R1 y CRH-R2, y la proteína de unión a CRH (CRH-BP) (Richard et al., 2002). El CRH coordina

las respuestas endócrinas, autonómicas y conductuales al estrés (Gennady et al., 2001), incluyendo

conductas relacionadas a la ansiedad, a la ingesta de alimentos y participa en el aprendizaje y la

memoria (De Souza, 1995; Heinrichs y Richard, 1999; Servatius et al., 2005; Radulovic et al., 1999;

Sánchez et al., en prensa).

Eje Hipotálamo-Hipófisis-Adrenal (HHA)

El CRH es un péptido de 41 aa, es la principal hormona hipofisiotrópica que regula el eje HHA (Vale et

al., 1981). El CRH con funciones endócrinas es sintetizado en las células parvocelulares del NPV del

hipotálamo,  y es liberado de la eminencia media a la circulación portahipofisiaria; en la adenohipófisis

estimula la síntesis y liberación de la hormona adrenocorticotrópica (ACTH), la cual a su vez estimula

la síntesis y secreción de los glucocorticoides de las glándulas adrenales (Jacobson, 2005). La

vasopresina es otra hormona que actúa sinergísticamente con CRH para estimular la secreción de

ACTH de la adenohipófisis (Aguilera y Rabadan-Diehl, 2000).

Los GC participan en la homeostasis y en las respuestas del organismo al estrés, y tienen un papel

importante en la regulación de la actividad basal del eje HHA y en la terminación de las respuestas al

estrés, actuando directamente en la adenohipófisis para inhibir la síntesis de ACTH, y en hipotálmo y

regiones extrahipotalámicas para inhibir la síntesis de CRH (Chrousos y Kino, 2005; Rashid y Lewis,

2005). Estos efectos los ejercen a través de sus receptores citoplasmáticos (Pratt, 1990; Smith y Toft,

1993), receptores a mineralocorticoides (MR) y receptores a glucocorticoides (GR). La unión del

ligando al receptor, provoca la translocación del receptor al núcleo, en donde interactúa con un

elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE) en el DNA para la activación o inactivación de genes

(Rousseau, 1984; Kumar y Thompson, 2005).
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Participación de CRH en el balance energético y la conducta alimentaria

Estudios fisiológicos han demostrado que la expresión de CRH en el NPV es regulada de manera

diferencial tanto en estados negativos como en estados positivos del balance de energía. En ratas

diabéticas (Chan et al., 2003) y en ratas con una sobrealimentación involuntaria (a través de una

gastrostomía para alimentar a las ratas por medio de una sonda) (Seeley et al., 1996) aumenta la

expresión de CRH en el NPV. Mientras que en la restricción calórica (Brady et al., 1990) y en

situaciones que aumentan la demanda energética como el embarazo y la lactancia (Douglas et al.,

1994; Walker et al., 2001), el ejercicio (Timofeeva et al., 2003) y la exposición al frío (Hatalski et al.,

1998) disminuye la expresión de CRH en el NPV.

Además de la función hipofisiotrópica que tiene CRH, también puede actuar como un neuropéptido

anorexigénico. La administración central de CRH produce cambios en la conducta alimentaria y en el

metabolismo (Richard et al., 2002; Mastorakos y Zapanti, 2004).  La inyección de CRH en el NPV

inhibe la ingesta espontánea de alimentos y la ingesta inducida por el ayuno, mientras que el bloqueo

de la síntesis y expresión de CRH provoca un aumento en el consumo de alimentos (Momose et al.,

1994; Spina et al., 1996). La inyección i.c.v. de CRH o de su análogo urocortina  también  activa el

sistema simpático, lo que aumenta la lipólisis y el gasto energético (Cullen et al., 2001; Solinas et al.,

2005). Se ha sugerido que el efecto anorexigénico de CRH está mediado por el receptor tipo 2 de

CRH (CRH-R2) mientras que el receptor tipo 1 de CRH (CRH-R1) media los efectos metabólicos

(Heinrichs et al., 1997; Smagin et al., 1998, Zorilla et al., 2004). La anorexia inducida por la urocortina

y por CRH es atenuada con la administración de un oligonucleótido antisentido de CRH-R2, y un

antagonista selectivo para CRH-R2 inhibe los efectos que tiene CRH sobre la conducta alimentaria y

el peso corporal (Smagin et al., 1998; Inui, 2000; Cullen et al., 2001; Richard et al., 2002).

El papel que tiene CRH en la inducción de la anorexia y en la pérdida de peso  en ratas resulta de la

acción de otros péptidos como CART, α-MSH y NPY; y de señales periféricas como la leptina que

participan en la regulación del balance energético y la conducta alimentaria (Lu et al., 2003; Sarkar et

al., 2004; Wittmann et al., 2005). In vitro, la inyección de CART en el NPV estimula la liberación de
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CRH e  in vivo, aumenta la concentración plasmática de ACTH (Stanley et al., 2001). La inyección

i.c.v. de leptina (Arvaniti et al., 2001), la de un agonista de  α-MSH  (MTII) (Lu et al., 2003) y de NPY

(Suda et al., 1993) induce la expresión de CRH en el NPV y un aumento en la concentración de ACTH

y corticosterona sérica; estos efectos se revierten con la administración de un antagonista de MC4R

(HS014) (Lu et al., 2003). Además, la administración central de α-MSH evita la disminución de la

expresión de CRH en el NPV durante el ayuno (Fekete et al., 2000). Entonces, en el ayuno, disminuye

la concentración de leptina; esto estimula la síntesis de α-MSH e inhibe la síntesis de CART y NPY;

estos mecanismos neuronales disminuyen la expresión de CRH en el NPV durante la restricción

alimentaria (Leibowitz y Wortley, 2002).
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II. JUSTIFICACIÓN

La anorexia nervosa está asociada a una serie de alteraciones neuroendócrinas. El eje hipotálamo-

hipófisis adrenal está activad, mientras que existe controversia sobre cuales son las alteraciones  del

eje hipotálamo-hipófisis tiroideo (Muñoz y Argente, 2002).

Algunos estudios reportan que las concentraciones circulantes de T4 y T3 están disminuidas y que hay

una respuesta retardada de TSH a TRH (Tamai et al., 1986), mientras que otros estudios reportan una

concentración baja o normal de T4, una baja concentración de T3 y una concentración normal o baja

de TSH (Muñoz y Argente, 2002). Además se ha encontrado que en pacientes con anorexia el TRH

presente en el líquido cerebroespinal se encuentra disminuido (Lesem et al., 1994).

En algunos modelos conductuales animales, como los que a continuación se describen, se han

encontrado cambios en la vía TRHérgica del Sistema Límbico y se ha demostrado que, dependiendo

del estímulo utilizado, se modifica el metabolismo del TRH de manera diferencial. Midiendo diferentes

eventos del metabolismo del TRH en ratas, se ha observado que los cambios en su concentración o

síntesis y en la actividad de su enzima degradativa (PPII), son específicos de cada región del cerebro

y dependientes del estímulo utilizado. Por ejemplo, en conductas asociadas con la anorexia como la

ansiedad, utilizando el modelo animal de enterramiento defensivo, se observa un aumento en la

síntesis del TRH en el hipotálamo y una disminución en la síntesis del TRH con un aumento en su

contenido en la amígdala (Gutiérrez 2002; 2005); en modelos genéticos de ansiedad está aumentado

un péptido críptico del precursor del TRH,  la Prepro-TRH 178-199, en el NPV del hipotálamo (Suzuki

et al., 2001).

Además, en estudios previos hemos encontrado una respuesta diferencial de las neuronas

TRHérgicas del hipotálamo, el hipocampo y la corteza insular entre la restricción alimentaria y la

anorexia, a pesar de que en ambos grupos experimentales se presentaron los mismos cambios

neuroendocrinos: disminución de la concentración sérica de leptina y aumento de la de corticosterona,

además disminuyeron su consumo de alimento y tuvieron una una pérdida de peso similar. Estos

resultados apoyan que el TRH está involucrado en conductas que se han asociado a la anorexia.
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También se ha reportado que en las ratas con anorexia inducida por deshidratación durante un

periodo de cinco días aumenta la concentración del RNAm de CRH en el hipotálamo lateral; estos

cambios no se observan en las ratas con una restricción alimentaria. El aumento en la concentración

del RNAm de CRH en el hipotálamo lateral está correlacionada positivamente con la intensidad de la

anorexia que presentan los animales (Watts et al., 1999), por lo que se ha implicado al CRH de esta

región en la anorexia inducida por deshidratación; sin embargo no se han cuantificado los elementos

involucrados en el metabolismo CRHérgico en este modelo de anorexia. Además, las neuronas

CRHérgicas del hipotálamo lateral tienen innervaciones hacia el NPV (Watts et al., 1999), por lo que

es factible que las neuronas TRHérgicas del NPV sean uno de los blancos de la acción de CRH en la

anorexia inducida por deshidratación. Por esta razón vamos a cuantificar los elementos involucrados

en el metabolismo de CRH, estos son el CRH, CRH-R2 el cual modula los efectos anorexigénicos del

CRH y es regulado de manera diferencial en el HVM en el ayuno (Makino y cols. 1998); y GR, en este

estudio solamente analizamos la expresión de GR debido a que es el receptor que se activa durante

situaciones de estrés y el que está involucrado en la regulación neuroendócrina del eje adrenal (de

Kloet, 2003).

Proponemos identificar si el sistema TRHérgico del NPV participa en la regulación de la conducta

alimentaria y posiblemente en la anorexia inducida por deshidratación, y si el CRH es un posible

efector de las neuronas TRHérgicas del NPV en las ratas con anorexia.

Además de medir los elementos involucrados en el metabolismo TRHérgico y CRHérgico en el NPV,

también se van a estudiar en el sistema límbico, debido a que actualmente se reconoce que dentro

del  SNC existen estructuras extrahipotalámicas, que forman parte del sistema límbico y que

participan en la conducta alimentaria (Berthoud 2002; Wynne et al., 2005). Por ejemplo, las cortezas

frontal e insular actúan como centros de reconocimiento de sabores (Ogawa et al., 1990, 1992; Morris

y Dolan 2001). La amígdala y el núcleo accumbens participan en procesos de recompensa

relacionados al placer del consumo de alimentos y están involucrados en la codificación del valor

emocional que se le da a los alimentos. El hipocampo participa en aspectos de aprendizaje y memoria
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entre ellos, procesos necesarios para la identificación de sabores (Carelli e Ijames, 2000; Morris y

Dolan 2001). En humanos, las neuronas de la corteza frontal, insular y de la amígdala se activan en

respuesta a un sabor dulce o salado (Morris y Dolan 2001; O´Doherty et al., 2000). Estudios de

resonancia magnética en mujeres con anorexia han demostrado una activación de las neuronas de la

amígdala (Berthoud, 2002).

Para estudiar el papel del TRH en la conducta alimentaria, se utilizó un modelo animal de anorexia por

deshidratación (restricción voluntaria del consumo de alimentos) y un modelo de restricción

alimentaria (restricción forzada), induciendo una disminución de peso similar.
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III. HIPÓTESIS

Los cambios específicos en la expresión de los elementos involucrados en la transmisión TRHérgica

en el NPV y en regiones del SNC involucradas en la conducta alimentaria, así como cambios en el

RNAm del receptor de TRH en la adenohipófisis, de ratas con anorexia  contra la restricción

alimentaria, sugerirán la participación de las neuronas TRHérgicas en los cambios neuroendócrinos

que se presentan en la anorexia.

IV. OBJETIVOS

General:

Definir la participación del TRH en la regulación de la conducta alimentaria en el modelo de

anorexia inducida por deshidratación.

Específicos:

1. Comparar los cambios en el sistema TRHérgico del Sistema Límbico (NPV, corteza frontal,

amígdala, núcleo accumbens, hipocampo, corteza insular), en un modelo  animal de anorexia

(restricción voluntaria del consumo de alimento) contra un modelo animal de consumo

restringido de alimento (restricción forzada).

2. Definir si los receptores para TRH y glucocorticoides en la adenohipófisis participan en los

cambios neuroendócrinos de la anorexia inducida por deshidratación.

