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RESUMEN

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) sintetizada en el ndcleo paraventricular del hipotalamo
(NPV) participa en la regulacion del eje hipotalamo-hipéfisis-tiroideo (HHT). EI TRH se sintetiza en
diversas regiones del cerebro donde ejerce una funcién neuromoduladora, por ejemplo puede actuar
como un neuropéptido anorexigénico. Su metabolismo es regulado por el estado de nutricién; en el
ayuno, el eje tiroideo se inhibe: disminuye la sintesis del TRH en el NPV y su liberacion, esto lleva a
una disminucion de la concentracion sérica de tirotropina (TSH) y de las hormonas tiroideas (Ts,
triyodotironina y T,, tiroxina); paraddjicamente la retroalimentacién negativa esta bloqueada debido a
la disminucion de la concentracién circulante de leptina. El objetivo del estudio fue definir si existe una
regulacion diferencial en el funcionamiento del eje tiroideo entre la RA y la AN; y evaluar la respuesta
neural en condiciones de un balance energético negativo ante un estimulo agudo como el frio. Se
usaron ratas Wistar hembras adultas. El experimento durd 7 dias. Los grupos que se utilizaron para el

estudio fueron: Control: consumo libre de alimento y agua; Anorexia por deshidratacién (AN):

consumo libre de alimento y solucién salina al 2.5% como bebida; Restriccién alimentaria forzada

(RA): consumo libre de agua y consumo de alimento isocaldrico al grupo AN. Se disecaron el
hipotadlamo dorsal y mediobasal para la cuantificaciéon de TRH por radioinmunoensayo (RIA), el NPV
para semicuantificar el RNAm de pro-TRH, TRH-R1 (receptor tipo 1 para TRH) y pro-CRH (precursor
de la Hormona liberadora de corticotropina); y la adenohipdfisis para la semicuantificacion de TRH-R1
y PPII (enzima degradativa de TRH) por RT-PCR. En suero se midi6 la concentracion de leptina por
ELISA; y corticosterona, hormonas tiroideas, estradiol, prolactina y TSH por RIA. El grupo AN y RA
disminuyeron su consumo de alimento un 83% y perdieron un 20% de peso vs el control (100%). En
ambos grupos disminuy6 la concentracion sérica de leptina y estradiol, mientras que la concentracién
de corticosterona aumento; la concentracion sérica de prolactina disminuyé en la RA y no cambi6 en
la AN. En la RA, el gje tiroideo se encontrd inhibido: aumento el contenido de TRH en la eminencia
media, la expresiéon de pro-TRH y de TRH-R1 en el NPV disminuy6 sugiriendo una inhibicion de la
liberacion hipotalamica de TRH; TSH, Tz y T, disminuyeron (hipotiroidismo terciario). En la AN el
contenido de TRH disminuy6 en la eminencia media y la expresién de pro-TRH del NPV aumenté,
sugiriendo una liberacién hipotalamica del TRH. La concentracion sérica de TSH aumenté, y las
hormonas tiroideas disminuyeron (hipotiroidismo primario). La expresion de pro-CRH en el NPV en la
RA y la AN disminuyé. En la adenohipdfisis, la expresion de TRH-R1 en la RA aumenté vs el control y
la AN. No se encontraron cambios en la expresion de la PPIl. Los animales controles y de RA
expuestos al frio presentaron una activacion de las neuronas TRHérgicas del NPV, sin embargo en la
AN no se observé un estimulo aditivo ante la exposicién al frio. La concentraciéon sérica de TSH
aumentd solamente en los controles, T, aumenté en todos los grupos siendo mayor en la AN, y T;
aumentd solamente en la RA y la AN. Estos resultados revelan que existe una regulacién diferencial
del eje HHT entre la RA y la AN, presentandose un hipotiroidismo terciario en la RA, y un
hipotiroidismo primario en la AN. En los animales con RA se conservo la respuesta neural TRHérgica

a la exposicion al frio, pero no en los animales con AN.



LISTA DE ABREVIATURAS

a-MSH hormona o estimulante del melanocito
Ab anticuerpo

ACTH hormona adrenocorticotrépica

AgRP péptido relacionado al agouti

AN anorexia inducida por deshidratacién
CART transcrito regulado por cocaina y amfetamina
CRH hormona liberadora de corticotropina
GC glucocorticoides

GH hormona del crecimiento

GR receptor a glucocorticoides

HD hipotalamo dorsal

HHA hipotalamo-hipdfisis-adrenal

HHT hipotalamo-hipéfisis-tiroides

HL hipotalamo lateral

HMB hipotalamo mediobasal

i.C.v. intracerebroventricular

i.p. intraperitoneal

MCH hormona concentradora de melanina
MC4R receptor 4 de la melanocortina

MR receptor a mineralocorticoides

NPY neuropéptido Y

NPV ndcleo paraventricular del hipotalamo
POMC proopiomelanocortina

PPII piroglutamil peptidasa Il

PRL prolactina

RA restriccion alimentaria forzada

SNC sistema nervioso central

Ts triyodotironina

Ta tiroxina

TRH hormona liberadora de tirotropina
TRH-R1 receptor tipo 1 de la hormona liberadora de tirotropina
TRH-R2 receptor tipo 2 de la hormona liberadora de tirotropina

TSH tirotropina



I. INTRODUCCION
El mantenimiento del peso y la composicién corporal dependen de una regulacién central a

través de regiones hipotaldmicas y no hipotalamicas, asi como de un control periférico a través de
Organos del tracto gastrointestinal y del tejido adiposo, entre otros (Horvath et al., 2004; Bray, 2000;
Havel, 2001). La interaccion entre ambos sistemas esta mediada por sefiales nerviosas, hormonas,
neuropéptidos, nutrimentos y metabolitos. En la regulacion del apetito y del gasto energético
participan regiones hipotalamicas como el nucleo arcuato (ARC), ndcleo paraventricular (PVN), el
nacleo dorsomedial (DMH), el area hipotalamica ventromedial (VMH) y area hipotalamica lateral (HL),
y regiones no hipotalamicas como el nicleo del tracto solitario (NTS) (Horvath et al., 2004). El tracto
gastrointestinal (estdbmago, intestino, pancreas, higado) informa al sistema nervioso central (SNC) de
la ingesta de alimentos y de la homeostasis energética a través de sefiales metabdlicas, mediadas por
guimiorreceptores asi como por sefiales neuroendocrinas especificas (Broberger y Hokfelt, 2001;
Berthoud, 2002).

Determinados factores orexigénicos y anorexigénicos, como pueden ser la grelina, insulina,
leptina, entre otros, se generan moduladamente en el tracto gastrointestinal y el tejido adipso (en el
caso de la leptina) en funcion al estado nutricional. Dichas sefiales interaccionan con neuropéptidos
centrales implicados en la regulacion del apetito y gasto energético como el neuropéptido Y (NPY),
proteina relacionada al agouti (AgRP), orexinas, hormona concentradora de melanina (MCH),
proopiomelanocortina (POMC), transcripto relacionado a cocaina y anfetaminas (CART), hormona
liberadora de corticotropina (CRH), entre otros (Leibowitz y Wortley, 2004; Wynne et al., 2005). En
definitiva, el tracto gastrointestinal y el SNC participan conjuntamente tanto en la regulacién del
apetito, a corto y mediano plazo, asi como en el control del gasto energético y, por tanto, en la

homeostasis energética y en la estabilidad de peso y composicion corporal.



Regulacién Hipotalamica de la Homeostasis Energética

El hipotalamo integra informacién proveniente de sefiales centrales y periféricas para regular
la homeostasis energética (Berthoud, 2002). Los péptidos orexigénicos y anorexigénicos (llustracion
1) que constituyen una gran parte del circuito neuronal que controlan la conducta alimentaria y el peso
corporal, son sintetizados por las neuronas localizadas en los diferentes nilcleos hipotalamicos

(Leibowitz y Wortley, 2004).

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 | Hormona o estimulante del

(MCH) melanocito (a-MSH)

Galanina Pro-opio-melanocortina
(POMC)

Glutamato Péptido similar al glucagon 1
(GLP-1)

Acido y-aminobutirico (GABA) Transcrito regulado por cocaina

y anfetamina (CART)

llustracion 1. Péptidos y neurotransmisores hipotalamicos involucrados en el control de la ingesta alimentaria. El
lado izquierdo del recuadro sefiala algunas moléculas orexigénicas, es decir, estimulan la ingesta de alimento y
disminuyen el gasto energético. En el lado derecho del recuadro se muestran las moléculas anorexigénicas, es

decir, inhiben la ingesta de alimento y aumentan el gasto energético.

Nucleo Arcuato (ARC)

El ARC se localiza en el hipotalamo mediobasal, y ha sido implicado en el control de la
conducta alimentaria por varias razones. Primero, estudios realizados tanto en animales (Olney, 1969)
como en humanos (Bray y Gallagher, 1975) han demostrado que lesiones en esta estructura
hipotalamica provocan hiperfagia y obesidad. Segundo, las neuronas del ARC expresan receptores
para diversas hormonas que participan en el control de la conducta alimentaria y de la homeostasis
energética, como la leptina, insulina, corticosterona, estrégenos, progesterona y hormona del

crecimiento (ElImquist et al., 1998; Marks et al., 1990; Cintra y Bortolotti, 1992; Jirikowski et al., 1986;



Fox et al., 1990; Kamegai et al., 1996). Tercero, el ARC tiene dos poblaciones diferentes de neuronas
(en cuanto a los neuropéptidos que sintetiza). En la parte media del ARC se encuentran neuronas que
sintetizan al NPY y al AgRP, los cudles estimulan la ingesta de alimento y disminuyen el gasto
energético; mientras que en la parte lateral del ARC se encuentran neuronas que sintetizan CART y
la POMC del cual se deriva otro péptido, la hormona o estimulante del melanocito (a-MSH) los cuales
inhiben la ingesta de alimento y aumentan el gasto energético (Cone et al., 2001).

El NPY es un potente orexigénico, y diferentes estudios han demostrado que la liberacion de
este neuropéptido al HL y NPV contribuye al aumento en la ingesta de alimento después de un
periodo de ayuno (Elmquist et al., 1999; Kalra et al., 1991). La leptina disminuye el contenido de
RNAmM de NPY en el ARC, por lo tanto un mecanismo por el cual aumenta el apetito después de un
periodo de ayuno es a través del aumento de la sintesis y liberacion del NPY en el ARC como
consecuencia de la disminucién sérica de leptina (Ahima et al., 1999; Woods et al., 1998).

A diferencia de lo que ocurre con el NPY, cuando se inyecta en el hipotalamo a-MSH o
agonistas de sus receptores MC3/4, los animales desarrollan anorexia y pierden peso (Giraudo et al.,
1998; McMinn et al., 2000). La deprivacion de alimento con la subsecuente pérdida de peso provoca
una disminucién del RNAm de POMC en el ARC (Schwartz et al.,, 1997), mientras que la
administracion de leptina estimula su expresion (Thornton et al., 1997). El a-MSH es un agonista de
los receptores MC3/4, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro, con una alta
expresion en el NPV, en la regién perifornical del hipotalamo lateral y en el complejo vago dorsal
(Cowley et al., 1999; Kishi et al., 2003; Mountjoy et al., 1994). En cambio, el AQRP es un antagonista

enddgeno de los receptores MC3/4, el cual estimula el apetito (Kim et al., 2000).



Ndcleo Paraventricular del hipotalamo (NPV)

El NPV es una estructura hipotalamica que regula varias funciones motoras asociadas con el
balance energético (Berthoud, 2002; 2004). Estas funciones estdn controladas por dos diferentes
grupos de neuronas: células neuroendécrinas que proyectan a la hipdfisis y regulan la funcién
enddcrina; y neuronas que tienen proyecciones descendentes y que regulan respuestas conductuales
y autonémicas (Berthoud, 2002; 2004).

Dentro de las neuronas con funciones neuroenddcrinas, el NPV esta constituido por células
magnocelulares y parvocelulares; las neuronas magnocelulares sintetizan vasopresina y oxitocina, y
sus axones se proyectan a la hipdfisis posterior. Las neuronas parvocelulares del NPV sintetizan
péptidos que ademas de tener funciones enddcrinas, dentro del SNC funcionan como neuropéptidos
anorexigénicos, estos son la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la hormona liberadora de
tirotropina (TRH). Sus axones proyectan a la eminencia media, los péptidos son secretados a la
circulacion hipotalamo-hipdfisis portal para llegar a la hipéfisis anterior (Swanson y Sawchenko,
1983). Las neuronas del NPV también estan constituidas por neuronas autonémicas con axones que
proyectan a neuronas preganglionares simpéticas en la médula espinal, que pueden influir en
procesos asociados con la regulacién del metabolismo energético como por ejemplo en la actividad
gastrointestinal (Swanson y Sawchenko, 1983).