3. Comparar los cambios en la vía TRHérgica con los de la vía CRHérgica en la anorexia

inducida por deshidratación y en la restricción alimentaria.
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V. MATERIALES Y MÉTODOS

Animales

Se usaron ratas Wistar hembras en edad adulta (250-300 g de peso) que se mantuvieron en cajas

individuales para registrar su consumo de alimento y agua, en condiciones controladas de 12 h de luz-

oscuridad (luz de las 7 a las 19 hrs) y a una temperatura controlada de 25 °C en el bioterio del

Instituto Nacional de Psiquiatría “RFM”. Hubo una semana de adaptación antes de iniciar el

experimento  durante el cual los animales tuvieron acceso ilimitado a la comida (Rodent Diet 5001:

28% de proteínas, 12.13% de grasas y 59.8% de hidratos de carbono) y agua. Los animales se

pesaron en la semana de adaptación para que los grupos iniciaran el experimento con el mismo peso

promedio.

Experimento

El experimento se realizó en dos grupos independientes de animales  para verificar la confiabilidad de

los resultados, cada uno tuvo una duración de siete días. A todas las ratas se les dio 50 g de alimento

por día (excepto a las de restricción alimentaria) y 150 ml de líquido. Los grupos que se formaron para

realizar el experimento fueron los siguientes:

1. Control: con consumo de alimento y agua ad libitum.

2. Grupo de Anorexia (ANX): con consumo de alimento ad libitum  y una solución salina al 2.5%

como agua (Watts AG et al, 1999).

3. Grupo de Restricción Alimentaria (RA): con consumo de agua ad libitum  y la misma cantidad de

alimento que consumía en promedio el grupo de la anorexia. Este grupo se desfasó un día para

conocer el consumo de alimento del grupo de la anorexia en el día anterior.

Los animales se pesaron diariamente de 9-10:00 h y se alimentaron hasta el día del sacrificio (día 8).

Se registró también el consumo de comida y agua diario.

Todos los animales fueron sacrificados al octavo día de iniciado el experimento por decapitación,

entre las 10 y 12:00 AM. Se colectó la sangre de cada rata en tubos de centrifugación para obtener el

suero. Se extrajeron los cerebros y se almacenaron a –70 °C hasta su disección. Las adenohipófisis

se separaron y almacenaron a –70 °C para cuantificar la expresión de los RNAm’s del TRH-R1, de la

PPII y de GR, por RT-PCR.
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Las regiones del cerebro que se disecaron manualmente, utilizando como referencia un atlas de

cerebro de rata (Palkovits y Brownstein, 1988), fueron las siguientes: NPV, núcleo accumbens,

corteza frontal, amígdala, hipocampo, y corteza insular. Estas regiones del Sistema Límbico fueron

seleccionadas dada su participación en el control del peso corporal, en la discriminación de sabores,

en  la selección de nutrimentos y en la regulación del apetito (Berthoud, 2002). De cada región

disecada se extrajo el RNA total (Anexo 1) y posteriormente se semicuantificó el RNAm de TRH,

TRH-R1, TRH-R2, CRH, CRH-R2 y GR (Anexo 2). El suero se usó para medir la concentración sérica

de proteínas por el método de Bradford (1951) (Anexo 3), la concentración de leptina por el método

de ELISA (Anexo 4) (para evaluar cambios metabólicos que pudieran deberse o estar relacionados

con la pérdida de peso)  y la concentración de corticosterona (Anexo 5) (como medida del estrés),

TSH (Anexo 6) y hormonas tiroideas (T3 y T4) (Anexo 7) (como medida de la adaptación del eje

tiroideo).

Análisis de resultados

Se obtuvo para todos los datos (n=13/grupo) la media y el error estándar de la media (ESM). Para

realizar comparaciones entre los grupos se usó un análisis de varianza unidireccional (ANOVA)

seguido por la prueba post-hoc de Fisher (software Stat View, SAS Institute). Se consideró una

diferencia estadísticamente significativa cuando la p<0.05. Las gráficas de los RNAs del TRH, TRH-

R1, TRH-R2, CRH, CRH-R2, GR y PPII muestran el promedio ± ESM en % del promedio del grupo

control tomado como el 100%.
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VI. RESULTADOS

Ingesta de alimento (Fig. 5) y líquido   (Fig. 6)

Al grupo de la RA se le dio la misma cantidad de alimento que consumió el grupo de la ANX, con

acceso ilimitado a agua. Disminuyó su consumo de agua significativamente a partir del día 5 del

experimento. El séptimo día su consumo de agua disminuyó un 45% (43 ± 4.1 ml; p<0.05) con

respecto al control (78.4 ± 5.1 ml; 100%).

El grupo de la ANX  tuvo acceso ilimitado a su alimento; sin embargo, desde el día uno del

experimento hasta el día 7 redujo su consumo de alimento significativamente. Para el séptimo día su

consumo se redujo un 83% (2.4 ± 0.6 g; p<0.05) con respecto al control (13.8 ± 0.7 g; 100%); y

aumentó su consumo de líquido (solución salina al 2.5%) significativamente desde el día dos hasta el

día 7 del experimento. El séptimo día su consumo de líquido aumentó un 76% (137.8 ± 5.9 ml;

p<0.05) con respecto al control (78.4 ± 5.1 ml; 100%).

La reducción del consumo de alimento provocó que en los grupos de la ANX y de la RA disminuyera

significativamente su ingesta proteica en un  83% (0.54 ± 0.12 g, p<0.05 con respecto al control 3.2 ±

0.2 g, 100 %; cálculos basados en la tabla nutrimental Rodent Diet 5001).

Peso (Fig. 7)

En el día 1 del experimento no hubo cambios significativos en el peso en ningún grupo experimental.

El grupo de la RA tuvo una pérdida significativa de peso (216.0 ± 5 g; p<0.05) con respecto al control

(227.6 ± 3.2 g) a partir del día 4 del experimento. Al final del experimento el grupo de la RA perdió 13

% de peso (201.6 ± 4.7 g; p<0.05) con respecto al control (233 ± 4 g; 100%).

En cambio en el segundo día del experimento el grupo de la A N X ya había perdido peso

significativamente (215.4 ± 3.3 g; p<0.05) con respecto al control. Al final del experimento (día 7) el

grupo de la ANX bajó un 20% (187 ± 5.7 g; p<0.05) con respecto al control.

No se encontraron diferencias significativas entre la RA y la ANX.
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Figura 5. Consumo de alimento durante los 7 días del experimento. Los resultados muestran la media ± ESM (n=13); se

usó la prueba post-hoc de Fisher para comparar diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.

Figura 6.Consumo de líquido durante los 7 días del experimento. Los resultados muestran la media ± ESM (n=13); se usó

la prueba post-hoc de Fisher para comparar diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.

CONSUMO DE AGUA

0

20

40

60

80

100

120

140

160

0 1 2 3 4 5 6 7
Día

A
g

u
a
 (

m
l)

Control

RA

Anorexia

*p<0.05 vs Control; **p<0.05 vs RA

* *
*

* * *

* *
*

** **
**

** ** **

**

CONSUMO DE ALIMENTO

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 1 2 3 4 5 6 7
Día

A
lim

en
to

 (g
)

Control

RA

Anorexia

*p<0.05 vs Control

*

*

*
* *

* *

EJ 



39

Figura 7. Cambio en el peso corporal durante los 7 días del experimento. Los resultados muestran la media ± ESM (n=13);

se usó la prueba post-hoc de Fisher para comparar diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.

Proteína sérica al día 7 (Fig. 8)

No hubo cambios significativos en la concentración sérica de proteínas en ningún grupo experimental

con respecto al control al día 7 del experimento (RA: 93 ± 3.3%,  ANX: 98 ± 3.4 % vs control: 100 ±

1.9%, 132.95 µg/ml). Tampo se encontraron diferencias significativas entre la RA y la ANX.

Leptina al día 7 (Fig. 9)

La disminución de la leptina es una señal periférica que permite al animal conservar energía y

estimula la ingesta de alimentos. Se observaron los mismo cambios en ambos grupos experimentales.

En la RA y la ANX la concentración de leptina disminuyó significativamente. En la RA la concentración

sérica de leptina disminuyó un 68% (136 ± 14.7 pg/ml; p<0.05) con respecto al control (422 ± 36.7

pg/ml; 100%); y en la ANX disminuyó un 64% (151 ± 23.4 pg/ml; p<0.05) con respecto al control.

No se encontraron diferencias significativas entre la RA y la ANX.
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Corticosterona al día 7 (Fig. 10)

La restricción de alimento es una condición estresante. La concentración sérica de corticosterona

aumentó significativamente en la RA un 206% y en la ANX aumentó un 168% con respecto al control

(RA: 426.6 ± 40.1 ng/ml, ANX: 373.3 ± 18.7 ng/ml vs control: 139.2 ± 12.8 ng/ml; p<0.05).

No se encontraron diferencias significativas entre la RA y la ANX.

Figura 8. Proteína en suero, día 7. Resultados expresados como la media ± ESM (n=13); se usó la prueba post-hoc de Fisher

para comparar diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.
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Figura 9. Leptina en suero día 7. Resultados expresados como la media ± ESM (n=13); se usó la prueba post-hoc de Fisher

para comparar diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.

Figura 10. Corticosterona en suero, día 7. Resultados expresados como la media ± ESM (n=13); se usó la prueba post-hoc

de Fisher para comparar diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.
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CAMBIOS EN EL EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-TIROIDEO EN EL DÍA 7:

NPV DEL HIPOTÁLAMO (Fig. 11):

RNAm de proTRH. En el grupo de la RA los niveles del RNAm de proTRH disminuyeron

significativamente un 29%  (70.86 ± 6.32%; p<0.05) con respecto al control (100 ± 6.85%) y

disminuyeron significativamente un 35% con respecto a la ANX (105.52 ± 10.43%; p<0.05).

En la ANX no se observaron cambios significativos (105.52 ± 10.43%) con respecto al control.

RNAm de TRH-R1. En la RA los niveles del RNAm de TRH-R1 disminuyeron significativamente un

27% (72.5 ± 7.99%; p<0.05) con respecto al control (100 ± 9.77%) y disminuyeron significativamente

un 37% con respecto a la ANX (109.16 ± 6.93%; p<0.05). No se encontraron cambios significativos los

niveles del RNAm de TRH-R1 en la ANX con respecto al control.

RNAm de TRH-R2. No se encontraron cambios significativos en  los niveles del RNAm de TRH-R2 en

ningún grupo experimental (RA: 73.24 ± 10.51%, ANX: 91.97 ± 18.43%) con respecto al control (100 ±

14.33%). Tampoco se encontraron cambios significativos entre la RA y la ANX.

Adenohipófisis (Fig. 12):

RNAm de TRH-R1. En la RA no se encontraron cambios significativos los niveles del RNAm de TRH-

R1 (139.17 ± 22.47%) con respecto al control (100 ± 14.21%). En cambio en la ANX los niveles del

RNAm de TRH-R1 disminuyeron significativamente un 34% (66.12 ± 11.25%; p<0.05) con respecto al

control y un 73% con respecto a la RA (p<0.05).

RNAm de la PPII.  En la RA no se encontraron cambios significativos los niveles del RNAm de la PPII

(109.54 ± 13.7%) con respecto al control (100 ± 15.7%). En cambio en la ANX los niveles del RNAm
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de la PPII disminuyeron un 41% (58.96 ± 7.25%; p<0.05) con respecto al control y un 50% con

respecto a la RA (p<0.05).

Hormonas:

TSH (Fig. 13)

En la RA la concentración sérica de TSH disminuyó significativamente un 40% (1 ± 0.09 ng/ml;

p<0.05)  con respecto al control (2 ± 0.2 ng/ml).

La concentración sérica de TSH en la ANX aumentó significativamente un 44% (3 ± 0.4 ng/ml; p<0.05)

con respecto al control y un 85% con respecto a la RA (p<0.05).

Hormonas tiroideas (Fig. 14)

En la RA la concentración sérica de T3 disminuyó significativamente un 30% con respecto al control

(51 ± 4 ng/dl vs control: 73 ± 5 ng/dl; p<0.05) y T4 disminuyó significativamente un  49% con respecto

al control (RA: 0.99 ± 0.11 µg/dl vs control: 1.9 ± 0.3 µg/dl; p<0.05).

En la ANX la concentración sérica de T3 disminuyó significativamente un 27% con respecto al control

(ANX: 53.6 ± 3 ng/dl ; p<0.05); en cambio T4 aumentó significativamente un 202% con respecto al

control (ANX: 5.9 ± 0.6 µg/dl ; p<0.05). Este aumento de T4 en la ANX también fue significativo con

respecto a la RA (aumentó 250% vs la RA; p<0.05).
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Figura 11. Cambios del metabolismo TRHérgico en el NPV, día 7. Los datos se muestran como el promedio ± ESM en % del

promedio del grupo control tomado como el 100% del cDNA de proTRH/ciclofilina, TRH-R1/ciclofilina, TRH-R2/ciclofilina. Se

usó la prueba post-hoc de Fisher para comparar diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.

Figura 12. Cambios en el metabolismo TRHérgico en la adenohipófisis, día 7. Los datos se muestran como el promedio ±

ESM en % del promedio del grupo control tomado como el 100% del cDNA de TRH-R1/ciclofilina, PPII/ciclofilina. Se usó la

prueba post-hoc de Fisher para comparar diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.
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Figura 13. Tirotropina en suero, día 7. Resultados expresados como la media ± ESM; se usó la prueba post-hoc de Fisher

para comparar diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.

Figura 14. Hormonas Tiroideas  (T3 y T4) en suero, día 7. Resultados expresados como la media ± ESM (n=13); se usó la

prueba post-hoc de Fisher para comparar diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.
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CAMBIOS EN EL EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-ADRENAL DEL DÍA 7:

NPV DEL HIPOTÁLAMO (Fig. 15):

RNAm de proCRH. Los niveles del RNAm de proCRH tanto en la RA como en la ANX disminuyeron

significativamente con respecto al control. En la RA los niveles del RNAm de proCRH disminuyeron un

29% con respecto al control (RA: 78 ± 8.1% vs control: 100 ± 9.6%; p<0.05). En la ANX los niveles del

RNAm de pro-CRH disminuyeron un 26% con respecto al control (AN: 74.3 ± 5.04%; p<0.05). No se

encontraron diferencias significativas entre la RA y la AN.

RNAm de CRH-R2.  En la RA no se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de

CRH-R2 con respecto al control (RA: 97.6 ± 17.9% vs control: 100 ± 9.61%). En cambio en la ANX los

niveles del RNAm de CRH-R2 disminuyeron significativamente un 51 % con respecto al control (ANX:

49.3 ± 18%; p<0.05) y un 48% con respecto a la RA (p<0.05).

RNAm de GR. Los niveles del RNAm de GR en la RA disminuyeron significativamente un 29% con

respecto al control (RA: 71 ± 8.8% vs control: 100 ± 2.6%; p<0.05) y disminuyeron significativamente

con respecto a la ANX un 20% (ANX: 91.4 ± 5.1%; p<0.05). En la ANX no se encontraron cambios

significativos la expresión de GR con respecto al control.

Adenohipófisis (Fig. 16):

GR RNAm. No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de GR en ningún grupo

experimental con respecto al control (RA: 142.7 ± 24.5%, ANX: 84.8 ± 14.2% vs control: 100 ± 17%).

Entre la RA y la AN se encontró una diferencia significativa del 58% (p<0.05).
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Figura 15. Cambios en la Vía CRHérgica en el NPV, día 7. Los datos se muestran como el promedio ± ESM en % del

promedio del grupo control tomado como el 100% del cDNA de proCRH/G3PDH, CRH-R2/ciclofilina, GR/ciclofilina. Se usó la

prueba post-hoc de Fisher para comparar diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.

Figura 16. Expresión del receptor a glucocorticoides (GR RNAm) en la adenohipófisis, día 7. Los datos se muestran como

el promedio ± ESM en % del promedio del grupo control tomado como el 100% del cDNA de GR/ciclofilina. Se usó la prueba

post-hoc de Fisher para comparar diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.
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CAMBIOS EXTRAHIPOTALÁMICOS EN EL METABOLISMO TRHérgico Y CRHérgico:

AMÍGDALA (Fig. 17)

RNAm de proTRH. No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de proTRH en

la RA con respecto al control (RA: 96.4 ± 10.4% vs control: 100 ± 6.5% ). En la ANX los niveles del

RNAm de proTRH disminuyeron significativamente un 21% con respecto al control (ANX: 78.7 ± 7.8%;

p<0.05). No se encontraron diferencias significativas entre la RA y la ANX.

RNAm de TRH-R1. En la RA los niveles del RNAm de TRH-R1 disminuyeron significativamente un

36% con respecto al control (RA: 63.6 ± 5.4% vs control: 100 ± 12.1%; p<0.05), y disminuyeron

significativamente un 38% con respecto a la ANX (101.1 ± 11.3% ; p<0.05).  No se encontraron

cambios significativos en los niveles del RNAm de TRH-R1 en la ANX con respecto al control.

RNAm de TRH-R2. No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de TRH-R2 en

ningún grupo experimental con respecto al control (RA: 107.8 ± 5.4%, ANX: 89.2 ± 5.6% vs control:

100 ± 5.3%). Se encontró una diferencia significativa entre la RA y la ANX, los niveles del RNAm de

TRH-R2 en la ANX disminuyeron 18% con respecto la RA (p<0.05).

RNAm de proCRH. En la RA los niveles del RNAm de proCRH disminuyeron significativamente un

18% con respecto al control (RA: 82.3 ± 6.5% vs control: 100 ± 3.9%; p<0.05), y disminuyeron

significativamente un 19 % con respecto a la ANX (ANX: 101.9 ± 6.6%; p<0.05). No se encontraron

cambios significativos en los niveles del RNAm de proCRH en la ANX con respecto al control.

RNAm de CRH-R2. En la RA los niveles del RNAm de CRH-R2 aumentaron significativamente un

101% (RA: 201.2 ± 26.3%; p<0.05) y un 41% (ANX: 140.5 ± 15%; p<0.05) en la ANX con respecto al

control (100 ± 14%). Se encontró también una diferencia significativa del 60% entre la RA y la ANX

(p<0.05).
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RNAm de GR. En la RA los niveles del RNAm de GR aumentaron significativamente un 34% con

respecto al control (RA: 133.9 ± 9.5% vs control: 100 ± 5.1%; p<0.05) y  con respecto a la ANX

aumentaron un 46% (ANX: 87.6 ± 6.64%; p<0.05). No se encontraron cambios significativos los

niveles del RNAm de GR en la ANX con respecto al control.

Figura 17. Cambios en el metabolismo TRHérgico y CRHérgico en la amígdala, día 7. Los datos se muestran como el

promedio ± ESM en % del promedio del grupo control tomado como el 100% del cDNA de proTRH/ciclofilina, TRH-R1/ciclofilina,

TRH-R2/ciclofilina, proCRH/G3PDH, CRH-R2/ciclofilina, GR/ciclofilina. Se usó la prueba post-hoc de Fisher para comparar

diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.
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NÚCLEO ACCUMBENS (Fig. 18)

RNAm de proTRH. Ls niveles del RNAm de pro-TRH en la RA y la ANX aumentaron

significativamente un 97% (RA: 196.7 ± 20.1%; p<0.05)  y un 68% (ANX: 168.1 ± 17.4%; p<0.05),

respectivamente, comparado con el control (100 ± 13.8%). No se encontraron diferencias

significativas entre la RA y la ANX.

RNAm de TRH-R1. No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de TRH-R1 en

la RA con respecto al control (RA: 127.4 ± 13% vs control: 100 ± 14.5%). Ls niveles del RNAm de

TRH-R1 en la ANX aumentaron significativamente un 140% con respecto al control (ANX: 240.31 ±

53.17%; p<0.05) y un 120% con respecto a la RA.

RNAm de TRH-R2. No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de TRH-R2 en

ningún grupo experimental con respecto al control (RA: 81.2 ± 10.8%, ANX: 104.1 ±1 3.8% vs control:

100 ± 8.6%). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre la RA y la ANX.

RNAm de proCRH. Los niveles del RNAm de pro-CRH disminuyeron significativamente en un 34% en

la RA (66 ± 5%; p<0.05) y en un 22% en la ANX (78.2 ± 7.6%; p<0.05) con respecto al control (100 ±

8.8%). No se encontraron cambios significativos entre la RA y la ANX.

RNAm de GR. No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de GR en ningún

grupo experimental con respecto al control (RA: 116.1 ± 9.7%, ANX: 111.2 ± 10.7% vs control: 100 ±

8%). Tampoco se encontraron cambios significativos entre la RA y la ANX.
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Figura 18. Cambios en el metabolismo TRHérgico y CRHérgico en el núcleo accumbens, día 7. Los datos se muestran

como el promedio ± ESM en % del promedio del grupo control tomado como el 100% del cDNA de proTRH/ciclofilina, TRH-

R1/ciclofilina, TRH-R2/ciclofilina, proCRH/G3PDH, GR/ciclofilina. Se usó la prueba post-hoc de Fisher para comparar

diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.
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HIPOCAMPO (Fig. 19)

RNAm de proTRH. En la RA los niveles del RNAm de pro-TRH aumentaron significativamente un

79% con respecto al control (RA: 178.8 ± 18.9% vs control: 100 ± 7.9%; p<0.05), y un 70% con

respecto a la ANX (109 ± 7.9%; p<0.05). En la ANX no se encontraron cambios significativos los

niveles del RNAm de proTRH con respecto al control.

RNAm de TRH-R1. En la RA los niveles del RNAm de TRH-R1 disminuyeron significativamente un

42% con respecto al control (RA: 58.4 ± 8.2% vs control: 100 ± 17%; p<0.05). En la ANX  no se

encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de TRH-R1 con respecto al control (ANX:

89 ± 11.6%), ni tampoco con respecto a la RA.

RNAm de TRH-R2. No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de TRH-R2 en

ningún grupo experimental con respecto al control (RA: 87.2 ± 8.5%, ANX: 106.6 ± 12% vs control:

100 ± 8.6%). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre la RA y la ANX.

RNAm de proCRH.  No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de proCRH en

ningún grupo experimental con respecto al control (RA: 102.3 ± 4.4%, ANX: 98.4 ± 3.1%  vs control:

100 ± 8.4%). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre la RA y la ANX.

RNAm de CRH-R2. No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de CRH-R2 en

ningún grupo experimental con respecto al control (RA: 140.3 ± 25.8%, ANX: 143.2 ± 26.2% vs

control: 100 ± 15.2%). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre la RA y la ANX.

RNAm de GR. No se encontraron cambios significativos los niveles del RNAm de GR en ningún grupo

experimental con respecto al control (RA: 103.7 ± 6.1%, ANX: 96.6 ± 5.5%  vs control: 100 ± 6.2%).

Tampoco se encontraron diferencias significativas entre la RA y la ANX.
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Figura 19. Cambios en el metabolismo TRHérgico y CRHérgico en el hipocampo, día 7. Los datos se muestran como el

promedio ± ESM en % del promedio del grupo control tomado como el 100% del cDNA de proTRH/ciclofilina, TRH-R1/ciclofilina,

TRH-R2/ciclofilina, proCRH/G3PDH, CRH-R2/ciclofilina, GR/ciclofilina. Se usó la prueba post-hoc de Fisher para comparar

diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.
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CORTEZA FRONTAL (Fig. 20)

RNAm de proTRH.  No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de proTRH en

la RA con respecto al control (RA: 97 ± 21.9% vs control: 100 ± 11.75%). En la ANX los niveles del

RNAm de proTRH disminuyeron significativamente un 46% con respecto al control (ANX: 54.2 ± 7%

vs control: 100 ± 11.7%; p<0.05). No se encontraron cambios significativos entre la RA y la ANX.