Ademas, el NPV integra sefiales de CRH, NPY, AgRP y del sistema de las melanocortinas
provenientes del HL (en el caso de CRH) y ARC (Watts et al., 1999; Sawchenko y Swanson, 1983).
El NPV es sensible a la administracion de varios péptidos que han sido implicados en la ingesta
alimentaria como colecistoquinina (CCK), NPY, grelina, orexinas, leptina y péptido similar al glucagon-
1 (GLP-1) (Hamamura et al., 1991; Lambert et al., 1995; Lawrence et al., 2002; Shirasaka et al., 2001,
Elmquist et al., 1997; Van Dijk et al., 1996): por ejemplo, la administracion de un agonista de las
melanocortinas directamente al NPV inhibe el efecto orexigénico que tiene el NPY (Wirth et al., 2001)
y la ingesta alimentaria (Giraudo et al., 1998); mientras que la administracion de un antagonista de las
melanocortinas (AgRP) en el NPV tiene el efecto contrario, aumenta la ingesta de alimento (Giraudo

et al., 1998). También se ha observado que cuando se inyecta en este nucleo hipotaldmico el NPY o
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noradrenalina, se potencia su efecto sobre la ingesta de alimento (aumentando el consumo)
(Leibowitz, 1978; Stanley y Leibowitz, 1985).

La integracion de sefiales que se da en el NPV produce cambios en otros sistemas
neuroenddcrinos. Proyecciones de NPY/AgRP y del o-MSH del ARC innervan a neuronas TRHérgicas
en el NPV (Legradi y Lechan, 1999; Fekete et al., 2000). La liberacion de NPY/AgRP en el NPV
ejercen un efecto inhibitorio en la expresion de TRH (Fekete et al.,, 2001; 2002; 2004), como
consecuencia disminuye la concentracién sérica de las hormonas tiroideas, lo que conlleva a una
inhibicion del eje tiroideo; mientras que las proyecciones del a-MSH tienen un efecto estimulador y
previenen la inhibicidn de la expresion de TRH en el NPV inducido por el ayuno (Fekete et al., 2000).
Las proyecciones de NPY al NPV también actlan sobre las neuronas CRHérgicas influyendo asi

sobre la homeostasis energética (Sarkar y Lechan, 2003).

Hipotalamo Lateral/area perifornical (HL)

El hipotalamo lateral, conocido como el centro del hambre, esta formado por neuronas que
sintetizan neuropéptidos que estimulan la ingesta de alimento: las orexinas/hipocretinas (Sakurai et
al.,, 1998) y el MCH (Bittencourt et al., 1992). Adicionalmente, el HL recibe proyecciones de
NPY/AgRP del ARC (Elmquist et al., 1999), y éste nucleo es mucho mas sensible que el NPV a los

efectos que ejerce el NPY sobre la ingesta de alimento (Stanley et al., 1993).

El ayuno aumenta los niveles del RNAm de MCH, su administracion i.c.v. aumenta la ingesta
de alimento (Qu et al., 1996) y provoca obesidad en las ratas (Marsh et al., 2002). Mientras que los
ratones con alteraciones genéticas del MCH son hipofagicos, presentan un bajo peso y un gasto
energético aumentado, a pesar de la disminucion en la expresién de POMC en el ARC, y de la baja
concentracién sérica de leptina (Shimada et al.,, 1998; Marsh et al.,, 2002). Estos sistemas
orexigénicos ejercen sus efectos a través de proyecciones que tienen en distintas estructuras como el
NPV, el ARC, el NTS y el nicleo dorsal del nervio vago (De Lecea et al., 1998; Peyron et al., 1998).

Los niveles del RNAm de la prepro-orexina aumentan durante el ayuno, y su administracion

central genera una conducta orexigénica (Sakurai et al., 1998; Hagan et al., 1999). Estas neuronas
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también expresan receptores para NPY y leptina, lo que permite que puedan integrar sefiales
adipostaticas (Campbell et al., 2003; Horvath et al., 1999).

Dentro de esta integracion hipotalamica de las sefiales periféricas, también estan involucradas
las neuronas sensibles a la glucosa presentes en el HL (Bernardis y Bellinger, 1996). Algunos
estudios han sugerido que las neuronas que expresan orexinas pueden censar la concentracion de
glucosa dentro de esta region. La hipoglucemia aumenta la expresion de c-Fos en estas neuronas y

aumenta los niveles del RNAm de orexinas (Moriguchi et al., 1999; Cai et al., 1999).

Regulacién hormonal periférica de la homeostasis energética

Las sefiales periféricas modulan las vias neuronales hipotaldmicas que participan en el control de
la conducta alimentaria, a través de la regulacién de la expresion de los péptidos orexigénicos y
anorexigénicos. Estas sefiales periféricas pueden dividirse en dos tipos: sefiales gastrointestinales y
adipostaticas.

1) Las sefiales gastrointestinales como la grelina o la colecistoquinina (CCK), ejercen un efecto a
corto plazo. Estas sefiales gastrointestinales llegan al cerebro a través del nervio vago, el cual
tiene proyecciones al NTS, ésta regién a su vez tiene proyecciones hacia el hipotadlamo
(Berthoud, 2002). La funcién de estas sefiales del tracto gastrointestinal es la de regular la
ingesta de alimentos en relacién a eventos de tipo sensorial, como por ejemplo proveer
informacion sobre la distensién gastrica, o la presencia de ciertos nutrimentos como por
ejemplo de grasas (Broberger y Hokfelt, 2001).

La grelina es un factor orexigénico sintetizado principalmente en el estémago. En humanos,
este péptido es regulado por el volumen de alimento ingerido, su concentracion sérica baja
después de una comida y aumenta en periodos de ayuno (Tschop et al., 2001). En las ratas,
la administracion central o periférica de grelina aumenta la ingesta de alimento y el peso
corporal, mientras que disminuye la lipélisis (Tschop et al., 2000). La grelina ejerce sus
efectos orexigénicos a través de la regulacion positiva de la expresion de NPY y AgRP en el

ARC (Wang et al., 2002).
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2)

La CCK se sintetiza principalmente en el duodeno y yeyuno. Esta hormona es liberada en el
intestino y a la circulacion en respuesta a la presencia de nutrimentos en el tracto
gastrointestinal, y permanece elevada hasta 5 horas después de su liberacion (Liddle et al.,
1985). La CCK regula la digestion estimulando la liberaciébn de enzimas pancreaticas y
vesiculares, aumentando asi la motilidad gastrica y disminuyendo el vaciamiento gastrico
(Liddle et al., 1985; Moran y Schwartz, 1994). La administracién periférica de CCK a humanos
y animales, disminuye la duracién y consumo de alimento (Gibbs et al., 1973; Kissileff et al.,
1981). Estudios hechos con ratones knockout del receptor tipo A para la CCK han sugerido
que ésta hormona actla en el hipotalamo dorsomedial para inhibir la expresion de NPY (Bi et

al., 2001).

Las sefales adipostaticas como la leptina y la insulina, ejercen un efecto a largo plazo. La
leptina sintetizada en el tejido adiposo y la insulina sintetizada en el pancreas, son dos
hormonas que participan en el control de la homeostasis energética. La restriccion calérica
induce una disminucién en la concentracion sérica de leptina; este efecto puede revertirse con
el consumo de alimento o con la inyeccién de insulina (Saladin et al., 1995). La circulacion de
la leptina refleja los depésitos de energia (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 (Schwartz et al.,
2000). Por lo tanto cuando disminuye la concentracion sérica de la leptina como en el caso del
ayuno, las neuronas orexigénicas se activan y las anorexigénicas se inhiben (Leibowitz et al.,
2004; Wynne, 2005).

La concentracion sérica de insulina también est4 positivamente correlacionada con los
depdsitos de grasa, y después de la ingesta de alimento ésta aumenta rapidamente. En el
cerebro, la insulina actlla como una sefial anorexigénica, disminuyendo la ingesta de alimento
y el peso corporal, a través de la regulacién de la expresién del NPY y de POMC en el ARC

(Schwartz et al., 2000; Wynne, 2005).
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ANOREXIA

En términos generales la anorexia describe simplemente una condicién de pérdida del apetito
o del hambre con una consecuente pérdida de peso. La anorexia puede clasificarse en dos grandes
grupos dependiendo de la etiologia de esta condicion: la anorexia de origen patoldgico y la anorexia
de origen adaptativo (Watts et al., 2007).

La anorexia de tipo patolégico puede subdividirse a su vez en dos, la Anorexia Nervosa, que
se ha propuesto ser de origen psicolégico, y la anorexia asociada a enfermedades degenerativas
como el SIDA y el cancer. En cambio, el segundo tipo de anorexia aparece como una respuesta
adaptativa ante cambios homeostaticos, los cuales pueden ser de origen externo que acompafian a
algln tipo de estrés como la administracion de lipopolisacaridos (Valles et al., 2000); o pueden ser de

origen fisiologico como la deshidratacion (Watts et al., 1999).

ANOREXIA INDUCIDA POR DESHIDRATACION

La deshidratacion ocasiona progresivamente en las ratas la reduccién de la ingesta de
alimento, generando una anorexia. Esta anorexia inducida por deshidratacion se origina como una
respuesta adaptativa que mantiene la homeostasis de los fluidos corporales, ya que en el proceso de
la digestion se utiliza cierta cantidad de agua, y la respuesta del organismo bajo éstas condiciones es
ahorrar la mayor cantidad posible de éste liquido. Se ha propuesto que los estimulos iniciales
responsables de generar esta anorexia durante la deshidratacion son: el aumento de la osmolalidad
(deshidratacion celular) y posiblemente el sabor de la sal (Watts et al., 2007).

Se han estudiado algunas vias neuronales hipotalamicas en este modelo. Watts y cols.
encuentran que las ratas con anorexia inducida por deshidratacién y las ratas con restriccién
alimentaria forzada (pareadas a las ratas con anorexia) presenta las mismas caracteristicas
enddcrinas y neuropeptidérgicas que normalmente se observan en la restriccion calorica: aumento de
la concentracion sérica de corticosterona y disminucion de la concentracién de leptina e insulina; en el
ARC encuentran un aumento en la expresion de NPY, y disminucion de la expresién de POMC y de
neurotensina (Watts et al., 1999). La inyeccién de una dosis alta de NPY (1 nug) revierte la anorexia

cuando se inyecta en el HL, sin tener ningln efecto cuando es inyectado en el NPV; mientras que
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dosis mas bajas de la inyeccion de NPY (0.5 pg) no tienen efecto sobre la anorexia en ninguno de
estos dos nucleos hipotalamicos (Salter y Watts, 2003).

A pesar de estos cambios neuroenddcrinos, las ratas con anorexia contindan disminuyendo
su ingesta de alimento; esto sugiere la existencia de otros mecanismos neuronales que se activan
durante la anorexia para inhibir el consumo de alimento.

El HL podria ser una estructura que participa en este tipo de anorexia, ya que la expresién de
CRH (péptido anorexigénico) aumenta exclusivamente en las ratas deshidratadas antes de que
desarrollen la anorexia, ademas hay una correlacion positiva entre el aumento de la expresion de
CRH en el HL con el grado de anorexia que presentan los animales (Watts et al., 1999).

Adicionalmente, estas neuronas que expresan CRH en el HL tienen proyecciones al NPV (Watts et

al., 1999), estructura donde se sintetiza el TRH, otro péptido con efectos anorexigénicos.

El Mesencéfalo en la Anorexia inducida por deshidratacion

Ademas de estudiar los cambios neuroenddcrinos en las ratas con deshidratacion, Sanders y
Ritter (2000; 2001) estudiaron en estos animales, los cambios conductuales y enddcrinos ante un
estimulo metabdlico: la administracion de 2-deoxiglucosa. Los animales inyectados con 2-
deoxiglucosa ya sea por via i.v. 0 i.c.v. presentan algunas respuestas compensatorias como son:
aumento de la concentracién sérica de corticosterona y de glucosa, y aumento de la ingesta de
alimento (Sanders y Ritter, 2000; 2001). Las células glucoreceptoras localizadas en el mesencéfalo
son los responsables de mediar estas respuestas ante la inhibicion celular de la oxidaciéon de glucosa
por la inyeccion de 2-deoxiglucosa (Sanderes y Ritter, 2000). Los animales con anorexia inducida por
deshidratacién (ingieren una solucién salina al 2.5%) inyectados con 2-deoxiglucosa, presentan el
mismo aumento de corticosterona y glucosa en sangre observado en los animales controles (ingieren
agua natural), sin embargo la respuesta de incrementar su ingesta de alimento se encuentra inhibida
(Salter y Watts, 2003). Estos resultados sugieren que las proyecciones ascendentes del mesencéfalo
gue proveen de informacién sobre el estado metabdlico del animal no estan afectadas en la

deshidratacion. En su lugar, pareciera ser que la deshidratacion actla especificamente sobre
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neuronas en el NPV y el HL para inhibir la ingesta de alimento cuando se inyecta 2-deoxiglucosa
(Watts et al., 2007).

Se han reportado cambios similares en pacientes con anorexia nervosa. La administracién
intravenosa de 2-deoxiglucosa o insulina a sujetos controles genera un aumento del apetito, pero en
pacientes con anorexia nervosa no se reporta este aumento del apetito, a pesar de que su
concentracion sérica de glucosa y corticosterona esta aumentada al igual que en los sujetos controles

(Nakai y Koh, 2001).