RNAm de TRH-R1. En la RA los niveles del RNAm de TRH-R1 disminuyeron significativamente un

35% con respecto al control (RA: 64.7 ± 10.3% vs control: 100 ± 9.5%; p<0.05). No se encontraron

cambios significativos en los niveles del RNAm de TRH-R1 en la ANX con respecto al control (ANX:

79.5 ± 5.9%), ni con respecto a la RA.

RNAm de TRH-R2. No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de TRH-R2 en

ningún grupo experimental con respecto al control (RA: 99.8 ± 10.7%, ANX: 117.4 ± 10.5%  vs control:

100 ± 4.7%). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre la RA y la ANX.

RNAm de GR. No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de GR en la RA con

respecto al control (RA: 79.6 ± 9.9% vs control: 100 ± 5%). No se encontraron cambios significativos

en los niveles del RNAm de GR en la ANX con respecto al control (ANX: 87.3 ± 5.2% vs control: 100 ±

5%) ni con respecto a la RA.
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Figura 20. Cambios en el metabolismo TRHérgico y en los niveles del RNAm de GR en la corteza frontal, día 7. Los

datos se muestran como el promedio ± ESM en % del promedio del grupo control tomado como el 100% del cDNA de

proTRH/ciclofilina, TRH-R1/ciclofilina, TRH-R2/ciclofilina, GR/ciclofilina. Se usó la prueba post-hoc de Fisher para comparar

diferencias entre grupos, considerándose significativa cuando p<0.05.
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CORTEZA INSULAR (Fig. 21)

RNAm de proTRH.  No  se detectó el proTRH en ningún grupo experimental ni en el grupo control.

RNAm de TRH-R1. No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de TRH-R1 en

ningún grupo experimental con respecto al control (RA: 60.4 ± 8.9%, ANX: 139.7 ± 20.2% vs control:

100 ± 15.8%). Se encontraron diferencias significativas entre la RA y la AN, los niveles del RNAm de

TRH-R1 en la ANX aumentaron un 79% con respecto a la RA (p<0.05).

RNAm de TRH-R2. No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de TRH-R2 en

ningún grupo experimental con respecto al control (RA: 88.2 ± 20.7%, ANX: 65.9 ± 12.7%  vs control:

100 ± 10.3%). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre la RA y la ANX.

RNAm de GR. No se encontraron cambios significativos en los niveles del RNAm de GR en ningún

grupo experimental con respecto al control (RA: 100.1 ± 14%, ANX: 101 ± 10.7%  vs control: 100 ±

4.1%). Tampoco se encontraron diferencia significativas entre la RA y la AN.
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Figura 21. Cambios en el metabolismo TRHérgico y en los niveles del RNAm de GR en la corteza frontal, día 7. Los

datos se muestran como el promedio ± ESM en % del promedio del grupo control tomado como el 100% del cDNA de TRH-

R1/ciclofilina, TRH-R2/ciclofilina, GR/ciclofilina. Se usó la prueba post-hoc de Fisher para comparar diferencias entre grupos,

considerándose significativa cuando p<0.05.
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VII. DISCUSIÓN

El SNC juega un papel fundamental en el control del metabolismo energético, en la regulación de la

conducta alimentaria y del peso corporal (Berthoud 2002; Horvath et al., 2004). El hipotálamo es una

región cerebral que regula el metabolismo energético, recibe e integra información de señales

periféricas (por ejemplo, de  hormonas como la insulina y la leptina)  que reflejan el estado energético

del organismo, como de otras regiones del cerebro (ej. amígdala, núcleo accumbens, hipocampo) a

través de conexiones neuronales (Berthoud 2002; Leibowitz y Wortley 2004). Estas señales

periféricas que llegan al cerebro regulan la expresión y la liberación de neuropéptidos, controlando la

conducta alimentaria y el gasto energético, y por lo tanto el peso corporal (Leibowitz y Wortley 2004;

Horvath et al., 2004; Wynne et al., 2005).

En este estudio analizamos los cambios en el eje hipotálamo-hipófisis-tiroideo y adrenal en la

anorexia inducida por deshidratación (ANX) y en la restricción alimentaria forzada (RA). También

estudiamos los efectos de la anorexia y la restricción alimentaria en el metabolismo TRHérgico y

CRHérgico en estructuras del sistema límbico (amígdala, núcleo accumbens, hipocampo, corteza

frontal y corteza insular) con el objetivo de definir la participación del TRH y el CRH en algún aspecto

de la conducta alimentaria y su relación con la actividad del eje adrenal en respuesta a la anorexia

inducida por deshidratación.

En este estudio se encontraron cambios metabólicos similares entre la RA y la ANX, tales como

pérdida de peso corporal, una disminución importante de la ingesta de alimento y por lo tanto de

proteínas y kcal totales (forzada en el caso de la RA y voluntaria en el caso de la ANX), disminución

de la concentración sérica de leptina y aumento de corticosterona a los 7 días del experimento. Estos

resultados coincidien con los reportados por Watts y cols. (1999) quienes utilizaron el mismo modelo

de anorexia por deshidratación y cuyo experimento tuvo una duración de 5 días, y quien observó que

en la RA y la ANX se dan los mismos cambios en la expresión de algunos neuropéptidos del ARC,

tales como aumento del RNAm de NPY y una disminución del RNAm de POMC y neurotensina.

CAMBIOS EN EL EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-TIROIDEO
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En la RA se presentaron cambios similares a los reportados para el ayuno (3 días) y la restricción

alimentaria durante 3 y 7 semanas (van Haasteren et al., 1996; de Gortari et al., 2000); los niveles del

RNAm de TRH en el NPV, así como la concentración sérica de TSH y de las hormonas tiroideas (T3 y

T4) disminuyeron (Blake et al., 1991; van Haasteren et al., 1995, 1996; de Gortari et al., 2000). La

disminución de TSH y por lo tanto de las hormonas tiroideas pudo deberse a una disminución de la

liberación de TRH del hipotálamo, previamente reportado (Rondeel et al., 1992; van Haasteren et al.,

1995). En la RA, ya sea por 7 días (Jaimes, 2003) o por 7 semanas (de Gortari et al., 2000) no cambia

el contenido de TRH en el NPV, mientras que en la eminencia media se observa una acumulación del

péptido, lo que interpretamos como una disminución de la liberación del péptido del hipotálamo.

La disminución de la expresión de TRH del NPV en la RA y el bloqueo de la retroalimentación

negativa por la disminución de la concentración sérica de T3, en parte, es una consecuencia de la

disminución de la concentración sérica de la leptina. Esta hormona, sintetizada por el tejido adiposo

blanco, puede estimular la expresión del gen de TRH directamente a través de la activación de sus

receptores localizados en las neuronas TRHérgicas del NPV (Nillni et al., 2000; Harris et al., 2001), o

indirectamente a través de la activación del α-MSH y de la inhibición del NPY, los cuales tienen

innervaciones en las neuronas de TRH del NPV y además estas neuronas expresan el receptor de α-

MSH (MC4R) (Fekete et al., 2000; Harris et al., 2001).

Otro elemento que también puede ser el responsable de la inhibición en la síntesis de TRH en el NPV

de las ratas con RA es la corticosterona, que a través de la activación de su receptor (GR) localizado

en las neuronas TRHérgicas (Ceccatelli et al., 1989) y de la unión al elemento de respuesta a los

glucocorticoides (GRE) en el promotor del gen de TRH (Lee et al., 1988), inhibe la síntesis de este

péptido en el NPV (Kakucska et al., 1995; Alkemade et al., 2005).

Inesperadamente en la ANX no se observaron los cambios adaptativos del eje HHT relacionados a la

restricción calórica (Blake et al., 1991; Van Haasteren et al., 1995; 1996): los niveles del RNAm de

TRH en el NPV (en este estudio) y el contenido en la parte superior del hipotálamo (NPV) (Jaimes,
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2003) no cambiaron, y las concentraciones séricas de TSH y T4 aumentaron. Estos aumentos de TSH

y T4 pudieron deberse al aumento de la liberación hipotalámica de TRH, puesto que en la anorexia

inducida por deshidratación durante 7 días la concentración de TRH en la eminencia media disminuye

(Jaimes, 2003), sugiriendo un aumento de su liberación hacia la circulación portahipofisiaria. Estos

resultados indican que el eje HHT en la ANX etuvo más activo que en el grupo de la RA.

También observamos que la tasa de conversión de T4 a T3 fue mayor en la ANX comparado con la

RA [ya observado en pacientes con anorexia nervosa (Douyon et al., 2002)], lo cual sugiere una

mayor síntesis de hormonas tiroideas. Por otra parte, la baja concentración de T3 que encontramos

en la ANX pudo deberse a una disminución de la actividad de la desyodasa tipo I (responsable de

convertir T4 a T3 sérico), lo cual ha sido reportado para el ayuno durante 48-72 hrs en las ratas

(O´Mara et al., 1993; Aceves et al., 2003).

A pesar de que en la ANX también disminuyó la concentración sérica de leptina y aumentó la

corticosterona con respecto al control, pero no disminuyó la expresión de TRH en el NPV; se puede

sugerir que hay otros efectores responsables de los cambios diferenciales en la expresión de TRH del

NPV, como el CRH. Watts  y cols. (1999) observaron que la expresión de CRH en el hipotálamo

lateral aumenta exclusivamente en la anorexia inducida por deshidratación durante 5 días, y este

aumento se relacionó con el grado de anorexia de los animales; además, las neuronas CRHérgicas

del hipotálamo lateral tienen proyecciones al NPV (Watts et al., 1999). No podemos descartar

entonces que CRH sea un efector del TRH en el NPV, ya que otros péptidos en el ARC, como NPY,

POMC (que afectan la expresión de TRH del NPV) y neurotensina cambian de igual manera en la

ANX y la RA (Watts et al., 1999). Aunque hay otros efectores que se sabe regulan la expresión de

TRH en el NPV en el ayuno, como CART y α-MSH, que podrían estar actuando de manera diferencial

a nivel de las neuronas TRHérgicas.

La falta de adaptación de las neuronas TRHérgicas del NPV a la restricción calórica (voluntaria)

observada en la ANX es un fenómeno similar a lo que ocurre en las ratas obesas Zucker (fa/fa)

adrenalectomizadas. Estas ratas presentan un incremento en las reservas del tejido adiposo y una
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hiperactividad del eje HHA; la adrenalectomía mejora su respuesta metabólica postprandial, y revierte

la disminución de la expresión de TRH en el NPV que se da durante el ayuno (Duclos et al., 2005). El

que las ratas con ANX en este estudio presentaran los mismos cambios que las ratas Zucker, sugiere

que no podrían estar respondiendo al aumento de la concentración de corticosterona, lo que se

refuerza por la falta de disminución de los niveles del RNAm de GR del NPV en la ANX comparado

con la RA.

Actualmente no existe evidencia de que CRH pueda regular la expresión del TRH hipotalámico en

mamíferos, pero la disminución en la expresión de CRH-R2 en el NPV que se observó exclusivamente

en el grupo con anorexia apoya la idea de que uno de los efectores responsables de la falta de

disminución en la expresión de TRH en el NPV pueda ser el CRH. Además, Watts y cols. (1999)

reportaron que solamente en la anorexia inducida por deshidratación durante 5 días, y no en la

restricción alimentaria aumenta la expresión del CRH en el hipotálamo lateral, y estas neuronas tienen

proyecciones al NPV.

El TRH ejerce sus acciones a través de la activación de sus receptores, los cuales son regulados de

manera diferencial por el TRH dependiendo del paradigma utilizado y de la estructura límbica

estudiada (Gutiérrez et al., 2005; de Gortari et al., 2005; Sánchez et al., 2001). Se ha propuesto que

TRH-R1 participa en la señalización del TRH en áreas cerebrales con funciones neuroendócrinas (ej.

NPV y el ARC), además de que también se localiza en la adenohipófisis (Calzá et al., 1992; Heuer et

al., 1998).