El Telencéfalo en la Anorexia inducida por deshidratacion

Neuner y cols. (2006) estudiaron si la manipulacion del nicleo accumbens (n. accumbens)
podia atenuar la anorexia inducida por deshidratacion en las ratas, compararon los efectos de la
inyeccion de muscimol (estimula la ingesta de alimento) en el n. accumbens entre ratas controles y
deshidratadas. Encontraron que después de la inyeccién de muscimol en el n. accumbens, los
animales deshidratados disminuyen la cantidad de alimento consumido y el tiempo que pasan
alimentandose, comparado con los animales controles. Los autores sugieren que la deshidratacién
actlia sobre elementos neuronales provenientes del n. accumbens que van hacia el hipotadlamo, para

asi inhibir la ingesta de alimento.
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ASPECTOS GENERALES DE LA HORMONA LIBERADORA DE TIROTROPINA (TRH)
La hormona liberadora de Tirotropina participa en la regulacion del eje hipotalamo-hip&fisis-
tiroideo

La hormona liberadora de tirotropina (TRH, pGlu-His-ProNH,) es un tripéptido con funciones
tanto endécrinas como neuronales; fue el primer factor hipotaldmico de liberacion purificado y
caracterizado por Boler y cols. (Boler et al., 1969) y Burgus y cols. (Burgus et al., 1969). Esta
neurohormona peptidica es un factor hipotalamico que participa en la regulacién del eje hipotalamo-
hipdfisis-tiroideo (HHT) (Bowers et al., 1971) (llustracién 2). Se sintetiza en el NPV del hipotalamo y
es transportado a través de los axones acumulandose en la porcion terminal de los nervios en la
eminencia media, de donde es liberado. Asi, el TRH alcanza el I6bulo anterior de la hipéfisis a través
de los vasos del sistema hipotalamo-hip&fisis portal. En la adenohipéfisis, el TRH se une a receptores
especificos en las células tirétropas y lactotropas, estimulando la sintesis y liberacion de tirotropina
(TSH) y prolactina (PRL), respectivamente (Bowers et al., 1971). El TSH a su vez, estimula la sintesis
y liberacién de las hormonas tiroideas (Ts y T,), las cudles, por retroalimentacién negativa regulan la

sintesis del TRH y de TSH en el NPV y en la adenohipdfisis, respectivamente (Yen, 2001).

El TRH del NPV del hipotdlamo (Griffiths, 1985) regula el metabolismo energético y la
temperatura corporal. Por ejemplo, una pérdida de peso del 10% provoca una adaptacion metabdlica
del eje HHT (Leibel y Rosenbaum, 1995), a través de la disminucién de la concentracion del RNAm de
TRH en el NPV (Blake et al., 1991; van Haasteren et al., 1995) y esto disminuye la actividad del eje
provocando una menor concentraciéon de hormonas tiroideas en sangre, lo cual genera la disminucion
de la termogénesis y el ahorro de las reservas energéticas.

El TRH también tiene un papel importante en la integracion de una serie de respuestas
termogénicas al frio (Arancibia et al., 1996). La exposicién al frio induce un aumento en los niveles del
RNAmM de pro-TRH y su liberacién en el NPV (Uribe et al., 1993). Estos cambios llevan a un aumento
en la circulacién de las hormonas tiroideas, las cuales interactlan con las proteinas desacopladoras
en el tejido adiposo pardo aumentando asi la produccién de calor (Carvalho et al., 1991; Bianco

2005). La inyeccion central de TRH eleva la temperatura corporal (Boschi y Rips, 1981), y antagoniza
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los efectos hipotérmicos de una serie de agentes como el etanol, los barbitdricos y la B-endorfina

(Horita, 1998).

llustracion 2 El TRH del NPV participa en la regulacién del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides. EI TRH estimula la
sintesis y liberacion de TSH en la adenohipdfisis, ésta a su vez estimula la sintesis y liberacion de las hormonas
tiroideas (T3 y T4). Las hormonas tiroideas por retroalimentacién negativa inhiben la sintesis de TSH en la

adenohipdfisis y la sintesis de TRH en el NPV.

Estructura del gen de la hormona liberadora de tirotropina y su biosintesis

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 transcripciéon consta de tres exones separados por dos
intrones. El exdn 1 codifica la region 5° no traducida; el exén 2, para el péptido sefial y para una
pequefia porcion del péptido amino terminal; mientras que la mayor parte del propéptido de TRH (pro-

TRH) se encuentra codificado en el tercer exén (Joseph-Bravo et al., 1998).

La region 5° contiene la region promotora que codifica para varios elementos reguladores:
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1. Dos unidades sencillas que unen el receptor de la hormona tiroidea (TR) en su forma
monomeérica y una tercera que une tanto TR homodimérica como heterodimérica con proteinas
auxiliares de TR (Hollenberg et al., 1995).

2. Un sitio consenso para la unién de los receptores de glucocorticoides (GR) (Joseph-Bravo et al.,
1998).

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

al., 1998).

El TRH es sintetizado a partir del procesamiento postraduccional de un precursor peptidico de
mayor tamafio llamado prepro-TRH. El aislamiento del DNA complementario (cDNA) que codifica para
la secuencia de prepro-TRH en Xenopus laevis (Richter et al., 1984), en rata (Lechan et al., 1986) y
en humano (Yamada et al., 1990) ha mostrado que el TRH proviene de una proteina de gran tamafio
que contiene varias copias de la secuencia progenitora para este péptido, 5 copias en rata (Lechan et

al., 1986) 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
aminodcidos (aa). Este precursor tiene un extremo amino-terminal (N-terminal) formado por una
secuencia lider de 25 aa, 5 copias de la secuencia progenitora de TRH (GIn-His-Pro-Gly) flanqueada
por pares de aa basicos (Lys-Arg o Arg-Arg), 4 péptidos intermedios entre las secuencias del TRH, un
péptido N-terminal (prepro-TRH,q.,5-R-R-prepro-TRHs3.74) Y un péptido C-terminal (prepro-TRHis4 o 160-

2s5) (Lechan et al., 1986a; Sevarino et al., 1989).

La biosintesis del TRH y otros derivados peptidicos de pro-TRH comienza con la traduccién
ribosomal dirigida por el RNAm, seguido por la protedlisis postraduccional de un precursor de mayor
tamafio, pro-TRH. La hidrdlisis del precursor para generar TRH biolégicamente activo ocurre en los
residuos de los pares de aa basicos por la accion de la prohormona convertasa 1 (PC1) y prohormona
convertasa 2 (PC2) (Nillni et al., 1995; Schaner et al., 1997), seguido por la accién de la

carboxipeptidasa E (CPE) para remover los residuos basicos (Nillni et al., 1997). Posteriormente el
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tripéptido GIn-His-Pro-Gly es amidado por la accién de la enzima glicina a—amidante monooxigenasa
(PAM), la cual usa la glicina C-terminal como el donador de la amida, mientras que el residuo GIn es

ciclizado a pGlu para formar TRH por la glutamil ciclasa (Fischer y Spiess, 1987; Nillni, 1999).

Receptores de TRH

La accién de TRH es mediada via sus receptores (Gershengorn y Osman, 1996; Sun y
Gershengorn, 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 proteinas G. El TRH-R1 y 2 en la rata, presentan una afinidad similar
y traduccién de su actividad a través de la via del fosfoinositidil-calcio. Sin embargo, estos dos
receptores presentan una distribucion anatdomica diferente (Sun y Gershengorn, 2002; Sun y

Gershengorn, 2003).

El TRH-R1, se encuentra en la adenohipodfisis y es el responsable de la funcién
neuroenddcrina del péptido (Nillni, 1999). En el cerebro, el RNAmM predomina en regiones limbicas
asociadas con la regulacién del estado de animo como el giro dentado del hipocampo, la amigdala, el
ndcleo accumbens y la corteza piriforme (Calza et al.,, 1992); también se encuentra ampliamente
distribuido en varias estructuras hipotalamicas como el area anterior y posterior del hipotalamo, el

hipotalamo lateral, el NPV y el nlcleo dorsomedial (O"'Dowd et al., 2000).

Por otro lado, el RNAmM del TRH-R2 esta localizado en regiones del cerebro como en el area
anterior del hipotalamo, areas del hipotalamo lateral, el NPV, el hipocampo, la corteza frontoparietal
(particularmente en areas somatosensoriales, motoras y olfatorias), la amigdala y el talamo (Mitsuma
et al.,, 1999; O'Dowd et al., 2000), areas que participan en procesos como la atencion y el
aprendizaje, el despertar y el suefio. Ademas, se encuentra en regiones que procesan informacién
sensorial (Hinkle et al., 2002). También se ha observado que este receptor podria estar involucrado

en funciones o procesos como la nocicepcion y en el control motor (O"Dowd et al., 2000).
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Inactivacion de TRH
El TRH es degradado por una metaloenzima especifica, la piroglutamil peptidasa Il (PPII) la
cual tiene su mayor actividad en el SNC (Bauer et al.,, 1990; Lin y Wilk, 1998), pero también se

encuentra en la adenohipdfisis y en otros tejidos como el higado y los rifiones (Nillni, 1999).

La PPII tiene una alta especificidad por su sustrato, el TRH (Bauer et al., 1994). Esta enzima
hidroliza el enlace de la pyroGlu-his del TRH. Es una metaloenzima de 260 kDa insertada en la
membrana celular con su sitio catalitico orientado hacia el espacio extracelular (Heuer et al., 1998).
En el SNC, esta enzima se localiza en la membrana de neuronas y no en células gliales (Bauer et al.,
1990; Cruz et al., 1991), mientras que en la adenohipdfisis, se localiza preferentemente en las células
lactotropas (Schomburg y Bauer, 1995). La localizacion de la PPIl en el SNC es consistente con el

papel que tiene en la degradacién del TRH sinaptico (Vargas et al., 1992).

La actividad de la PPIl en la adenohipéfisis de ratas estd regulada por el TRH, por las
hormonas tiroideas y los estrégenos. Vargas y cols. (1994), reportaron que en un cultivo de células
adenohipofisiarias, el TRH disminuye la actividad de la PPIlI (por medio de la activacion de sus
receptores) a un 54% del control 16 horas después de su administracion. Y Shomburg y Bauer (1995),
reportaron que la inyeccion i.p. de T3 (30 ug/100 g peso corporal) aumenta la concentracion del RNAm
de la PPII en la adenohipéfisis (10 veces por arriba del valor control). En ratas hipotiroideas (tratadas
con n-propiltiouracilo, 200 mg/litro en el agua para beber), el RNAm de la PPII disminuye a un 50% del
control el primer dia del tratamiento, en la adenohipdfisis. El efecto de las hormonas tiroideas sobre la
actividad de la PPII es especifico de la adenohipdfisis, ya que en cerebro la actividad de la enzima no
cambia significativamente (Schomburg y Bauer, 1995; Lin y Wilk, 1998).

La actividad de la PPIl en la adenohipdfisis también es regulada dependiendo de las
condiciones energéticas del animal, por ejemplo en ratas jovenes (28 dias de edad) que han estado
en condiciones de ayuno durante 48 hrs, disminuye significativamente la actividad de la PPIl en la

adenohipdfisis (de Gortari et al., 2000).
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Adicionalmente, el TRH es degradado en suero por la accion de la tiroliberinasa. Como la
PPII, la tiroliberinasa tiene un alto grado de especificidad por el TRH (Schomburg y Bauer, 1995;
Friedman et al., 1995; Nillni y Sevarino, 1999), y se ha sugerido que es sintetizada en el higado
(Schmitmeier y Bauer, 2002). La tiroliberinasa también es regulada por la concentracion de las
hormonas tiroideas en ratas (Ponce et al.,, 1988), en el hipotiroidismo disminuye la concentracién
sérica de esta enzima, mientras que en el hipertiroidismo aumenta (White et al., 1976). Ademas, se ha
reportado que en humanos la tiroliberinasa esta asociada positivamente al indice de masa corporal,

por ejemplo en sujetos obesos (Friedman et al., 1995).

Regulacién del Metabolismo del TRH en el Eje Neuroendécrino

Hormonas Tiroideas

Las hormonas tiroideas juegan un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis
metabdlica en respuesta a cambios externos como el frio. Ademas, estas hormonas regulan la
actividad del eje tiroideo por retroalimentacion negativa actuando a nivel hipofisario y a nivel central en

el hipotdlamo (Yen, 2001).

En el hipotalamo, las hormonas tiroideas regulan la sintesis del TRH y su liberacién por
retroalimentacion negativa (Taylor et al., 1990). En las ratas adultas con hipotiroidismo primario
aumenta la concentracién del RNAm de TRH en el NPV (T, esta baja mientras que TSH esta elevada)
(Taylor et al., 1990).

La tiroidectomia efectuada en ovejas de la raza Suffolk, trae como consecuencia la pérdida de
la retroalimentacion negativa que ejercen las hormonas tiroideas sobre las neuronas TRHérgicas del
NPV y aumenta significativamente la secrecién hipotalamica del TRH con respecto a los animales
eutiroideos; y la administracion de T, revierte esta respuesta y normaliza la secrecion del TRH (Dahl

et al., 1994).
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La expresion del TRH-R1 esta regulada por diferentes sefales extracelulares, incluyendo la
concentracion de hormonas periféricas como las hormonas tiroideas, las cuales disminuyen los
niveles del RNAm del TRH-R1 en hipdfisis 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.