En la RA se encontró una disminución de los niveles del RNAm de TRH-R1 del NPV, mientras que en

la ANX no se observaron cambios, lo que podría deberse a la acción del TRH proveniente de otras

regiones hipotalámicas que tienen proyecciones hacia el NPV, como por ejemplo el hipotálamo lateral,

el ARC y el núcleo dorsomedial (HDM) (Berthoud, 2002). Actualmente existe poca información sobre

las proyecciones de las neuronas TRHérgicas. Se sabe que el HDM, el cual también participa en la

regulación de la conducta alimentaria y del peso corporal (Bellinger y Bernardis, 2002) tiene

proyecciones directas a las neuronas TRHérgicas del NPV (Mihály et al., 2001); además hay
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expresión de TRH en el HDM en condiciones normales (sin ningún tipo de estímulo previo) (Heuer et

al., 2000), y su expresión también es regulable en este núcleo hipotalámico (Lindblom et al., 2005);

por ejemplo, la restricción alimentaria al 50% durante 12 días disminuye la síntesis de TRH en HDM

(Lindblom et al., 2005). Se ha sugerido que el HDM podría estar involucrado en la regulación del eje

HHT alterando la sensibilidad de las neuronas hipofisiotrópicas de TRH a la retroalimentación

negativa de las hormonas tiroideas (Mihály et al., 2001), a través de su receptor TRH-R1, lo que

efectivamente ocurrió en la RA pero no en la ANX.

En este estudio no se encontraron cambios en la expresión de TRH-R2 en ningún grupo experimental.

Se ha propuesto que TRH-R2 participa en procesos somatosensoriales y cognitivos (Heuer et al.,

2002). Ya se ha observado en otros paradigmas una regulación de este receptor: en un modelo de

ansiedad por enterramiento defensivo, la expresión de TRH-R2 aumenta en el NPV de ratas Wistar

Kyoto (ratas genéticamente ansiosas) 30 minutos después de la prueba de enterramiento defensivo

(Gutiérrez, 2005); lo que sugiere que nuestros animales responden a cambios específicos

relacionados a la conducta alimentaria y no a la ansiedad.

Cambios en la Adenohipófisis

El TRH una vez liberado de la eminencia media y al llegar a la adenohipófisis, es inactivado en el

espacio extracelular por la ectoenzima PPII (Heuer et al., 1998). Estudios in vitro e in vivo han

demostrado que el TRH puede disminuir la expresión y la actividad de la PPII a través de la activación

de su receptor (TRH-R1) en adenohipófisis (Vargas et al., 1994, 2002).

En la RA no se encontraron cambios significativos en la expresión del TRH-R1 ni de la PPII; en

cambio en la ANX, disminuyeron los niveles del RNAm del receptor y de la enzima en la

adenohipófisis. Estos resultados parecen coincidir con la idea de que en la RA hay una liberación

hipotalámica del TRH disminuida y por lo tanto hay una disminución de TSH y de las hormonas

tiroideas en suero, lo que no ocurrió en la ANX. Además, la disminución de la concentración sérica de
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TSH en la RA puede deberse a una disminución de los niveles del RNAm de TSHβ previamente

observado en la restricción alimentaria (restricción de un 50%) durante 12 días (Lindblom et al., 2005).

En cambio en la ANX, al estar disminuida la expresión del TRH-R1 y de la PPII se apoya la idea de

que efectivamente hay una mayor liberación del péptido que el grupo control y que en la RA, el cual

regula negativamente a estos dos elementos del sistema TRHérgico, y que por lo tanto el eje HHT se

encuentra activado.

Hasta el momento este es el primer estudio en demostrar que existe una regulación diferencial del eje

HHT entre la RA (restricción forzada del consumo de alimento) y la ANX por deshidratación

(restricción voluntaria del consumo de alimento) a pesar de que ambos grupos consumieron la misma

cantidad de alimento y de que tuvieron una disminución de peso similar. Estos resultados sugieren

que los animales con restricción alimentaria desarrollan un hipotiroidismo,  mientras que los animales

con anorexia desarrollan un hipertiroidismo primario, que puede ser responsable de la disminución de

peso mayor (aunque no fue estadísticamente significativo) en comparación con la RA.

CAMBIOS EN EL EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-ADRENAL

Se observaron cambios similares en la expresión de CRH del NPV en la RA a los reportados en

estudios previos. El ayuno durante 4 días y la restricción alimentaria al 40-50% durante 2 semanas en

ratas hembras disminuye la expresión de CRH en el NPV (Brady et al., 1990). Esta disminución

probablemente se debe a la acción inhibidora de la corticosterona (Frim et al., 1990), la cual está

aumentada en la RA; estudios in vivo han demostrado que los glucocorticoides disminuyen los niveles

basales de la transcripción de CRH en el NPV  (Herman et al.,  2003; Ginsberg et al., 2003).

Lo mismo explica probablemente la disminución en los niveles del RNAm de GR que se observa en la

RA, ya que la expresión de GR en el NPV in vivo disminuye por la acción de los glucocorticoides

(Okret et al., 1986; Dong et al., 1988).

Estos resultados son diferentes a los reportados por Makino y cols. (2001), que no encuentran en el

ayuno durante 4 días cambios significativos en la expresión de GR del NPV. Estas diferencias podrían
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deberse al modelo utilizado por Makino (ayuno vs restricción alimentaria) y a la duración del estudio (4

días de ayuno vs 7 días de restricción alimentaria). Sin embargo, Makino y cols. (2001) también

encuentran una disminución en la expresión de CRH del NPV en el ayuno, y lo atribuye a la acción de

los glucocorticoides  a través de GR, que aunque no cambia su expresión, menciona que el receptor

está activado.

En otros modelos de estrés, como el estrés por inmovilización se ha reportado una disminución de los

niveles del RNAm de GR en el NPV al mismo tiempo que hay un aumento en la concentración de

corticosterona sérica (Makino et al., 1995; Herman et al., 1995).

En la ANX también disminuyó la expresión de CRH en el NPV; esto coincide con el estudio realizado

por Watts y cols. (1999) donde reportan que en la anorexia inducida por deshidratación durante 5 días

disminuyen los niveles del RNAm de CRH en el NPV.  Ma y Aguilera (1999b) reportaron que existen

otros factores, independientes a la corticosterona, que pudieran ser los responsables  de la

disminución en la expresión de CRH en el NPV en la ANX:

Podrían estar involucrados mecanismos intracelulares que regulen la expresión de CRH.  Uno de

estos mecanismos propuestos es el represor transcripcional ICER (represor temprano inducible del

AMPc). ICER es producido  vía la activación del segundo promotor del gen CREM (modulador del

elemento de respuesta al AMPc) (Molina et al., 1993). ICER contiene el dominio de unión al DNA,

pero no el dominio de transactivación de CREM, por lo tanto actúa como un inhibidor competitivo de

activadores transcripcionales que se unen  a CRE (elemento de respuesta al AMPc) (Foulkes et al.,

1991).

ICER es un factor responsable de la inhibición de la expresión de CRH en el NPV. Los efectos del

estrés por inmovilización en la expresión de CRH del NPV provocan que los niveles de RNAhn (RNA

heteronuclear) de CRH en el NPV aumenten después de 30 minutos de la inmovilización,

disminuyendo a los 60 minutos y regresando a valores basales a los 90 minutos, a pesar del aumento

persistente de la corticosterona. Esta disminución es independiente a la acción de los

glucocorticoides, ya que se observan cambios muy similares en ratas adrenalectomizadas. Los

niveles del RNAm de ICER en el NPV aumentan después de 30 minutos de la prueba de estrés y
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permanecen elevados por 4 horas independientemente de la concentración de los GC. Ensayos de

inmunoprecipitación de cromatina han revelado un reclutamiento de CREM por el CRE de CRH, junto

con una disminución en la unión de la polimerasa II en el NPV de las ratas inmovilizadas durante 3

horas.

Adicionalmente, se ha reportado que podría existir una autoregulación de las neuronas de CRH, se ha

demostrado una retroalimentación negativa del mismo CRH a través de su receptor CRH-R1 en el

NPV (Imaki et al., 1996). Estudios morfológicos han mostrado contactos de terminales, probablemente

dendríticas, que contienen CRH con cuerpos celulares de CRH (Swanson et al.,  1987).

La disminución de la concentración de leptina también puede estar contribuyendo a la reducción en la

expresión de CRH en el NPV en la RA y la ANX. La leptina puede aumentar directamente la expresión

de CRH en el NPV (Huang et al., 1998) o indirectamente estimulando la síntesis y liberación del α-

MSH, el cual a través de su receptor MC4R, localizado en las neuronas CRHérgicas (Lu et al., 2003),

aumenta la expresión de CRH en el NPV (Lu et al., 2003). La inyección i.c.v. de α-MSH a ratas en

ayuno evita la disminución de los niveles del RNAm de CRH en el NPV (Fekete et al., 2000).

El CRH además de su función como regulador del eje HHA, también puede funcionar como

neuropéptido en el SNC (Momose et al., 1999). Su liberación no regulada puede afectar la

homeostasis nutricional (Schwartz et al.,  1995) y cuando es inyectado i.c.v. a ratas produce anorexia

(Momose et al., 1999). Además, la liberación de CRH inducida por el estrés provoca la pérdida de

apetito, y estimula la liberación de corticosterona (Leibowitz y Wortley, 2004). Varios estudios han

sugerido que la acción anorexigénica de CRH está mediada a través del receptor CRH-R2 (Smagin et

al., 1998; Cullen et al., 2001; Zorilla et al., 2004).

En la RA no se encontraron cambios en los niveles del RNAm de CRH-R2 del NPV, estos resultados

son similares a los reportados por Makino y cols. (1998), quienes mostraron que en el ayuno durante

4 días no cambia la expresión de CRH-R2 en el NPV, mientras que en el HVM sí disminuyen los

niveles del RNAm de CRH-R2 en el mismo modelo (Makino et al., 1998), y en un paradigma donde
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separan a las crías de las madres (estrés fisiológico/psicológico y disminuye la ingesta de alimento de

manera voluntaria) (Eghbal-Ahmadi et al., 1999).

En cambio en la ANX se encontró una disminución específica de la expresión de CRH-R2 en el NPV,

que no puede atribuirse al aumento de la corticosterona, ya que ni la adrenalectomía ni la

administración de corticosterona modifican la expresión de CRH-R2 del NPV (Makino et al., 1997).

Esta regulación diferencial entre la RA y la ANX sugiere que la vía CRHérgica a través de CRH-R2

podría estar participando en la disminución voluntaria de la ingesta de alimento.

Cambios en el RNAm de GR en la Adenohipófisis

Nuestros resultados de GR en la RA y la ANX son similares a los reportados para el ayuno y la

restricción alimentaria. En el ayuno durante 4 días (Makino et al., 2001) y en la restricción alimentaria

a un 50% durante 12 días (Lindblom et al., 2005), la expresión de GR en la adenohipófisis no cambia.

A pesar de que la expresión de GR no haya cambiado en ningún grupo experimental, el eje HHA se

encuentra activado, probablemente esto sea un mecanismo que permita que el eje adrenal siga

funcional y responda durante periodos de estrés a largo plazo.
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CAMBIOS EN ESTRUCTURAS EXTRAHIPOTALÁMICAS

AMÍGDALA

En la RA la expresión del TRH no cambió, mientras que la expresión del TRH-R1 disminuyó en la

amígdala, ya hemos encontrado que el contenido del TRH en esta misma región está disminuida

(Jaimes et al., 2003), sin embargo no  podemos afirmar que hay una mayor liberación del péptido, ya

que no se vió un cambio significativo en los niveles del RNAm de TRH en la RA. Las neuronas

TRHérgicas de la amígdala responden a las condiciones de restricción energética, el ayuno durante

48 horas disminuye el contenido y la expresión del TRH en esta región del sistema límbico (de Gortari

et al., 2000).

Por otro lado, la expresión del TRH-R1 también disminuye en la amígdala en ratas lactantes

(Fjeldheim y cols., 2005), la cual es una situación de demanda de energía, similar a lo que sucede

durante la restricción alimentaria.

En la ANX se encontró una disminución en la síntesis del TRH, mientras que la expresión del TRH-R1

no cambió con respecto al control, y en un estudio previo encontramos que el contenido del TRH en la

amígdala está disminuido (Jaimes et al., 2003). Estos resultados sugieren que en la anorexia la

actividad neuronal TRHérgica está disminuida.