Glucocorticoides

Los glucocorticoides (GC) ejercen efectos especificos dependiendo del tejido sobre el cual
actian. Pueden aumentar o disminuir la sintesis de varias proteinas (ej. somatostatina y TRH)
afectando el nivel de transcripcion, asi como la estabilidad del RNAm (Liu y Patel, 1995).
La corticosterona, el principal glucocorticoide en las ratas, puede regular el metabolismo del TRH. La
administracion de GC a ratas en el agua de consumo causa una disminucién en la concentracion del
RNAmM de pro-TRH en las neuronas del NPV del hipotdlamo (Kakucska et al., 1995). En ratas
adrenalectomizadas aumenta la concentracion del RNAm de pro-TRH en el NPV del hipotalamo
(Kakucska et al., 1995).

Estos efectos de los GC sobre el RNAmM de TRH podrian explicar en parte la aparente
contradiccion del efecto del ayuno, en el cual disminuye la concentracion de las hormonas tiroideas y
paraddjicamente también se encuentra disminuido el contenido del RNAm de TRH en el hipotalamo

(Blake et al., 1991).

Leptina y Péptidos Hipotalamicos

La leptina juega un papel importante en la regulacion neuroenddécrina del eje HHT. En el
ayuno disminuye la concentracion sérica de leptina, inhibiéndose el eje tiroideo y activandose el eje
adrenal (van Haasteren et al., 1995). En condiciones de ayuno o restriccion alimentaria cuando la
concentracion sérica de leptina es baja, disminuye el RNAm de pro-TRH en el NPV y la concentracién
sérica de las hormonas tiroideas, mientras que la concentracion de corticosterona aumenta (Blake et

al., 1991; van Haasteren et al., 1995). Estos efectos causados por el ayuno pueden revertirse con la
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inyeccion 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 liberacion del TRH hipotalamico de ratas que han estado en ayuno por

48 hrs (Kim et al., 2000).

La leptina regula la biosintesis de pro-TRH del NPV y su liberacién hipotalamica (llustracion
3): 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 activacion del transductor de
sefiales y del activador de la transcripcién 3 (STAT-3) (Guo et al., 2004; Huo et al., 2004); o puede
actuar indirectamente sobre las células del ARC estimulando la expresion génica de POMC vy por lo
tanto a la a—-MSH (péptido anorexigénico), e inhibiendo la expresion del NPY y del AgRP los cuales

son péptidos orexigénicos (Kim et al., 2000; Nillni et al., 2000; Harris et al., 2001).

TRH 7 < Receptores a GC
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\ 84 g Daraventricular Q Receptores a HT
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—EStado === —
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+TSH e -T3, T4 Catecolaminérgicas
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Leptina T
Tejido
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llustracion 3. Regulacion del eje tiroideo por la leptina a través de su accidon directa o indirecta sobre las
neuronas TRHérgicas del NPV del hipotdlamo. La secrecion de leptina del tejido adiposo estimula la expresion
hipotalamica de TRH, el cual es necesario para la produccion normal de TSH y de hormonas tiroideas en la

adenohipdfisis y glandula tiroides, respectivamente.
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Otros Estimulos

El frio y la succién (ej. durante el amamantamiento) estimulan la liberacién de TRH
hipotalamico, acompafiado de un aumento del RNAm de TRH en el NPV del hipotadlamo (Uribe et al.,
1993; Sanchez et al., 2001; Fjeldheim et al., 2005). La liberacién de TRH en respuesta a la exposicion
al frio en ratas, estd mediada por mecanismos adrenérgicos (Arancibia et al., 1989) y trae como
consecuencia una elevacioén rapida de la concentracién sérica de TSH y de las hormonas tiroideas.

El estimulo de la succion en ratas, provoca la liberacién hipotaldamica de TRH, lo que induce la
sintesis y liberaciébn de prolactina de la hipdfisis, e involucra la activacion de neuronas
serotoninérgicas que proyectan del ndcleo de rafé al hipotalamo (Barofsky et al., 1983; Uribe et al.,
1993). Ambos estimulos aumentan también la concentracion sérica de corticosterona (Uribe et al.,

1993).

El TRH como Neuromodulador

En cerebro, la mayor concentracion del TRH (30% del total) se encuentra en el hipotadlamo, y
el resto (70%) se encuentra ampliamente distribuido en regiones extrahipotalamicas (Nillni y Sevarino,
1999) como la amigdala, el hipocampo y el nacleo accumbens (Lechan y Jackson, 1982; Méndez et
al., 1987). Esta distribucion fue confirmada por Tang y Man en 1991, demostrando que el TRH tiene
un patrén de distribucién en el cerebro muy parecido a Leu-encefalina, sustancia P y somatostatina,

encontrando una menor concentraciéon en cerebelo.

Aparte de su funcibn cominmente conocida como hormona hipofisiotrépica, este péptido,
también puede funcionar como neuromodulador en el SNC debido a que presenta las siguientes
caracteristicas: mas del 50% de TRH se localiza en terminales nerviosas, en el cerebro se encuentran
receptores de alta afinidad para el TRH (Calza et al., 1992), y ademas en el cerebro y la
adenohipdfisis es degradada por la PPII, la cual se encuentra cerca de los sitios de liberacién del TRH

(Bauer et al., 1999).
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El TRH induce varias funciones. La inyeccion i.c.v. de TRH en ratas provoca distintos efectos
como la induccion del despertar, incrementa la actividad motora y la motilidad gastrica, provoca
taquicardia e hipertensién, mejora el aprendizaje y/o la memoria, eleva la temperatura corporal,
revierte el efecto narcético provocado por el alcohol, tiene efectos antidepresivos y disminuye la

ingesta de alimento y agua (Horita, 1998).

REGULACION DE LAS NEURONAS TRHérgicas EN DIFERENTES MODELOS DE RESTRICCION
ENERGETICA

La restriccién calérica ejerce efectos sobre el eje HHT: La expresién de TRH en el NPV
disminuye, mientras que el contenido del péptido aumenta en la eminencia media, sugiriendo una
inhibicion de su liberacion, lo cual se puede corroborar por la disminucién en la concentracion sérica
de TSH y de las hormonas tiroideas, que se observa tanto en ratas machos como hembras (Blake et
al., 1991; van Haasteren et al., 1995; 1996) y la realimentaciéon (van Haasteren et al., 1995) o la
inyeccién de leptina restablecen la actividad del eje tiroideo (Legradi et al., 1997). Estos cambios del
eje tiroideo surgen como una respuesta adaptativa inducida por la restriccion calérica, que conduce a
la preservacion de energia en situaciones de un balance energético negativo.

En nuestro laboratorio también se ha estudiado los cambios en el metabolismo de TRH en el
SNC en condiciones de ayuno: en las ratas adultas con un periodo de ayuno de 48 h, aumenta el
contenido de TRH en la eminencia media mientras que disminuye en el NPV; ocurre también una
disminucién del contenido de TRH y de su RNAm en la amigdala (de Gortari et al., 2000); mientras
gue en ratas jovenes (21 dias de edad), aumenta la concentracion de TRH en el hipocampo y
disminuye en el ndcleo accumbens en el ayuno (de Gortari et al., 2000). Esto sugiere que el papel del

TRH en la conducta alimentaria es independiente, al de su papel como hormona.
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Il. JUSTIFICACION

Hasta este momento todavia no han sido dilucidados por completo los mecanismos
neuronales responsables de desarrollar los distintos tipos de anorexia, sin embargo se sugiere que
por lo menos deben de compartir un mecanismo o una via neuronal en comdn que seria responsable
de regular la conducta alimentaria y el peso corporal.

En algunos modelos conductuales, como los que a continuacién se describen, se han
encontrado cambios en la via TRHérgica del Sistema Limbico y se ha demostrado que, dependiendo
del estimulo 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 concentracién o
sintesis y en la actividad de su enzima degradativa (PPIl), son especificos de cada regién del cerebro
y dependientes del estimulo 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
sintesis del TRH en el hipotalamo y una disminucién en la sintesis del TRH con un aumento en su
contenido en la amigdala (Gutiérrez-Mariscal et al., 2008); en modelos genéticos de ansiedad esta
aumentado el prepro-TRH 178-199 (Suzuki et al., 2001) en el NPV del hipotalamo.

También el metabolismo del TRH es regulado por el estado energético en el que se encuentra
el animal, por ejemplo, en la restriccion calérica (ayuno forzado durante 24 h, y restriccién forzada por
48 h) se observa una dismunicién de la actividad del eje tiroideo: disminuye la expresion de pro-TRH
en el NPV, mientras que en la eminencia media (de donde es liberado el péptido) aumenta el
contenido de TRH, como consecuencia disminuye en suero la concentracion de TSH y de las
hormonas tiroideas, generandose un hipotiroidismo terciario (Blake et al., 1991; Rondeel et al., 1995;
Van Haasteren et al., 1995, 1996; de Gortari et al., 2000). Por lo tanto, uno de los propositos de este
trabajo es estudiar cémo se regula el eje tiroideo en un diferente modelo de restriccion calorica, donde
el animal voluntariamente reduce su ingesta de alimento, pero que también se encuentra en un estado

de balance energético negativo.

Para esta finalidad, se propone utilizar el modelo de anorexia inducida por deshidratacion, el
cual resulta ser un paradigma util para estudiar los cambios neuroendécrinos durante la anorexia en

las ratas, ya que la anorexia se genera a partir del segundo dia de que los animales ingieren una
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solucion salina al 2.5% reduciendo su ingesta de alimento en un 75% al quinto dia; y cuando se les
restituye la solucién salina por agua, en minutos los animales restablecen su ingesta de alimento
(Watts et al., 1999). Por lo tanto, este modelo puede ayudar a estudiar cuales son las vias neuronales
que regulan la ingesta de alimento (especificamente las que la inhiben), en dénde se localizan y cémo
estan organizadas. Adicionalmente, se ha reportado que en las ratas con anorexia inducida por
deshidratacién aumenta la concentracion del RNAm de CRH en el hipotadlamo lateral; estos cambios
no se observan en las ratas con una restriccion alimentaria forzada. El aumento en la concentracion
del RNAm de CRH en el hipotalamo lateral esta correlacionado positivamente con la intensidad de la
anorexia que desarrollan los animales (Watts et al., 1999), por lo que se ha implicado al CRH de esta
region en la anorexia inducida por deshidratacion. Ademas, las neuronas CRHérgicas del hipotalamo
lateral tienen innervaciones hacia el NPV (Watts et al., 1999), por lo que sugerimos que es posible
gue las neuronas TRHérgicas del NPV pudieran ser un blanco de accién del CRH en la anorexia

inducida por deshidratacion.

También proponemos estudiar la respuesta neuronal hipotalamica de TRH en los animales
con una restriccion calorica (forzada y voluntaria) ante un estimulo adicional como es el frio. El ayuno
es un estrés de tipo fisiolégico, que como ya se menciond inhibe el eje tiroideo, sin embargo existen
otros tipos de estrés que también regulan el metabolismo del TRH, como por ejemplo, el frio que es
un estrés fisico de origen externo. En este caso, se observa en los animales una activacion del eje
tiroideo: aumenta la expresién de TRH en el NPV, y la liberacién de TSH y de las hormonas tiroideas

(Arancibia et al., 1996; Pacak y Palkovits, 2001; Sanchez et al., 2001, 2007).
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ll. HIPOTESIS

La regulacion diferencial en la actividad de las neuronas TRHérgicas del NPV y del
funcionamiento del eje tiroideo en las ratas con anorexia inducida por deshidratacién comparadas con
las de restriccion alimentaria forzada, sugeriran la participacién de este neuropéptido en la regulacion

central de la conducta alimentaria.

IV. OBJETIVOS

General:
Definir como se regula el eje hipotalamo-hipd&fisis-tiroideo en la restriccion alimentaria forzada
(RA) y en la anorexia inducida por deshidratacion (AN, restriccion alimentaria voluntaria) en ratas

hembras.

Especificos:

1. Comparar los cambios en el metabolismo de TRH del NPV y el funcionamiento del eje tiroideo
en un modelo animal de anorexia (restriccion voluntaria del consumo de alimento) contra un
modelo animal de consumo restringido de alimento (restriccion forzada).

2. Estudiar si la restriccion energética cronica, afecta la respuesta neuronal TRHérgica del NPV
ante un estimulo agudo como la exposicion al frio.

3. Evaluar si la restriccién calérica induce conductas de ansiedad de manera diferencial entre la
restriccion alimentaria forzada y la anorexia inducida por deshidratacion, utilizando la prueba

de enterramiento defensivo.
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V. MATERIALES Y METODOS.

Animales

En todos los experimentos se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar en edad adulta (250
g de peso), las cuales se mantuvieron en cajas individuales para registrar su consumo de alimento y
agua, estuvieron en condiciones controladas de 12 h de luz-oscuridad (luz de las 7 a las 19 hrs) y a
una temperatura controlada de 23°C. Todos los experimentos se llevaron a cabo en el Instituto
Nacional de Psiquiatria “RFM”", excepto los experimentos de exposicion al frio los cuales se llevaron a
cabo en el bioterio del Instituto de Biotecnologia, UNAM. Antes de iniciar el experimento, hubo una
semana de adaptacién en el cual los animales tuvieron acceso ilimitado a la comida (Rodent Diet
5001: 28% de proteinas, 12.13% de grasas y 59.8% de hidratos de carbono) y agua. Los animales se
pesaron en la semana de adaptacién para que los grupos tuvieran un peso homogéneo al iniciar el

experimento.

Experimentos

En todos los experimentos realizados, se ofrecieron a las ratas 50 g de alimento diariamente
(excepto al grupo de restriccion alimentaria forzada) y 150 ml de liquido. Los experimentos tuvieron
una duracién de 7 dias. Los grupos que se formaron fueron los siguientes:

1. Grupo Control (C): con consumo de alimento y agua ad libitum.

2. Grupo de Anorexia por deshidratacion (AN): con consumo de alimento ad libitum y una solucién
salina al 2.5% (NaCl de SIGMA) como medio de bebida (Watts et al., 1999).

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

cantidad de alimento que consumia en promedio el grupo de la anorexia.

Experimento de Cinética.

Con la finalidad de conocer en qué momento del experimento se presentan cambios
significativos en el eje hipotalamo-hipdfisis-tiroideo en las ratas con anorexia y en la restriccién
alimentaria forzada, se sacrificaron los animales en diferentes tiempos: dia 1, 3, 5y 7 de iniciado el

experimento.
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Experimento de Exposicion al Frio.

Se realiz6 un experimento independiente, donde los tres grupos de animales mencionados
anteriormente fueron sometidos a un estimulo agudo el séptimo dia de iniciado el experimento. De
cada grupo se seleccionaron aleatoriamente 5 ratas, las cuales fueron introducidas a un cuarto frio a

4°C durante una hora. Transcurrida la hora, todos los animales fueron sacrificados inmediatamente.

Los animales se pesaron diariamente de 9-10:00 h y se alimentaron hasta el dia del sacrificio.
Se registré también el consumo de alimento e ingesta de liquido diariamente.

Para el experimento de cinética se sacrificd a los animales en el dia 1, 3, 5y 7; para los

experimentos sucesivos los animales fueron sacrificados al séptimo dia por decapitacién, entre las 10
y 12:00 AM. Se colect6 la sangre de cada rata en tubos de centrifugacion para obtener el suero. Se
extrajeron los cerebros y se almacenaron a —70°C hasta su diseccién. Las adenohipofisis se
separaron y almacenaron a —70°C para semi-cuantificar la expresion de los RNAmM’'s de TRH-R1 y de
la PPII, por RT-PCR.
De los cerebros congelados, se hicieron manualmente cortes coronales (aprox. -0.6 a -3.6 mm de
bregma [Paxinos, 2005]) para disectar el hipotdlamo dorsal (HD: H 7.2 a 8.2 mm; L-1.0a 1.0 mm) y
el hipotdlamo mediobasal (HMB: H 8.2 a 9.8 mm; L —1.0 a 1.0 mm) para cuantificar el contenido de
TRH por radioinmunoensayo (RIA). Para otra serie de experimentos se disectd manualmente el NPV
del hipotalamo utilizando un ponche de 1 mm de diametro, el cual se obtuvo de un corte coronal (H
7.2 a2 8.2 mm; L-0.5a 0.5 mm [Paxinos, 2005]), para semi-cuantificar los RNAmM’s de pro-TRH, TRH-
R1y pro-CRH, por RT-PCR.

El suero se us6 para cuantificar la concentracion de proteinas por el método de Bradford
(Bradford et al., 1976), de leptina por el método de ELISA (para evaluar cambios metabdlicos que
pudieran estar relacionados con la pérdida de peso) y la concentracion de corticosterona (como
medida del estrés), TSH, y hormonas tiroideas (Ts; y T,) (como medida de la adaptacién del eje
tiroideo), estrégenos y prolactina, por RIA.

Adicionalmente se disect6 la grasa blanca (ovarica) y la grasa parda (subescapular), y se

pesaron inmediatamente después de la diseccion.
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Extraccion de TRH.

Los hipotalamos disectados (HD e HMB) fueron homogenizados en 500 pul de acido acético al
20% con un sonicador (vibra cell VC 130). Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 14,000
rpm durante 15 min a 4°C (Eppendorf Centrifuge 5810 R). Se extrajeron 420 ul del sobrenadante y se
colocaron en tubos de microcentrifuga. Se agregaron 800 ul de metanol al 100%, se agitaron las
muestras en un vortex (Daigger Vortex Genie 2) y se guardaron a —20°C durante 12 h. Las muestras
fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante 15 min a 4°C. Se extrajo todo el sobrenadante y se colocé
en otros tubos de microcentrifuga para la evaporacion del liquido (Vacufuge concentrator 5301) por un

periodo de 3 h para después obtener el pellet para la cuantificaciéon de TRH por RIA.

Radioinmunoensayo de TRH.

Se prepar6 por triplicado una curva estandar conteniendo concentraciones de 5, 10, 25, 50,
100, 250, 500, 1000 y 2000 pg de TRH en 100 pl de amortiguador RIA (amortiguador de fosfatos 50
mM pH 7.5 + BSA al 0.25% + 150 mM NaCl + azida de sodio al 0.02% en agua desionizada).
También se prepard por triplicado un estandar interno hipotaldmico con 20, 40, 80 y 160 ul de un
extracto de tejido evaporado a sequedad y resuspendidos en 100 ul de amortiguador RIA. Las
muestras de TRH fueron evaporadas y resuspendidas en el amortiguador RIA de acuerdo al
contenido esperado de TRH. Para el hipotadlamo dorsal se adicionaron 500 pl, y para el hipotdlamo
medio basal se agregaron 250 ul. Se agitaron las muestras en el vortex y se centrifugaron durante 5
min a 12,000 rpm a 4°C. Se tomaron por duplicado 100 ul de cada muestra y se colocaron en tubos
de vidrio de 12 x 75 mm. Posteriormente se prepararon los tubos controles: los totales (T) (cuentas
por minuto (cpm) totales), los NSB (unién no especifica) y se adicionaron 200 pul de amortiguador RIA
y por ultimo se prepararon los tubos Bo (ausencia de TRH) y se adicionaron 100 ul de amortiguador
RIA. A todos los tubos, excepto los T y NSB, se agregaron 100 ul de anticuerpo contra TRH (R,
dilucion de trabajo, 1:10,000) (Joseph-Bravo et al., 1979) y después se adicioné a todos los tubos 100

ul (5,000 cpm) de I TRH. Se incubaron los tubos entre 36 y 48 h a 4°C.

32



Terminado el tiempo de incubacion, se precipitaron todas las muestras, excepto los T, con 1
ml de etanol absoluto frio, se centrifugaron (Beckman J-6B) a 3,000 rpm durante 30 min a 4°C. Se
aspird el sobrenadante con un extractor de vacio y se realiz6 la lectura de las cpm en un aparato de
conteo de radiaciones gamma (LKB Wallace Miligamma Counter). Se transformaron los valores de
cpm de la curva estdndar y de las muestras a pg de TRH, utlizando el Software “enri” de

transformacion matematica a través de una regresion logit-log.

Extraccion del RNA total por el método de tiocinato de guanidina.

Se extrajo el RNA total del NPV y de la adenohipdfisis por el método de tiocinato de guanidina
(Chomczynski et al., 1987). Para la purificacién del RNA, se agregé a los tejidos congelados 150 ul de
solucién D (4 M de tiocinato de guanidina, 25 mM de citrato de sodio, 0.5% de sarcosil pH 7.0,y 0.1 M
de B-mercaptoetanol), posteriormente los tejidos fueron homogenizados con un sonicador (Sonics
Vibra Cell Ultrasonic Procesor). Y se adicionaron las siguientes soluciones agitando en el vortex
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 isoamilico (49:1 v/v). Se
dejaron reposando las muestras en hielo durante 15 min. y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 20
min a 4°C. Se recuper6 la fase acuosa y se adiciond un volumen de isopropanol. Se guardaron las
muestras a —20°C durante toda la noche.

El segundo dia se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm durante 30 min a 4°C; se obtuvo el
sobrenadante y se almaceno en otros tubos de centrifugacion. Al precipitado se le adicion6é 1/3 del
volumen inicial del homogenado de solucién D y un volumen de isopropanol, se guardaron las
muestras una hora a —20°C; posteriormente se centrifugaron a 14,000 rpm, se obtuvo el sobrenadante
y se guardd en otros tubos; al precipitado se le adicion6 un volumen de etanol al 75% y se
centrifugaron las muestras a 14,000 rpm durante 12 min. Posteriormente se obtuvo el sobrenadante y
el precipitado se resuspendié en agua, se adiciond 1/20 de acetato de sodio y 2 volimenes de etanol
absoluto del volumen de agua. Se almacenaron las muestras a —20°C durante toda la noche.

El tercer dia se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm durante 30 min a 4°C; se obtuvo el

sobrenadante y el precipitado se resuspendié en etanol al 75%; se centrifugaron las muestras a
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14,000 rpm durante 12 min a 4°C (este paso se realizd 2 veces), se obtuvo el sobrenadante y el
precipitado se seco en el savant durante 5 min. Posteriormente, el precipitado se resuspendio en 30 pl
de agua y se realizé la lectura de las muestras en un espectrofotometro (Eppendorf) a 260, 230 y 280
nm. Si la relacién 260/230 de las muestras fuera menor a 1.5 se adicionaria 1/25 de acetato de sodio
mas 3 volimenes de etanol, y se almacenaban las muestras a —20°C, repitiéndose los pasos del
tercer dia. Por ultimo se prepararon alicuotas de 1.5 ug de RNA en 12 ul de agua tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC) para realizar mas tarde la transcripcion reversa-reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR), también se prepararon otras alicuotas de 0.5 ng de RNA en 4 pl de agua

tratada con DEPC para verificar mas tarde por electroforesis que el RNA no estuviera degradado.

Reaccion de la transcriptasa reversa en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

Las alicuotas preparadas con una concentracion de 1.5 ug de RNA se calentaron en bafio
maria a 65°C durante 5 min y posteriormente se colocaron las muestras directamente en hielo. Se
adicion0 a cada tubo la mezcla de RT: 8.9 ul de agua bidestilada tratada con DEPC, 6.0 ul de buffer
RT 5 X (250 mM Tris-HCI, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,), 3.0 ul de ditiotreitol (DTT, 0.1M 10 X), 0.6 pl
de dNTPs 10 mM, 1.0 ul de oligo dT (0.5 ug/ul) y 0.5 ul de transcriptasa reversa (M-MLV RT, 200
u/ul). Se incubaron las muestras a 37°C durante 2 h. Al término de la incubacién se tomaron 4 ul de
la mezcla de reaccion de cDNA y se adicion6 la mezcla de PCR a cada tubo: 35 ul de agua
bidestilada estéril, 5 ul de buffer Tag DNA polimerasa (5 u/ul) 10 x, 1.0 ul de dNTPs 10 mM, 1.0 nl del
correspondiente oligonucleétido sentido y antisentido, 2.5 ul de MgClI (1.5 mM) y 0.5 ul de Amplificasa
5 u/ul (Biogénica).

Posteriormente se colocaron los tubos en el termociclador Eppendorf (Mastercycler Gradient).
En la tabla 1 se muestran las secuencias de los oligonucleétidos analizados, asi como de los genes

controles, y en la tabla 2 los ciclos y condiciones de amplificacion para cada gen:
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GEN

SECUENCIA SENTIDO

SECUENCIA ANTISENTIDO

TRH (5-3): (5-3):
Lechan et al., GGACCTTGGTTGCTGTCGACTCTGGCTTTG | ATGACTCCTGCTCAGGTCATCTAGAAGCT
1986
TRH-R1 (5-3"): ACCCAGAGAAGCAGGCAGCGTGACA | (5-3):

De la Pefia et al.,
1992

GATCCGCCACAGCCAGACTCACCAG

CRH (5"-3): AGAAGAGAGCGCCCCTAAAC (5"-3): ATCAGAATCGGCTGAGGTTG
Jingami et al.,
1985

PPII (5"-3"): GGACACCCAAATAATTGCT (5-3"): CTGGATCGCATACAAAAAG

Schauder et al.,

1994

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 oligonucledtidos mandados a elaborar en la Unidad de Sintesis de

Oligonucleétidos del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

NPV Tm (°C) pmol/ul Ciclos
TRH 64 25 26
TRH-R1 67 25 29
CRH 60 25 26
Ciclofilina y G3PDH 64 50 21

ADENOHIPOFISIS Tm (°C) pmol/ul Ciclos
TRH-R1 64 25 26
PPII 55 25 30
Ciclofilina 64 50 20

Tabla 2. Ciclos y condiciones de amplificacion para cada gen analizado. Los ciclos varian

dependiendo del tejido analizado debido a que la cantidad del RNAm es diferente.
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Después de amplificar los genes, se semi-cuantificaron por electroforesis los productos de la
PCR. La ciclofilina y la G3PDH se utilizaron como genes control. Se prepard un gel de agarosa al 2%
para todos los amplificados (para 75 ml: se usaron 1.5 g de agarosa standard-low, [Biorad], 15 ml de
TBE 5X y se afor6 a 75 ml con agua milliQ).

Del producto de PCR se tomaron 12 ul del gen en cuestién, 4 ul del gen control y se
adicionaron 2 pl del loading buffer (0.025 g de azul de bromofenol, 0.025 g de xileno cyanol, 5 ml de
glicerol) para tefiir el cDNA. Posteriormente se realizd la semi-cuantificacién de los genes por

densitometria utilizando el programa de American Applied Biotechnology.