Estudios previos han demostrado que existe una conexión intranuclear e internuclear entre los núcleo

amigdalares. Esto indica que existe un procesamiento local de la información entrante a la amígdala

(Afifi y Bergman; 2005).

En la RA y la ANX no se encontraron cambios significativos en la expresión del TRH-R2 en este

estudio, estos resultados solo muestras que no se regula la expresión del TRH-R2. Se ha reportado

una regulación de este receptor en un modelo animal de ansiedad (enterramiento defensivo) en donde

disminuyen los niveles del RNAm de TRH-R2 en esta región.

Estos resultados indican que el sistema TRHérgico se regula de manera diferencial dependiendo del

paradigma utilizado.
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En la RA, un estrés de tipo metabólico, se encontró una disminución de la expresión de CRH; este

resultado es similar al reportado para el ayuno por 4 días y al de la restricción alimentaria por 5 días

(Makino et al., 2001, Watts et al., 1995). La disminución en los niveles del RNAm de CRH en la

amígdala no se debe al aumento en la concentración de corticosterona, ya que en esta estructura los

GC regulan positivamente la expresión de CRH, contrario a lo que sucede en el NPV (Shepard et al.,

2000; Thompson et al., 2004).

Esta disminución de la expresión de CRH en la amígdala de las ratas con RA podría no ser específica

a la restricción calórica, y podría estar relacionada con la ansiedad y/o la memoria de aspectos

relacionados a la alimentación. En la amígdala, los niveles del RNAm de CRH disminuyen en un

modelo animal de ansiedad (enterramiento defensivo) (Gutiérrez 2005) y en un modelo de memoria

(Morris Water-maze) (Sánchez et al., 2005). Se sabe que la restricción alimentaria está asociada a

una mayor ansiedad (Berthoud, 2002) y a alteraciones cognitivas (Yanai et al., 2004).

En cambio, en la ANX, la expresión de CRH en la amígdala no cambió, este resultado es similar a un

estudio previo de Makino y cols (1996) que encuentraron que en la anorexia por deshidratación la

expresión de CRH en la amígdala disminuye al tercer día y regresa a valores basales al quinto día

(Watts et al., 1996). Estos resultados sugieren que la anorexia por deshidratación cambia la expresión

de CRH en la amígdala a corto plazo, pero conforme va siendo crónico, existe posiblemente una

adaptación de las neuronas de CRH en esta región.

Adicionalmente, las neuronas CRHérgicas de la amígdala son reguladas en respuesta al alimento. El

consumo voluntario de alimento aumenta el contenido y liberación de CRH en el núcleo central de la

amígdala (Plamondon y Merali, 1998; Merali et al., 1998). En las ratas adrenalectomizadas disminuye

la expresión de CRH en la amígdala y la ingesta de sucrosa durante 14 días aumenta la síntesis del

péptido en esta estructura (Laugero et al., 2001).

Por lo que estos datos indican que el sistema CRHérgico de la amígdala no solamente participa en el

estrés y la ansiedad, también parece estar involucrado en cambios metabólicos del organismo como

en la restricción alimentaria.
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La expresión de CRH-R2 en la amígdala aumentó tanto en la RA como en la ANX. Estos resultados

sugieren que este receptor en la amígdala es regulable en situaciones de desnutrición energético-

proteica, y podría estar involucrado en la conducta alimentaria; sin embargo los cambios no son

específicos de la anorexia.

Se ha reportado que el CRH-R2 es regulado de manera diferencial dependiendo de la región cerebral

estudiada. En un paradigma de estrés fisiológico/psicológico, la separación de las crías de sus

madres, disminuyen los niveles del RNAm de CRH-R2 en la amígdala basolateral, y después de la

administración de una fórmula láctea, la expresión de este receptor aumenta por arriba de los valores

basales (Eghbal-Ahmadi et al., 1999).

 Aunque no podemos descartar que además de participar en la conducta alimentaria como se ha

propuesto, pudiera estar participando en alteraciones emocionales relacionadas con la anorexia y la

desnutrición, como la depresión. En un modelo de deprivación materna, la expresión de CRH-R2

disminuye en la amígdala, y la administración de un antidepresivo tricíclico, desipramina, aumenta la

expresión del receptor por arriba de los valores basales (Vázquez et al., 2003).

En la RA aumentó la expresión de GR, mientras que en la ANX no cambió. Se ha propuesto que la

activación de GR en la amígdala participa en la memoria a largo plazo (Donley et al., 2005). Por

ejemplo en un paradigma de memoria y aprendizaje (Morris water-maze), aumentan los niveles del

RNAm de GR en la amígdala (Sánchez et al., 2005). En el aumento en la síntesis de GR en la RA

podría deberse a que hubo una mayor actividad de las neuronas de GR para participar en la memoria

relacionada al alimento.

Estos resultados sugieren una participación del sistema TRHérgico  y CRHérgico de la amígdala en el

control de la conducta alimentaria.
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NÚCLEO ACCUMBENS

En la RA y la ANX  aumentó la expresión de pro-TRH, mientras que la expresión del TRH-R1

solamente cambió en la anorexia, aumentando su expresión. En estudios previos se ha reportado que

en ratas de 28 días de edad sometidas a un ayuno por 48 horas (de Gortari et al., 2000), en la

restricción alimentaria y en la anorexia inducida por deshidratación durante 7 días en ratas adultas

(Jaimes et al., 2003), disminuye el contenido del TRH en el núcleo accumbens. Estos resultados

sugieren una activación de las neuronas TRHérgicas lo que lleva a una mayor síntesis y liberación del

péptido (Joseph-Bravo et al., 1998). Además, indican que esta activación neuronal no es específica a

la anorexia, ya que también se da en la RA.

Se ha demostrado que existen proyecciones axónicas dentro del mismo accumenbens entre el “shell”

y el “core” del núcleo accumbens (van Dongen y cols., 2005).

No se encontraron cambios en la expresión de TRH-R2 en le núcleo accumbens, estos datos

solamente muestran que no se regula la expresión de este receptor en estos modelos de conducta

alimentaria.

En cuanto al sistema CRHérgico tanto en la RA como en la ANX disminuyó la expresión de CRH, y la

de GR no cambió. Estos resultados indican que la regulación en la expresión de CRH es resultado de

la restricción calórica, y que no es específico a la anorexia. El CRH en la RA y la ANX podría estar

participando en el hedonismo. Existe evidencia de que las neuronas CRHérgicas del núcleo

accumbens participan en el reforzamiento y en la recompensa al consumo de drogas  y de alimentos

con un alto contenido de azucares o grasas. El CRH aumenta la transmisión dopaminérgica en esta

estructura (Pan et al., 1995; Gurskovskaya et al., 2005), la cual está involucrada en la recompensa y

reforzamiento relacionado al consumo del alimento. Además, las neuronas dopaminérgicas expresan

receptores a GC. La administración periférica de corticosterona (similar a los niveles circulantes

inducidos por el estrés) a ratas estimula la liberación de dopamina en el núcleo accumbens (Piazza et

al., 1996).
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HIPOCAMPO

En la RA, la expresión del TRH aumentó y la expresión del TRH-R1 disminuyó. En un estudio previo

encontramos que en las ratas adultas con restricción alimentaria durante 7 días (Jaimes 2003), y en

ratas de 28 días de edad en ayuno durante 48 horas (de Gortari et al., 2000) aumenta el contenido del

TRH en el hipocampo. Estos resultados sugieren una activación de las neuronas TRHérgicas (de

Gortari et al., 1995, 1998) en la RA. Se sabe que existe comunicación interhipocampal (Afifi y

Bergman; 2005).

En cambio en la ANX no se encontró esta activación de la vía TRHérgica. La expresión del TRH y del

TRH-R1 no cambió, y tampoco camibió el contenido del TRH en un estudio previo (Jaimes, 2003).

Estudios farmacológicos y conductuales han sugerido una participación del TRH en procesos de

memoria y aprendizaje (Horita, 1998; Sánchez et al., en prensa). Después de la restricción calórica y

de la desnutrición se presenta una disfunción cognitiva y de memoria (Pollit 1996). Se sugiere que en

la RA el sistema TRHérgico se activó mediando el proceso de aprendizaje en relación al alimento.

Esto es consistente con datos que indican que las neuronas TRHérgicas del hipocampo se activan en

un paradigma de aprendizaje (Morriz Water-Maze), en donde aumenta la expresión del TRH (Sánchez

et al., en prensa).

La expresión de CRH en la RA y la ANX no cambió, esto podría deberse a una adaptación de las

neuronas CRHérgicas al estrés crónico como sucede con GR en el hipocampo (Paskitti et al., 2000).

Se ha reportado que algunos paradigmas de estrés agudo como el estrés por inmovilización

disminuyen los niveles del RNAm de GR en el hipocampo (Paskitti et al., 2000; Herman et al., 1995).

Sin embargo, en la RA y en la ANX a pesar de que la concentración de corticosterona aumentó, la

expresión de GR no cambió. Estos resultados son similares a los reportados por Watts y cols. (2001),

donde observan que en el ayuno por 2 y 4 días no cambian los niveles del RNAm de GR. En otros
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modelos de estrés crónico intermitente durante 15 (Herman et al., 1999) y 30 días (Herman y

Spencer, 1998) tampoco se observan cambios en la expresión de GR en el hipocampo.

Estos resultados sugieren que en el estrés agudo sí se observa una disminución de los niveles de GR,

pero no en el estrés crónico como en la RA y la ANX. La falta de regulación en la expresión de GR

puede deberse a una adaptación de la síntesis del receptor (Holmes et al., 1995) al estrés. Dos horas

después de someter las ratas a un estrés agudo (estrés por inmovilización durante 30min) disminuyen

los niveles del RNAm de GR en el hipocampo, y regresan a valores basales a las 4 horas a pesar de

que la concentración de corticosterona sigue aumentada (Paskitti et al., 2000).

CORTEZA FRONTAL

En la RA, la expresión del TRH no cambió y la del TRH-R1 disminuyó, mientras que en la ANX la

expresión del TRH disminuyó y la de TRH-R1 no cambió. En un estudio previo encontramos que en la

restricción alimentaria y en la anorexia inducida por deshidratación durante 7 días disminuye el

contenido del TRH en la corteza frontal (Jaimes et al., 2003). No podemos afirmar que hubiera una

liberación del péptido en la RA ya que no encontramos cambios en los niveles del RNAm.

La expresión del TRH-R2 no cambió en la RA ni en la ANX, estos datos solamente muestran que no

se reguló la expresión del receptor en estos paradigmas.

En la RA y la ANX no cambió la expresión de GR. Ratones transgénicos que tienen una acción

disminuida de GR, en la corteza frontal presentan alteraciones en las funciones cognitivas

(Montkowski et al., 1995). Este mecanismo podría estar participando en la disminución de las

funciones cognitivas relacionadas a la desnutrición.
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CORTEZA INSULAR

En el sistema TRHérgico solamente se encontraron diferencias entre la RA y la ANX, donde la

expresión del TRH-R1 aumentó con respecto a la RA. Hemos encontrado que en la RA el contenido

del TRH disminuye lo que podría significar una liberación del péptido, mientras que en la ANX

aumenta el contenido del TRH (Jaimes, 2003). Adicionalmente, anteriormente encontramos que las

neuronas TRHérgicas responden a la detección de sabores, ya que el consumo de una solución

salina y de una solución de glucosa durante 7 días aumenta de igual manera el contenido de TRH en

esta estructura (Jaimes, 2003).
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VIII. CONCLUSIÓN Y PERSPECTIVAS

• A pesar de que se presentaron en la RA y la ANX los mismos cambios metabólicos (disminución

de la concentración de leptina y aumento de la concentración de corticosterona), y una

disminución en el consumo de alimento, el eje HHT en la ANX no presentó la misma adaptación

que en la RA.

• Los cambios en el metabolismo de TRH en el Sistema límbico sugieren la participación de este

neuropéptido en la anorexia por deshidratación.

• En el NPV del hipotálamo se encontró una regulación diferencial de TRH y CRH-R2 entre la RA y

la AN, sugiriendo que este receptor podría estar participando en algún aspecto de la conducta

alimentaria en la anorexia y que uno de los posibles blancos de acción de CRH del hipotálamo

lateral sea TRH.