Cuantificacion de Proteinas por el Método de Bradford.

Se diluyeron 10 pul de suero de rata en 100 ul de agua destilada. De esta dilucién se tomaron
por duplicado alicuotas de 10 ul para la determinacion de proteinas. Se prepar6é una curva estandar
por duplicado con las siguientes concentraciones: 20, 40, 60, 80, 100, 120 y 140 ul (1 pg/pl BSA). Se
adiciond a todos los tubos 5 ml del colorante (Bio-Rad), se dejaron todos los tubos reposando durante

5 min y se realizé la lectura de la absorbancia en el espectrofotémetro a 595 nm.

Ensayo enzimatico inmunométrico de leptina (ELISA).

Para cuantificar la concentracién sérica de leptina se utilizd el kit colorimétrico de leptina
marca CALBIOCHEM. Este kit utiliza un anticuerpo policlonal para la leptina, el cual esta inmovilizado
en la placa para unir la leptina presente en las muestras. Después de una incubacion de corta
duracion, se lava el exceso de la muestra y se adiciona un anticuerpo policlonal para la leptina de
ratbn marcada con peroxosidasa de rabano. Este anticuerpo marcado se une a la leptina capturada
en la placa. Después de una siguiente incubacién, se lava el exceso del anticuerpo y se adiciona el
sustrato. El sustrato reacciona con el anticuerpo marcado el cual esta unido a la leptina.

Se lavo la placa dos veces con 200 ul de la solucién de lavado (solucién detergente salina de
fosfatos). Se depositaron 100 pl del buffer de ensayo (solucién salina de fosfatos, contiene proteinas y
detergentes) en el pozo SO (0 pg/ml) y 100 ul de las soluciones estandar del 1 al 7 en los pozos

correspondientes, la concentracion de la leptina en la curva estandar fue la siguiente: 6,400; 3,200;
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1,600; 800; 400; 200 y 100 pg/ml, respectivamente. Posteriormente se depositaron las muestras (25 pl
de suero mas 75 ul de buffer de ensayo) en los pozos correspondientes, se agit6 ligeramente la placa,
y se incubé durante una hora a 37°C. Después de la incubacion se lavo la placa 10 veces adicionando
200 pl de la solucién de lavado y posteriormente se aspiré el contenido de los pozos. Se adicionaron
100 ul del anticuerpo de conejo contra la leptina de ratén en todos los pozos excepto en el blanco y se
incubd la placa durante 30 min a 37°C. Se lavé nuevamente la placa 10 veces adicionando 200 pul de
la solucién de lavado y se aspird el contenido de la placa. Posteriormente, se adicioné a cada pozo
100 ul de la solucién de sustrato (1 tableta TMB, 2.5 ml del buffer de sustrato [solucién de fosfatos],
2.75 ml de una solucién de hidréxido de perdxido al 0.01%). Se incubé la placa durante 30 min a
temperatura ambiente; para detener la reaccién se adicioné a cada pozo 100 ul de una solucién de
acido sulfdrico 1 N en agua. Posteriormente se realizé la lectura en el espectrofotometro a 450 nm; la
absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de la leptina en la muestra. Los
resultados se expresan en pg/ml y se obtienen por regresion lineal. La sensibilidad del ensayo es de

4.76 pg/ml.

Radioinmunoensayo de Corticosterona.

Se utilizaron 4 pl de suero diluido en 2 ml de amortiguador diluyente de esteroides (50 mM
amortiguador de fosfatos pH 7.5y 150 mM de NaCl). De esta diluciéon se tomaron 500 ul de todas las
muestras.

Se prepar6 una curva estandar como sigue: se tomaron 500 ml de las soluciones preparadas
(Corticosterona estandar ICN Farmacéutica) que contenian 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000, y
5000 pg/500 ml. Se pusieron los siguientes volimenes de amortiguador diluyente de esteroides: tubos
de BO (ausencia de la hormona) 500 ml; en los tubos NSB (unién no especifica) 500 ml + 100 ml
amortiguador fosfatos; y en los tubos T (cuentas totales), 600 ml. Todos los tubos se incubaron a 98°C
durante 10 min y se dejaron enfriar a temperatura ambiente.

El anticuerpo (Ab) se preparé a partir de alicuotas de 20 ul a una dilucién inicial de 1:12. Cada
alicuota se diluy6é con 1.98 ml de agua destilada, obteniendo una dilucién de trabajo de 1:1200. Se

adicionaron a todos los tubos (excepto los T y NSB) 100 ul de Ab. Posteriormente se adicionaron a
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todos los tubos 100 ul de la corticosterona tritiada (1 pl *H-Corticosterona + 9 ml buffer diluyente=
10,000 cpm/100 pl). Se mezclaron los tubos con un vortex y se incubaron durante 24 h a 4°C. Pasado
el tiempo de incubacién, se agregaron 200 ul de una solucién de carbon-dextran a 4°C (excepto a los
T) y se agitaron los tubos. Se incubaron durante 20 min a 4°C y se centrifugaron a 3,000 rpm durante
15 min. El sobrenadante de cada tubo se transfiri6 a tubos para conteo de radiaciones B y se
adicionaron 4 ml de liquido de centelleo (Ecolite, ICN). Cada tubo fue medido en un contador de
radiaciones 3 (Beckman) durante un minuto.

Se transformaron los valores de cpm de la curva estdndar y de las muestras a pg de
corticosterona utilizando el Software “enri” de transformaciéon matematica a través de una regresién
logit-log. Los resultados se expresan en ng de corticosterona por ml de suero. Este ensayo tiene un

limite de deteccion de 5 pg; y una variabilidad de 8% inter-ensayo y 7% intra-ensayo.

Radioinmunoensayo para TSH y Prolactina.

Para cuantificar la concentracion sérica de TSH y de prolactina se emple6 el protocolo y
materiales de la NIDDK (National Hormone and Pituitary Program). Para TSH se utilizaron 50 pl de
suero de rata diluidos 1:3 en amortiguador RIA (la sensibilidad del ensayo es de 5 pg, con un
coeficiente de variabilidad inter-ensayo del 13% e intra-ensayo del 6%); y para prolactina se empled
50 pl de suero de rata sin diluir (la sensibilidad del ensayo es de 15 pg, con un coeficiente de
variabilidad inter e intra-ensayo del 5%).

La curva estandar (por triplicado) se preparé de la siguiente manera: a los tubos NSB se
adicion6 300 ul 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 adiciond 200 ul del amortiguador RIA y 100 ul de Ab
contra TSH o prolactina. Posteriormente, se prepar6 la curva estandar con 10, 25, 50, 100, 250, 500,
1000, 2000, 4000 y 8000 pg/200 ul de amortiguador RIA y se adicioné 100 ul de Ab contra TSH o
prolactina. También se prepard una curva con suero de ratas controles (eutiroideas). Se prepararon
tubos con 10, 25, 50, 100 y 200 ul de suero, se completaron a 200 ul con amortiguador RIA y se

adicion6 100 pul de Ab contra TSH o prolactina.
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A las muestras problema se les adicion6 100 ul de Ab contra TSH o prolactina, y se acompleto
a un volumen final de 300 ul con amortiguador RIA.
Posteriormente se incubaron todos los tubos a temperatura ambiente durante 18-24 h. Terminado el
tiempo de incubacion, se adicioné a todos los tubos 100 pl de **°I-TSH o prolactina (10,000 cpm) y se
incubaron de nuevo a temperatura ambiente entre 18 y 24 h. Después se adicionaron a los tubos
(excepto los T) 100 ul de anticuerpo contra IgG de conejo (dilucién de 1:40 en PBS [amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7.5y 150 mM de NaCl]) y 100 ul de suero normal de conejo al 2% en PBS. Todos
los tubos se dejaron incubando a temperatura ambiente durante 2 h. Terminado el tiempo de
incubacion, se agregd 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 aspir6 el sobrenadante y se realiz6 la lectura de cada
tubo en un contador gamma.

Se transformaron los valores de cpm de la curva estandar y de las muestras a pg de TSH o
prolactina utilizando el Software “enri” de transformacion matematica a través de una regresion logit-

log. Los resultados para TSH y prolactina se expresan en ng/ml.

Radioinmunoensayo de Hormonas Tiroideas.

Para cuantificar la concentracién sérica de Tsy T4 se utilizaron los kits “Coat-A-Count total T3"
y “Coat-A-Count total T4”, respectivamente, de la marca DPC. El antisuero de ambos kits son
altamente especificos para estas hormonas, con una reactividad cruzada del 100% para la Tzy la T4, ¥y
extremadamente baja con otros compuestos que se encuentran de manera natural en las muestras.
Ambos kits son radioinmunoensayos de fase sélida donde la T3y T, total marcadas con *?°I, compiten
durante un tiempo fijo con la hormona presente en la muestra del animal por sitios de unién con el

anticuerpo.
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Radioinmunoensayo de Ts.

Se marcaron cuatro tubos de ensayo: 2 T y 2 NSB. De los tubos recubiertos con “T; total Ab”,
se marcaron por duplicado la curva estandar desde la A (unién maxima) 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 pl del calibrador cero (A) en los tubos NSB y A, y 100 ul de
cada uno de los calibradores restantes y de las muestras sin diluir en cada tubo previamente
marcado. Se agregé 1 ml de '*°| T; a todos los tubos y se agitaron en vértex. Se incubaron los tubos
durante 2 h a 37°C en bafio maria. Después de la incubacién se decantaron por completo los tubos
excepto los T. Finalmente se cuantificaron las muestras en el contador gamma durante 1 min. Se
transformaron los valores de cpm de la curva estandar y de las muestras a pg de Ts, utilizando el
Software “enri” de transformaciéon matematica a través de una regresion logit-log. Los resultados se

expresan en ng/dl. La sensibilidad del ensayo es de 7 ng/dl.

Radioinmunoensayo de T,.

Se marcaron cuatro tubos de ensayo: 2 tubos T y 2 tubos NSB. De los tubos recubiertos con
“T, total Ab”, se marcaron por duplicado la curva estandar desde la A (union maxima) hasta la F; la
curvavade 0, 1, 4, 10, 16 y 24 pug/dl de T4 también se marcaron por duplicado los tubos para las
muestras. Posteriormente se colocaron 25 pl del calibrador cero (A) en los tubos NSB y A, y 25 ul de
cada uno de los calibradores restantes y de las muestras sin diluir en cada tubo previamente
marcado. Se agregd 1 ml de *®| T, total a todos los tubos y se agitaron en vértex. Se incubaron los
tubos durante 1 hora a 37°C en bafio maria. Después de la incubacion se decantaron por completo
los tubos excepto los T. Finalmente se contaron las muestras en el contador gamma durante 1 min.
Se transformaron los valores de cpm de la curva estandar y de las muestras a pg de T, utilizando el
Software “enri” de transformacién matematica a través de una regresion logit-log. Los resultados se

expresan en ug/dl. La sensibilidad del ensayo es de 0.25 ug/dl.
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Radioinmunoensayo de Estradiol.

Para cuantificar la concentracion sérica de estradiol se utilizo el kit “Ultra-Sensitive Estradiol
RIA” de la marca DSL. Todos los tubos se prepararon por duplicado. Se adicionaron 200 ul de los
estandares, controles y muestras problema (suero de rata) a los tubos previamente marcados.
Posteriormente se afiadié a todos los tubos (excepto T y NSB) 100 ul de antisuero contra estradiol. Se
agitaron los tubos en el virtex y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h. Pasado el tiempo

de incubacién se adicionaron a todos los tubos 100 ul de estradiol marcado con **

|. Se agitaron los
tubos y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 h. Se adicion6 1 ml del reactivo para la
precipitacion a todos los tubos excepto a los T. Se agitaron en el vértex y se dejaron reposando a
temperatura ambiente durante 20 min, se centrifugaron todos los tubos (excepto los T) durante 20 min
a 1,500 x g. Se decantaron los tubos excepto los T, y se introdujeron en un contador gamma durante
1 min. Se transformaron los valores de cpm de la curva estandar y de las muestras a pg de estradiol

utilizando el Software “enri” de transformacion matematica a través de una regresion logit-log. Los

resultados se expresan en pg/ml. La sensibilidad del ensayo es de 2.2 pg/ml.
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Prueba de Enterramiento Defensivo: Un Modelo de Ansiedad.

Para determinar si los animales con restriccion alimentaria forzada o con anorexia por
deshidratacién se encuentran ansiosos, se realiz6 la prueba de enterramiento defensivo, paradigma
utilizado para evaluar conductas relacionadas a la ansiedad (Treit et al., 1981; De Boer y Koolhaas,
2003).

Debido a que se ha reportado previamente que las ratas que ingieren una solucién salina al
2.5% desarrollan anorexia a partir del segundo dia (Watts et al., 1999), se sometieron los tres grupos
(controles, RA y AN) a la prueba de enterramiento defensivo el tercer dia de iniciado el experimento.

La prueba consiste en poner la rata en una caja de acrilico con aproximadamente 5 cm de
aserrin y un electrodo en un extremo de la misma, cuando el animal entra en contacto con este
electrodo ocurre una descarga eléctrica de 0.3 mA. La prueba dura 10 min y se lleva a cabo en un
cuarto oscuro, la prueba es videograbada para poder realizar posteriormente los analisis.

El comportamiento de ansiedad se registra de acuerdo a los siguientes parametros (Treit et al., 1981):

a) Latencia de enterramiento (LE): tiempo registrado desde el inicio de la prueba hasta que la
rata empieza a enterrar el electrodo por primera vez. Es una medida de reactividad.

b) Tiempo de enterramiento (TE): tiempo total 0 acumulado que la rata emplea para enterrar el

electrodo durante los 10 min de la prueba. Es la medida directa de ansiedad, en la que a

mayor tiempo de enterramiento mayor ansiedad.

¢) Numero total de choques recibidos antes y después de empezar a enterrar el electrodo.

Anélisis de resultados

Se obtuvo para todos los datos la media y el error estandar de la media (EEM). Para realizar
comparaciones entre los grupos se uso un analisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido por la
prueba post-hoc de Fisher (software Stat View, SAS Institute). Y para el experimento de cinética y los
experimentos del frio se usaron un analisis de varianza de dos vias también seguido por la prueba

post-hoc de Fisher. Se consider6 una diferencia estadisticamente significativa cuando la p<0.05.
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VI. RESULTADOS
INGESTA DE ALIMENTO Y LIiQUIDO.

El grupo de la AN a lo largo del experimento tuvo acceso ilimitado al alimento y liquido. En
cambio al grupo de la RA se le restringio el alimento, ofreciéndoles la misma cantidad que consumia
el grupo de la AN; la figura 1 muestra los valores de 6 experimentos independientes. A pesar de que
el grupo de la AN tuvo acceso ilimitado al alimento, su consumo disminuyd significativamente desde el
primer dia vs el control (AN: 8 + 0.5 g, C: 13 + 0.54 @), para el séptimo dia su consumo de alimento ya
habia disminuido un 83% vs el control (AN: 2.4 + 0.54 g, C: 13.8 + 0.7 g; F(;,93= 286.21, p<0.0001)
(Fig. 1A). Para el séptimo dia la ingesta energética disminuyé significativamente en un 82 y en un
84% en la RA y la AN, respectivamente vs el grupo control (C: 104.45 + 3, RA: 17 + 1.4, AN: 17.7
1.6 Kcal/kg de peso corporal; F112= 546.92, p<0.0001) (Tabla 3).

En cuanto a la ingesta de liquido, ésta disminuyd significativamente desde el primer dia en el
grupo de la RA, y para el séptimo dia su ingesta de liquido disminuy6 a un 55%. En cambio el grupo
de la AN aumentd significativamente su ingesta de liquido desde el primer dia hasta el séptimo,
aumentando a un 153% vs el control (RA: 36 £ 2 ml, AN: 99 + 8 ml, C: 64 £ 4 ml; Fe3= 67.2,

p<0.0001) (Fig. 1B).
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Figura 1. Consumo de alimento (A) e ingesta de liquido (B) durante los 7 dias del experimento.
Los resultados muestran la media £+ EEM (n = 8/grupo/experimento; 6 experimentos independientes); los datos
fueron analizados por ANOVA de una via seguida por la prueba post-hoc de Fisher para comparar diferencias
entre grupos, considerandose significativa cuando * p<0.05 vs C, + vs RA.
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CAMBIOS EN EL PESO CORPORAL.

Tanto los animales de la RA como los de la AN perdieron peso durante el experimento, sin
embargo el grupo de la AN tuvo una mayor pérdida de peso que los animales con RA. El grupo de la
RA perdié peso significativamente a partir del cuarto dia, y para el séptimo dia la pérdida de peso fue
del 18%. En cambio el grupo de la AN perdi6 peso significativamente desde el primer dia del
experimento, y para el séptimo dia ya habia perdido un 26% de peso con respecto al control (RA: 212

+ 69, AN: 193+ 6.2 g, C: 260 + 10 g; Fp.05= 76.02, p<0.0001) (Fig. 2).
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gura 2. Cambios en el peso corporal durante los 7 dias del experimento. Los resultados muestran la
media + EEM (n = 8/grupo/experimento; 6 experimentos independientes); los datos fueron analizados por ANOVA

de una via seguida por la prueba post-hoc de Fisher para comparar diferencias entre grupos, considerandose
significativa cuando * p<0.05 vs C, + vs RA.
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CINETICA DE CAMBIOS EN EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-TIROIDEO.

Para poder determinar en qué momento de la anorexia por deshidratacién se presentan
cambios significativos en la regulacién del eje tiroideo, se sacrificaron a los animales en el dia 1, 3,5y
7. Ya se sabe que en condiciones donde se presenta un balance energético negativo, el eje tiroideo
se inhibe (Blake et al., 1991; Rondeel et al., 1995; van Hassteren et al., 1995; 1996). En el grupo de la
RA se encontraron los cambios esperados: los niveles del RNAm de pro-TRH del NPV disminuyeron
significativamente desde el dia 5, y para el dia 7 la expresion de pro-TRH disminuyd a un 52%; en
cambio en el grupo de la AN los niveles del RNAm de pro-TRH del NPV aumentaron
significativamente desde el dia 5, y para el dia 7 la expresion de pro-TRH aumenté un 36% [Dia 7, C:
100 + 13%, RA: 48 + 11% , AN: 136 + 7%; el ANOVA de dos vias solamente mostr6é diferencia

significativa entre grupos (F2s= 10.5, p<0.001)] (Fig. 3A).

La concentracién sérica de TSH en la RA no presenté cambios significativos, en cambio en el
grupo de la AN la concentracion de TSH aumentd significativamente vs el C y la RA desde el dia 5, y
para el dia 7 la concentracién de esta hormona habia aumentado un 46% (Fig. 3B) [el ANOVA de dos
vias mostré una diferencia significativa entre grupos (Fpss= 8.45, p<0.001) y una diferencia
significativa entre la interaccion de grupos y tiempos de sactrificio (Fess= 4.04, p<0.01)]. La
concentracion sérica de T, disminuy6 en el dia 7 en la RA vs el C, mientras que en el grupo de la AN
no se encontraron cambios significativos (Fig. 3C) [el ANOVA de una via mostrd diferencias
significativas entre la RA y el grupo control en el dia 7 (Fg= 6.5, p<0.05); el ANOVA de dos vias
mostré una diferencia significativa entre los tiempos de sacrificio (Fi33s= 6.18, p<0.001)]. La
concentracién sérica de T3 disminuy6 significativamente en los dos grupos experimentales, desde el
dia 5 en la RA y desde el dia 3 en la AN, y para el dia 7 la concentracién sérica de T3 habia
disminuido un 39% en la RA y un 30% en la AN (Fig. 3D) [el ANOVA de dos vias mostré una
diferencia significativa entre grupos (F(,3s= 13.93, p<0.0001), y tiempos de sacrificio (F( 6= 14.78,

p<0.0001)].

46



b=

100%)

Wdal contral |

[y

T4 {ugrdl

RMNAmM de pro-TRH

160

& o
S +
s ,i._-_;__";
Fa i
o0 - i_..—-_ = i- E
S0 - .
80 c RA AN ¥ —. _
&0 — e e I
20 e G
] v
1 4 4 y
3 -
25 -

IR

IlI
Vi
L] I"'.I'.
\ ¥
|
4
oy
/!

] T

Figura 3.

[
i

Pk
i

TEH ngiml)

a0
a0
T
&0
50
40

T3{npidij

20
1]
i}

—8—C — & —Ra& — & — AN
* +
—— .-I‘
- ===

™ i
-
w
Sy - =
- — -
—— S _'}
ey
. [ TR —

-
E]

¢ Digs

Cinética de cambios en el eje Hipotalamo-Hipofisis-Tiroideo. Los animales fueron

sacrificados después de 1, 3, 5y 7 dias de iniciado el experimento (n= 4 ratas/grupo/experimento). Los datos se

presentan como el promedio + EEM en % del promedio del grupo control. Los valores del RNAm de pro-TRH en

el NPV estan calculados con el cDNA de pro-TRH/ciclofilina. En el panel (A) se muestra un gel representativo de

los cDNAs de los grupos C, RA y AN; banda superior= pro-TRH, banda inferior= ciclofilina. Los datos se

analizaron con un ANOVA de dos vias, seguido por la prueba post-hoc de Fisher, se considerd una diferencia

significativa cuando * p<0.05 vs C, + vs RA.
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La concentracidn sérica de corticosterona aumenté significativamente en la RA a partir del dia
5 (C: 350 + 44, RA: 471 + 20 ng/ml), mientras que en la AN la concentracién de corticosterona
aumento desde el dia 3 (C: 365 + 43, AN: 537 + 24 ng/ml), para el séptimo dia, la concentracién
sérica de corticosterona en la AN era mayor comparada con el control y la RA (C: 332 + 16, RA: 454 +
22, AN: 543 + 18 ng/ml), [el ANOVA de dos vias solamente mostré diferencias significativas entre

grupos (F 3= 24.18, p<0.0001] (Fig. 4).
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Figura 4. Cinética de cambios en la concentraciéon sérica de coritcosterona. Los animales fueron
sacrificados después de 1, 3, 5y 7 dias de iniciado el experimento (n= 4 ratas/grupo/experimento). Los valores se
presentan en ng/ml. Los datos se analizaron con un ANOVA de dos vias, seguido por la prueba post-hoc de
Fisher, se consider6 una diferencia significativa cuando * p<0.05 vs C, + vs RA.
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CAMBIOS DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-TIROIDEO AL SEPTIMO DIA.

Debido a que la mayoria de los cambios significativos encontrados en el eje HHT se
observaron hasta el dia 7, en los experimentos posteriores los animales fueron sacrificados al
séptimo dia. Se llevaron a cabo 6 experimentos independientes con una n= 4-8.

Se peso el tejido adiposo blanco y pardo inmediatamente después de que los animales fueron
sacrificados. Ambos grupos experimentales tuvieron una pérdida significativa del tejido adiposo blanco
(Fe2n= 4.012, p<0.05), mientras que no hubo cambios significativos en el peso del tejido adiposo
pardo (Tabla 3). La concentracidn sérica de proteinas no cambié significativamente en ninglin grupo
experimental (Tabla 3).

También se cuantificaron distintas hormonas que participan en la regulacion del eje tiroideo.
La concentracion de leptina y estradiol disminuyeron significativamente tanto en la RA como en la AN
(leptina: Fp43= 45.4, p<0.0001; estradiol: Fp.5= 11.75, p= 0.001) (Tabla 3). Mientras que la
concentracion de corticosterona aumentd en ambos grupos experimentales como se esperaba (F.20=
26.8, p<0.0001) (Tabla 3).

Adicionalmente se semi-cuantific6 la expresion de pro-CRH del NPV como control de
reproducibilidad para evaluar la respuesta a la RA 'y a la AN (Watts et al., 1999). La expresion de pro-
CRH disminuy6 de igual manera en la RA'y en la AN (Tabla 3).

Para evaluar la respuesta del eje tiroideo a la restriccion alimentaria forzada y a la anorexia
inducida por deshidratacion se analizaron distintos parametros del mismo. Se semi-cuantificé por RT-
PCR el RNAm de pro-TRH y su receptor tipo 1 (TRH-R1) en el NPV, y el contenido de este péptido en
el hipotdlamo dorsal (HD) y en el hipotdlamo medio basal (HMB) por RIA. Los niveles de RNAm de
pro-TRH en el NPV disminuyeron significativamente en la RA, mientras que en la AN aumentaron
(RA: 55 + 4%, AN: 131 * 8%, C: 100 + 5%; F, 45= 36.76, p<0.0001). En cambio, los niveles del RNAmM
de TRH-R1 en el NPV solamente disminuyeron significativamente en el grupo de la RA (RA: 68 + 6%,
AN: 89 £ 4%, C: 100 * 9%,; F 3= 5.62, p<0.01) (Fig. 5A). El contenido de TRH en el HMB aumento
significativamente en la RA, y en el grupo de la AN se observé una tendencia a disminuir pero no
alcanzé significancia estadistica (RA: 148 + 9%, AN: 76 + 4%, C: 100 * 12%; F(14= 8.02, p<0.01)

(Fig. 5A). No se encontraron cambios significativos en el contenido de TRH del HD.
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En la adenohipdfisis, los niveles del RNAmM de TRH-R1 aumentaron significativamente en el
grupo de la RA vs el control, mientras que en la AN solamente se observé una disminucién
comparado con la RA (RA: 150 + 18%, AN: 66 + 11%, C: 100 * 16%; F( 3= 7.99, p<0.001) (Fig. 5B).
En cambio los niveles del RNAm de la PPIl no cambiaron significativamente en ningdn grupo

experimental.

La concentracion sérica de TSH disminuy6 significativamente en el grupo de la RA, mientras
que aumento en el de la AN (RA: 68 £ 5%, AN: 155 + 11%; C: 100 + 6%; F(,114)= 32.04, p<0.0001). La
concentracion sérica de T4y T3 disminuyeron significativamente tanto en la RA como en la AN vs el
control (T4: F(z55= 20.04, p<0.0001; T3: F(z,50= 25.14, p<0.0001).