Se propone definir en qué momento del desarrollo de la anorexia aparecen los cambios en la vía

TRHérgica (proTRH RNAm y TRH-R1 RNAm) y CRHérgica (proCRH RNAm, CRH-R2 RNAm y CRH-

R1 RNAm) por RT-PCR, para evaluar si los cambios son una consecuencia del estado metabólico ó

pudieran participar en la patología.

También se propone estudiar si las neuronas TRHérgicas en la ANX responden o no al estrés por frío,

estímulo que induce una activación de las neuronas TRHérgicas (aumenta la síntesis y liberación

hipotalámico del TRH).

Además, se propone definir que células de TRH del NPV  (parvocelulares hipofisiotrópicas o, del NPV

anterior) y qué núcleos de la amígdala, están modificadas en la AN vs la RA, por hibridación in situ.

Para identificar la participación de CRH y sus receptores CRH-R1 y 2 como posibles responsables de

los cambios en la vía TRHérgica del NPV, se propone inyectar antagonistas de CRH-R2 en esta

estructura y observar qué cambios se presentan en la anorexia por deshidratación.
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X. ANEXOS

ANEXO 1. Extracción del RNA total por el método de tiocinato de guanidina (Chomczynski y

Sacchi, 1987)

La extracción de RNA se realizó por el método de tiocinato de guanidina (Chomczynski  y Sacchi

1987). Para la purificación del RNA, se agrega a los tejidos congelados solución D (4 M de tiocinato

de guanidina, 25 mM de citrato de sodio, 0.5% de sarcosil pH 7, y 0.1 M de β-mercaptoetanol),

posteriormente los tejidos fueron homogenizados con un sonicador (Sonics Vibra Cell Ultrasonic

Procesor). Los volúmenes de solución D utilizados fueron los siguientes: NPV y adenohipófisis, 150 µl;

núcleo accumbens y corteza insular 250 µl; corteza frontal, amígdala e hipocampo 500 µl.

Posteriormente se adicionaron las siguientes soluciones agitando con un vórtex después de cada

paso: 1/10 del volumen del homogenado de acetato de sodio 2 M pH 4.0, un volumen de fenol

saturado en agua y 0.2 del volumen de cloroformo:alcohol isoamílico 49:1 v/v. Se dejaron las

muestras en hielo durante 15 min. en reposo y se centrifugaron a 10000 rpm por 20 min. a 4 °C. Se

recuperó la fase acuosa y se adicionó un volumen de isopropanol. Se guardaron las muestras –20 °C

durante toda la noche.

El segundo día se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm durante 30min. a 4 °C; se obtuvo el

sobrenadante y se almacenó en otros tubos de centrifugación. Al precipitado se le adicionó 1/3 del

volumen inicial del homogenado de solución D y un volumen de isopropanol, se guardaron las

muestras una hora a –20 °C; posteriormente se centrifugaron a 14000 rpm, se obtuvo el sobrenadante

y se guardó en otros tubos; al precipitado se le adicionó un volumen de etanol al 75% y se

centrifugaron las muestras a 14,000 rpm por 12 min. Posteriormente se obtuvo el sobrenadante y el

precipitado se resuspendió en agua, se adicionó 1/20 de acetato de sodio y 2 volúmenes de etanol

absoluto del volumen de agua. Se almacenaron las muestras a –20 °C durante toda la noche.

El tercer día se centrifugaron las muestras a 14000 rpm durante 30 min. a 4 °C; se obtuvo el

sobrenadante y el precipitado se resuspendió en etanol al 75%; se centrifugaron las muestras a 14000

rpm durante 12 min. a 4 °C (esto se realizó en total 2 veces), se obtuvo el sobrenadante y el

precipitado se secó en el savant durante 5 min. Posteriormente, el precipitado se resuspendió en 30 µl

de agua y se realizó la lectura de las muestras en un espectrofotómetro a 260, 230 y 280 nm. Si la
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relación 260/230 de las muestras fue menor de 1.5 se adicionó 1/25 de acetato de sodio más 3

volúmenes de etanol, se almacenaron las muestras a –20 °C y se repitieron los pasos del tercer día.

Se prepararon alícuotas de 1.5 µg de RNA en 12 µl de agua para realizar más tarde la técnica de

transcripción reversa-reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y otras alícuotas de 0.5 µg de

RNA en 4 µ l de agua tratada con dietil pirocarbonato (DEPC, inactiva a las RNAsas evitando la

degradación del RNA) para verificar más tarde que el RNA no estuviera degradado.

ANEXO 2. Reacción en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa (RT-PCR)

Se calentaron las alícuotas de RNA en baño maría a 65°C durante 5 min. y posteriormente se

colocaron las muestras directamente en hielo. Se adicionó la mezcla de RT a cada tubo: 8.9 µl de

agua bidestilada con DEPC, 6.0 µl de buffer RT 5 X (250 mM Tris-HCl, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2),

3.0 µl de ditiotreitol (DTT) 0.1M 10 X, 0.6 µl de dNTPs 10 mM, 1.0 µl de oligo dT 0.5 µg/µl y 0.5 µl de

transcriptasa reversa (M-MLV RT, 200 u/µl). Se incubaron las muestras a 37 °C durante 2 horas. Al

término de la incubación se tomaron 4 µl  de la mezcla de reacción de cDNA y se adicionó la mezcla

de PCR a cada muestra: 33.5 µl de agua bidestilada estéril con DEPC, 5 µl de buffer Taq DNA

polimerasa (5 u/µl) 10 x, 1.0 µl de dNTPs 10 mM, 1.0 µl del correspondiente oligonucleótido sentido,

1.0 µl del oligonucleótido correspondiente antisentido, 1.5 µl de MgCl 1.5 mM y 0.5 µl de Taq DNA

polimerasa 5 u/µl (Invitrogen, Taq DNA polymerase, recombinant).

Se verificó que el RNA no estuviera degradado, por electroforesis en gel de agarosa al 1% (0.75 g de

agarosa Standard-Lowmr (Biorad), 15 ml de TBE 5X (buffer) y 45 ml de agua miliQ estéril).

Posteriormente se colocaron los tubos en el termociclador Eppendorf (Mastercycler Gradient). En la

tabla 1 se muestran las secuencias de los oligonucleótidos estudiados, así como de los genes

controles, y en la tabla 2 los ciclos y condiciones de amplificación para cada gen y cada región del

cerebro estudiada:
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GEN SECUENCIA SENTIDO SECUENCIA ANTISENTIDO

TRH

Lechan et
al., 1986a

(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

CRH

Jingami et
al., 1985

(5´-3´): AGAAGAGAGCGCCCCTAAAC (5´-3´): ATCAGAATCGGCTGAGGTTG

CRH-R2

Lovenberg

et al.,1995

(5´-3´): TTGGCAAGGAACCTGGTGAC (5´-3´): ACCCAGGGAAGGCTGTGAAG

GR

Miesfeld et

al.,1986

(5´-3´):

TAAATAAGAGGGAGCAAACTACTGG

(5´-3´): AAAAAGCACATCACACATAAATCTG

PPII

Schauder

et  al., 1994

(5´-3´): GGACACCCAAATAATTGCT (5´-3´): CTGGATCGCATACAAAAAG

Ciclofilina

Danielson

et al., 1988

(5´-3´): GGGGAGAAAGGATTTGGCTA (5´-3´): ACATGCTTGCCATCCAGCC

G3PDH

Tso et al.,

1985

(5´-3´):

CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC

(5´-3´): TGAAGGTCGGTGTCAACGGATTTGGC

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleótidos mandados sintetizar en la unidad de síntesis de

oligonucleótidos del Instituo de Biotecnología de la UNAM.
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NPV Tm (°C) pmol/µl Ciclos
TRH 64 25 26
TRH-R1 67 25 29
TRH-R2 67 25 30
CRH 60 25 26
CRH-R2 64 25 31
GR 64 25 27
Ciclofilina y G3PDH 64 50 21

AMIGDALA Tm (°C) pmol/µl Ciclos
TRH 64 25 27
TRH-R1 67 25 29
TRH-R2 67 25 31
CRH 60 25 30
CRH-R2 64 25 34
GR 64 25 24
Ciclofilina y G3PDH 64 50 20 y 22

HIPOCAMPO Tm (°C) pmol/µl Ciclos
TRH 64 25 27
TRH-R1 67 25 28
TRH-R2 67 25 31
CRH 60 25 30
CRH-R2 64 25 31
GR 64 25 24
Ciclofilina y G3PDH 64 50 18 y 23

N.ACCUMBENS Tm (°C) pmol/µl Ciclos
TRH 64 25 29
TRH-R1 67 25 31
TRH-R2 67 25 31
CRH 60 25 30
CRH-R2 64 25 32
GR 64 25 25
Ciclofilina y G3PDH 64 50 21 y 22

C.FRONTAL Tm (°C) pmol/µl Ciclos
TRH 64 25 30
TRH-R1 67 25 29
TRH-R2 67 25 30
CRH 60 25 31
CRH-R2 64 25 31
GR 64 25 25
Ciclofilina y G3PDH 64 50 20 y 21

C.INSULAR Tm (°C) pmol/µl Ciclos
TRH 64 25 26
TRH-R1 67 25 29
TRH-R2 67 25 31
CRH-R2 64 25 -
GR 64 25 25
Ciclofilina y G3PDH 64 50 20 y 21

ADENOHIPOFISIS Tm (°C) pmol/µl Ciclos
TRH-R1 64 25 26
PPII 55 25 30
GR 64 25 25
Ciclofilina 64 50 20



105

Tabla 2.  Ciclos y condiciones de amplificación para cada gen y cada región del cerebro analizada.

Los ciclos varían dependiendo de la región del cerebro estudiada debido a que la cantidad del RNAm

es diferente en cada región.

Después de la amplificación de los genes, se realizó una electroforesis para semicuantificar los

productos. La ciclofilina se utilizó como gen control de TRH, TRH-R1, TRH-R2, CRH-R2, GR y PPII;

se utilizó la ciclofilina en este caso ya que el tamaño del amplificado es diferente a los genes en

estudio, permitiendo que que las bandas en el gel se separen. El G3PDH se utilizó como gen control

de CRH por la misma razón que en el caso de la ciclofilina. Se preparó un gel de agarosa al 2% para

todos los amplificados, excepto para CRH, para el cual se preparó un gel de agarosa al 2.5%. Los

geles de agarosa se prepararon de la siguiente manera: Para 75 ml, se usaron 1.5 g de agarosa

standard-lowmr (Biorad), 15 ml de TBE 5X y se aforó a 75 ml con agua miliQ.

Del producto de PCR se tomaron 12 µl del gen en cuestión, 4 µl del gen control y se adicionaron 2 µl

del loading buffer (0.025 g de azul de bromofenol, 0.025 g de xileno cyanol, 5 ml de glicerol) para teñir

el DNA, ya que se observan las bandas de la electroforesis en un transiluminador. Posteriormente se

realizó la semicuantificación de los gener en estudio por densitometría utilizando el programa de

American Applied Biotechnology.

ANEXO 3. Cuantificación de Proteínas por el Método de Bradford

Se diluyeron 10 µl de suero en 100 µl de agua destilada. De esta dilución se tomaron por duplicado

alícuotas de 10 µl para la determinación de proteínas. Además se preparó la curva estándar por

duplicados con las siguientes concentraciones: 20, 40, 60, 80,100, 120 y 140 µl (1 µg/µl BSA). Se

adicionó a todos los tubos 5 ml del colorante (Bio-Rad), se esperó 5 min. y se leyó en el

espectrofotómetro a 595 nm.

ANEXO 4. Ensayo enzimático inmunométrico de leptina (ELISA)

Para la medición de la leptina en suero se utilizó el kit colorimétrico de leptina marca CALBIOCHEM;

la sensibilidad del ensayo es de 4.76 pg/ml. Este kit utiliza un anticuerpo policlonal para la leptina, el
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cual está inmobilizado en la placa para unir la leptina de las muestras. Después de una incubación de

corta duración, se lava el exceso de la muestra y se adiciona un anticuerpo policlonal para la leptina

de ratón marcada con peroxosidasa de rábano. Este anticuerpo marcado se une a la leptina

capturada en la placa. Después de una incubación, se lava el exceso del anticuerpo y se adiciona el

sustrato. El sustrato reacciona con el anticuerpo marcado el cual está unido a la leptina.

Se lavó la placa dos veces con 200 µl  de la solución de lavado (solución detergente salina de

fosfatos). Se depositan 100 µl del buffer de ensayo (solución salina de fostatos, contiene proteínas y

detergentes) en el pozo S0 (0 pg/ml) y 100 µl de las soluciones estandar del 1 al 7 en los pozos

correspondientes, la concentración de la leptina en la curva estándar queda de la siguiente manera:

6,400; 3,200;1,600; 800; 400; 200 y 100 pg/ml, respectivamente. Posteriormente se depositan las

muestras (25 µl de suero más 75 µl de buffer de ensayo) en los pozos correspondientes, se agita

ligeramente la placa, se tapa y se incuba por una hora a 37 °C. Después de la incubación se lava la

placa 10 veces adicionando 200 µl de la solución de lavado y posteriormente se apira el contenido de

los pozos. Se adicionan 100 µl del anticuerpo de conejo contra la leptina de ratón en todos los pozos

excepto en el blanco y se incuba la placa 30 min. a 37 °C. Se lava la placa 10 veces adicionando 200

µ l de la solución de lavado y después de la última lavada se aspira el contenido de la placa.

Posteriormente se adiciona a cada pozo 100 µl de la solución de sustrato (1 tableta TMB, 2.5 ml del

buffer de sustrato [solución de fosfatos], 2.75 ml de una solución de hidróxido de peróxido al 0.01%).

Se incuba la placa durante 30 min. en la obscuridad a temperatura ambiente; para detener la reacción

se adiciona a cada pozo 100 µl de la solución de ácido sulfúrico 1 N en agua para detener la reacción.

Posteriormente se realiza la lectura, el espectrofotómetro se calibra con el blanco a 450 nm; la

absorbancia es directamente proporcional a la concentración de la leptina en la muestra. Los

resultados se expresan en pg/ml y se obtienen por regresión lineal.

ANEXO 5. Radioinmunoensayo de Corticosterona

Muestras de suero: se tomaron 4 µl de suero y se adicionaron 2 ml de amortiguador diluyente de

esteroides (50 mM amortiguador de fosfatos  pH 7.5 y 150 mM de NaCl). De esta dilución se tomaron

500 µl de todas las muestras.
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Curva estándar: Se tomaron 500 µl  de las soluciones preparadas (Corticosterona estándar ICN

Farmacéutica) que contenían 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000, y 5000 pg/500 µl. Se pusieron los

siguientes volúmenes de amortiguador diluyente de esteroides: tubos de B0 (ausencia de la hormona

en cuestión), 500 µl; en los tubos NSB (unión no específica), 500 µl + 100 µl amortiguador fosfatos; y

en los tubos T (totales), 600 µl.

Todos los tubos se incubaron a 98 ºC durante 10 minutos y se dejaron enfriar a temperatura

ambiente.

El anticuerpo (Ab) se preparó a partir de alícuotas de 20 µl a una dilución inicial de 1:12. Cada

alícuota se diluyó con 1.98 ml de agua destilada, obteniendo una dilución de trabajo de 1:1200. Se

adicionaron a todos los tubos (excepto los T y NSB) 100 µl de Ab. Posteriormente se adicionaron  100

µl de la corticosterona tritiada ( 1 µl 3H-Cor + 9 ml buffer diluyente= 10,000 cpm/100 µl) a todos los

tubos. Se mezclaron los tubos con un vórtex y se incubaron durante 24 hrs. a 4 ºC. Pasado el tiempo

de incubación, se agregaron 200  µl de una solución de carbón-dextrán a 4 ºC (excepto a los T) y se

agitaron los tubos. Se incubaron durante 20 min a 4 ºC y se centrifugaron a 3,000 rpm durante 15 min.

El sobrenadante de cada tubo se transfirió a tubos para conteo de radiaciones β   y se adicionaron 4

ml de líquido de centelleo (Ecolite, ICN). Cada tubo fue medido en un contador de radiaciones

β (Beckman) durante un minuto, empezando por la curva estándar.

Se transformaron los valores de cpm de la curva estándar y de las muestras a pg de corticosterona

utilizando el Software “enri” de transformación matemática a través de una  regresión logit-log. Los

resultados se expresan en  ng de corticosterona por ml de suero.

ANEXO 6. Radioinmunoensayo para TSH

La curva estándar (por triplicado) y los controles (por duplicado) fueron preparados de la siguiente

manera: a los tubos NSB se les adicionó 300 µl de amortiguador RIA (amortiguador de fosfatos 50

mM pH 7.5 + 150 mM NaCl + 0.25% BSA + 50 mM EDTA), a los tubos Bo se les adicionó 200 µl del

amortiguador RIA y 100 µl de Ab contra TSH (1 µl Ab contra TSH/300 µ l amortiguador, dilución

1:375,000). Posteriormente, se preparó la curva estándar de TSH con 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000,

2000, 4000 y 8000 pg/200 µl de amortiguador RIA y se les adicionó 100 µl de Ab contra TSH.
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También se preparó una curva con suero de ratas controles (eutiroideas). Se prepararon tubos con

10, 25, 50, 100 y 200 µl de suero, se completaron a 200 µl con amortiguador RIA y se adicionó 100 µl

de Ab contra TSH.

Simultáneamente, se prepararon los tubos de las muestras de interés, se tomaron 100 µl de suero de

cada muestra y se adicionaron a todos los tubos 100 µl de Ab contra TSH y 100 µl de amortiguador

RIA para obtener un volumen final de 300 µl.

Posteriormente se incubaron todos los tubos a temperatura ambiente por 18-24 horas. Terminado el

tiempo de incubación, se adicionaron a todos los tubos 100 µl  de 125I-TSH (10,000 cpm) y se

incubaron de nuevo a temperatura ambiente entre 18 y 24 hrs. Después se adicionaron a los tubos

(excepto los T) 100 µl de anticuerpo contra IgG de conejo (dilución de  1:40 en PBS [amortiguador de

fosfatos 50 mM pH 7.5 y 150 mM de NaCl]) y 100 µl de suero normal de conejo al 2% en PBS. Todos

los tubos se dejaron incubando a temperatura ambiente durante 2 hrs. Terminado el tiempo de

incubación, se agregó a todos los tubos (excepto los T) 1 ml de polietilenglicol al 4 % en PBS y se

centrifugaron a 5,000 rpm durante 30 min. Se aspiró el sobrenadante y se procedió a la lectura de

cada tubo en un contador beta.

Se transformaron los valores de cpm de la curva estándar y de las muestras a pg de TSH utilizando el

Software “enri” de transformación matemática a través de una  regresión logit-log. Los resultados se

expresan en ng/ml.

ANEXO 7. Radioinmunoensayo de las Hormonas Tiroideas

Radioinmunoensayo de T3

Para medir la concentración sérica de T3 se utilizó el kit “Coat-A-Count total T3” de la marca DPC; la

sensibilidad del ensayo es de 7 ng/dl y el antisuero de “Coat-A-Count total T3” es altamente específico

para la T3, con una reactividad cruzada del 100% para la T3 y extremadamente baja con otros

compuestos que se encuentran de manera natural en las muestras. Además, si existieran en las

muestras amplias variaciones de concentraciones proteicas no tienen un efecto significativo con el

ensayo de “Coat-A-Count total T3”.
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“Coat-A-Count total T3” es un radioinmunoensayo de fase sólida, donde la T3 total marcada con 125I

compite durante un tiempo fijo con la T3 de la muestra del animal por sitios de unión con el

anticuerpo. Esta reacción tiene lugar en presencia de agentes bloqueadores que sirven para liberar la

T3 unida a las proteínas transportadoras; de ahí que el ensayo mide T3 total, ya que tanto la T3 libre y

la T3 unida a proteínas de la muestra pueden competir con la T3 marcada radiactivamente por los

sitios de unión del anticuerpo. Debido a que el anticuerpo está inmovilizado a la pared de un tubo de

polipropileno, la simple decantación del sobrenadante es suficiente para terminar la competencia y

aislar la fración de T3 marcada radiactivamente unida al anticuerpo.

Antes de iniciar el procedimiento todos los componentes se llevaron a temperatura ambiente. Se

marcaron cuatro tubos de ensayo: 2 tubos T y 2 tubos NSB. De los tubos recubiertos con “T3 total

Ab”, se marcaron por duplicado la curva estándar desde la A (unión máxima) hasta la F; la curva va

de 0, 20, 50, 100, 200 y 600 ng/dl de T3, también se marcaron por duplicado los tubos para las

muestras.

Posteriormente se colocaron 100 µl del calibrador cero A en los tubos NSB y A, y 100 µl de cada uno

de los calibradores restantes y  de las muestras sin diluir en cada tubo previamente marcado. Se

agregó 1 ml de 125I T3 a todos los tubos y se agitaron en vórtex breve y suavemente. Se incubaron los

tubos durante 2 horas a 37 °C en baño maría. Después de la incubación se decantaron por completo

los tubos excepto los T. Finalmente se contaron los tubos en el contador gamma durante 1 min. por

tubo. Se transformaron los valores de cpm de la curva estándar y de las muestras a ng de T3

utilizando el Software “enri” de transformación matemática a través de una  regresión logit-log. Los

resultados se expresan en  ng/dl.

Radioinmunoensayo de T4

Para medir la concentración sérica de T4 se utilizó el kit “Coat-A-Count total T4” de la marca DPC; la

sensibilidad del ensayo es de 0.25 µg/dl y el antisuero de “Coat-A-Count total T4” es altamente

específico para la T4, con una reactividad cruzada del 100% para la T4 y extremadamente baja con

otros compuestos que se encuentran de manera natural en las muestras. Además, si existieran en las
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muestras amplias variaciones de concentraciones proteicas no tienen un efecto significativo con el

ensayo de “Coat-A-Count total T4”.

 “Coat-A-Count total T4” es un radioinmunoensayo de fase sólida, donde la T4 total marcada con 125I

compite durante un tiempo fijo con la T4 de la muestra del animal por sitios de unión con el

anticuerpo. Esta reacción tiene lugar en presencia de agentes bloqueadores que sirven para liberar la

T4 unida a las proteínas transportadoras; de ahí que el ensayo mide T4 total, ya que tanto la T4 libre y

la T4 unida a proteínas de la muestra pueden competir con la T4 marcada radiactivamente por los

sitios de unión del anticuerpo. Debido a que el anticuerpo está inmovilizado a la pared de un tubo de

polipropileno, la simple decantación del sobrenadante es suficiente para terminar la competencia y

aislar la fración de T4 marcada radiactivamente unida al anticuerpo.

Antes de iniciar el procedimiento todos los componentes se llevaron a temperatura ambiente. Se

marcaron cuatro tubos de ensayo: 2 tubos T  y 2 tubos NSB. De los tubos recubiertos con “T4 total

Ab”, se marcaron por duplicado la curva estándar desde la A (unión máxima) hasta la F; la curva va

de 0, 1, 4, 10, 16 y 24 µg/dl de T4; también se marcaron por duplicado los tubos para las muestras.

Posteriormente se colocaron 25 µl del calibrador cero A en los tubos NSB y A, y 25 µl de cada uno de

los calibradores restantes y de las muestras sin diluir en cada tubo previamente marcado. Se agregó 1

ml de 125I T4 total a todos los tubos y se agitaron en vórtex breve y suavemente. Se incubaron los

tubos durante 1 hora a 37°C en baño maría. Después de la incubación se decantaron por completo

los tubos excepto los T. Finalmente se contaron las muestras en el contador gamma durante 1 min.

por tubo. Se transformaron los valores de cpm de la curva estándar y de las muestras a µg de T4

utilizando el Software “enri” de transformación matemática a través de una  regresión logit-log. Los

resultados se expresan en  µg/dl.
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