La concentracion sérica de prolactina disminuy6 significativamente un 80% en la RA

comparado con el grupo control y la AN (F 0= 26.82, p<0.0001) (Tabla 3).
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Figura 5. Cambios del Eje Hipotalamo-Hipofisis-Tiroideo al séptimo dia. Los datos se presentan como el
promedio + EEM en % del promedio del grupo control. Los valores del RNAm de pro-TRH, TRH-R1 y PPIl ya sea
en el NPV o adenohipdfisis estan calculados con el cDNA del gen de estudio/ciclofilina. (A) RNAm de pro-TRH y
TRH-R1 en el NPV (n= 16), contenido de TRH en el hipotalamo dorsal (HD) y en el hipotdlamo mediobasal (HMB)
(n= 8). (B) RNAm de TRH-R1 y de PPII en adenohipdfisis (n= 10). (C) Concentracién sérica de tirotropina (TSH),
T3y Ta total (TSH, C: 2.1 £ 0.22 ng/ml, n=40; T4, C: 1.94 + 0.27 pg/dl, n=19; T3, C: 73 + 4.7 ng/dl, n=19). Los
datos se analizaron con un ANOVA de una via, seguido por la prueba post-hoc de Fisher, se consideré una

diferencia significativa cuando * p<0.05 vs C, + vs RA.
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Control Restriccion Anorexia inducida
Alimentaria Forzada | por Deshidrataciéon
Energia consumida 104 +3 17+1.4°% 17.7+1.6°%
(kcal/kg de peso/dia)
Peso corporal (g) 260 + 10 212+6° 193+6%°
TAB (g/kg) 22+2 16+2° 17+1°
TAP (g/kg) 19+0.2 14+01 14+0.1
Proteina 133+25 123+45 130+ 4.6
(ng/mi)
RNAmM de pro-CRH
(% del control) 100 £ 10 81+4° 80+4°
Leptina 100 + 8 33+4° 37+5°
(% del control) (425 33 pg/ml)
Corticosterona 100+ 7 263 £23° 218 +17°
(% del control) (151 +15 ng/ml)
Estradiol 100 + 13 40+9°? 31+6°
(% del control) (26 +4 pg/ml)
Prolactina 100+ 9 20+4° 101+9°
(% del control) (0.97 #0.09 ng/ml)

Tabla 3. Efectos de la restriccion alimentaria forzada y la anorexia inducida por deshidratacion
en el dia 7. Todos los animales fueron sacrificados en el dia 7, los datos de todos los experimentos se
calcularon como el % del grupo control (= 100% y expresado como la media + EEM). La energia consumida se
calculd considerando que el alimento ofrecido a los animales provee 3.04 Kcal/g; las Kcal consumidas fueron
normalizadas por Kg de peso corporal. El tejido adiposo blanco (TAB) y el tejido adiposo pardo (TAP) fueron
pesados (g) y normalizados por los kg de peso corporal. Las hormonas séricas fueron cuantificadas por
radioinmunoensayo (RIA). Nimero de determinaciones analizados para calcular los datos presentados: energia
consumida y peso corporal n= 35; leptina n= 17; corticosterona n= 8; determinaciones restantes n= 10. Los datos
fueron analizados con un ANOVA de una via seguido por la prueba post-hoc de Fisher, se consideraron

diferencias significativas cuando p<0.05; (a) diferencia significativa vs control, y (b) vs RA.
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RESPUESTA NEUROENDOCRINA A LA EXPOSICION AL FRIO.

El séptimo dia de iniciado el experimento, se seleccionaron al azar 5 ratas de cada grupo para
someterlas a un estrés agudo antes de ser sacrificadas. Los animales se introdujeron a un cuarto frio
a 4°C durante una hora.

El peso de la grasa blanca y de la grasa parda no vario después de la exposicion al frio, sin
embargo como en experimentos anteriores, el peso de la grasa blanca disminuyé significativamente
en los animales con RA y AN que permanecieron a temperatura ambiente (RA: 8 0.8, AN: 7+ 0.7, C:
15 + 1.8 g/kg; el ANOVA de dos vias solamente mostré una diferencia significativa entre grupos

Fesn= 11, p<0.0001).

Por otro lado, se reprodujeron los cambios en el metabolismo TRHérgico descritos
anteriormente en los animales que se mantuvieron a temperatura ambiente. La expresién de pro-TRH
del NPV disminuyd un 46% en el grupo de la RA y aument6 un 47% en el grupo de la AN (RA: 54 +
4%, AN: 147 + 10%, C: 100 + 6%) (Fig. 6A).

En las ratas controles expuestas al frio durante 1 hora se observo el esperado aumento en la
expresion de pro-TRH que ha sido reportado anteriormente (Uribe et al., 1993; Sanchez et al., 20001;
2007). También se observé un aumento significativo en los niveles del RNAm de TRH en las ratas con
RA expuestas al frio, mientras que en el grupo de la AN no se observd una respuesta aditiva de las
neuronas TRHérgicas ante el estimulo del frio (Fig. 6B) [el ANOVA de dos vias mostré una diferencia
significativa entre los grupos expuestos al frio (Fp42= 3.76, p<0.05), entre diferentes condiciones de
temperatura (F142= 42.21, p<0.0001), e interaccion entre estas dos variables (Fp42= 29.06,

p<0.0001)].

La concentracion sérica de TSH solamente aumentd significativamente en el grupo control
expuesto al frio vs su propio control (animales mantenidos a temperatura ambiente) (Fig. 6B) [el
ANOVA de dos vias solamente mostré una diferencia significativa entre los grupos (Fg2= 8.39,
p<0.001]. Por el contrario, la concentracién sérica de T, aumentd significativamente en todos los

animales expuestos al frio, observandose un mayor incremento en el grupo de la AN vs la RA; en
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cambio la concentracion sérica de T; aumenté igual en el grupo de RA y AN expuestos al frio, sin
presentarse un cambio significativo en el grupo control expuesto al frio (Fig. 6B) [T4: el ANOVA de dos
vias mostréo una diferencia significativa entre grupos (Fgi5= 130.83, p<0.0001), diferentes
condiciones de temperatura (F,15= 63.64, p<0.0001), e interaccion (F 1= 8.14, p<0.01; n= 4); T5: el
ANOVA de dos vias mostré una diferencia significativa entre grupos (Fp16= 34.01, p<0.0001), y
diferentes condiciones de temperatura (F¢ 16= 58.69, p<0.0001), la interaccion de estas dos variables
no fue significativa; n= 4].

La concentracion sérica de corticosterona aumenté significativamente en todos los grupos de
animales expuestos al frio comparado a los animales mantenidos a temperatura ambiente (Fig. 6B)
[el ANOVA de dos vias mostré una diferencia significativa entre los grupos (F.3= 13.02, p<0.001),
diferentes condiciones de temperatura (Fu.3= 57.71, p<0.0001), e interaccion entre estas dos
variables (F 3= 6.83, p<0.05)].

Como se esperaba, no se encontraron cambios significativos en la concentracion sérica de
prolactina en los animales expuestos al frio vs los animales mantenidos a temperatura ambiente (Fig.
7), ya que el frio estimula Gnicamente la liberacion de las hormonas tiroideas, pero no la de prolactina

(Sanchez et al., 2007).
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Figura 6. Respuesta Neuroenddcrina a la Exposicién al Frio. Diez ratas por grupo fueron sometidas a
un paradigma de restriccion alimentaria forzada o a una anorexia inducida por deshidratacién, el séptimo dia, 5
animales/grupo se mantuvieron a temperatura ambiente (TA) y las otras 5 se expusieron a 4°C durante una hora
antes de ser sacrificadas. Los datos se presentan como el promedio + EEM en % del promedio del grupo control
mantenido a TA. Los valores del RNAm de pro-TRH del NPV estan calculados con el cDNA de pro-
TRH/ciclofilina. Corticosterona: C-TA= 145 + 7 ng/ml, n=5; TSH: C-TA= 1.5 + 0.17 ng/ml, n=5; T4: C-TA= 23 +
0.14 pg/dl, n= 4; T3: C-TA= 86 + 5 ng/dl, n= 4. Los datos se analizaron utilizando un ANOVA de dos vias seguido
por la prueba post-hoc de Fisher, considerandose significativo cuando la p<0.05 * vs Control-TA; + vs RA-TA; &

VS su propio control mantenido a TA.
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Figura 7. Cuantificacion de Prolactina sérica el dia 7 en el experimento del Frio. Diez ratas por
grupo se sometieron a una restriccion alimentaria forzada o a una anorexia inducida por deshidratacion, el
séptimo dia, 5 animales/grupo se mantuvieron a temperatura ambiente (TA) y las otras 5 se expusieron a 4°C
durante una hora antes de ser sacrificadas. Los datos se presentan en ng/ml £+ EEM. Los datos se analizaron con
un ANOVA de dos vias, seguido por la prueba post-hoc de Fisher, se consider6 una diferencia significativa

cuando * p<0.05 vs control; + vs RA.
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PRUEBA DE ENTERRAMIENTO DEFENSIVO: MODELO DE ANSIEDAD.

En las ratas con AN expuestas al frio, no se observd una respuesta aditiva a este estimulo
como en el caso de la RA, a pesar de que en ambos grupos experimentales hubo una respuesta
disminuida a la liberacion de corticosterona. Por lo tanto, se analiz6 si esto podria deberse a una
respuesta diferencial ante el estrés.

Para evaluar conductas de ansiedad en las ratas, se utilizd la prueba de enterramiento
defensivo. Los grupos de RA y AN para el tercer dia de iniciado el experimento ya habian disminuido
significativamente su consumo de alimento (RA-forzado y AN-voluntario) en un 39%, y la
concentracion sérica de T3 estaba disminuido sin todavia haber cambios significativos en la expresién
de pro-TRH (Fig.3), por lo tanto se seleccioné este dia para someter a todos los grupos de animales a
la prueba de enterramiento defensivo.

La latencia (tiempo en que el animal tarda en enterrar el electrodo a partir del primer choque),
gue representa la reactividad del animal ante un estimulo desagradable, disminuyé de igual manera
en la RA 'y la AN comparado con el control (C: 90 + 14, RA: 52 + 4, AN: 51 + 6.6 seg [F(26= 5.74,
p<0.01]) (Fig. 8A). El tiempo de enterramiento, que refleja la ansiedad en el animal, fue mayor en la
AN vs el control; el grupo de la RA mostré una tendencia a aumentar el tiempo de enterramiento pero
no fue significativo (C: 151 + 17, RA: 199 + 24, AN: 247 + 21 seg [F(26= 4.83, p= 0.01]) (Fig. 8B). El
namero de choques fue el mismo en los tres grupos (C: 3 + 0.4, RA: 3 + 0.4, AN: 3 + 0.5 choques
[Fr26= 0.27, p= 0.75]) (Fig. 8C). Estos datos sugieren que las diferencias en los parametros
conductuales se deben a la ansiedad que presenta el animal, y que los animales con RA y AN
presentaban un mayor grado de ansiedad que los animales controles en el momento que se realizé la

prueba; sin diferencia aparente entre ambos grupos experimentales.
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Figura 8. Prueba de Enterramiento Defensivo: Modelo de Ansiedad. Los grupos control, RA y AN
fueron sometidos a la prueba de enterramiento defensivo para evaluar conductas de ansiedad. Esta prueba se
llevé a cabo el tercer dia de iniciado el experimento cuando los grupos experimentales habian disminuido
significativamente su consumo de alimento en un 39%. La prueba se llevé a cabo en un cuarto oscuro, tuvo una
duracion de 10 min y fue videograbada para analizar posteriormente los diferentes parametros. (A) Latencia,
tiempo en que tarda el animal en enterrar el electrodo a partir del primer choque, representa la reactividad del
animal ante un estimulo desagradable. (B) Tiempo de enterramiento, tiempo acumulativo en que el animal pasa
enterrando el electrodo a lo largo de la prueba, refleja la ansiedad del animal. (C) Numero de choques, cantidad
de choques que recibe el animal a lo largo de la prueba. Los datos fueron analizados con un ANOVA de una via

seguido por la prueba post-hoc de Fisher, se consider6 una diferencia significativa cuando * p<0.05 vs control.
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VII. DISCUSION

El SNC juega un papel fundamental en el control del metabolismo energético y en la
regulacidon de la conducta alimentaria. Diferentes vias neuronales hipotalamicas a través de la
integracion de sefales periféricas (como hormonas y nutrimentos) y de sefiales neuronales
provenientes del sistema limbico regulan la ingesta de alimentos y el gasto energético (Berthoud,
2002; Horvath et al.,, 2004). Uno de estos nucleos hipotalamicos de importancia es el NPV, que
integra sefiales de distintos tipos (neuronales y periféricos) provenientes del ARC, del hipotalamo
lateral, de la corteza prefrontal, de regiones del sistema limbico y del tallo cerebral para generar una
respuesta endécrina y conductual (Berthoud, 2002; Wynne, 2005; Watts et al., 2007). EI NPV participa
en el control de la ingesta de alimentos a través de la regulacién de procesos metabdlicos, de la
digestion y absorcion de nutrimentos; ademas esté involucrado en cambios en la ingesta de alimentos
inducido por el estrés (Berthoud, 2002).

Durante los ultimos afios se han desarrollado diversas herramientas, como estudios
anatomicos y de modificacion genética, técnicas electrofisioldgicas, farmacoldgicas y conductuales,
para manipular y estudiar los mecanismos moleculares y celulares que regulan la homeostasis

energética y la conducta alimentaria.

En nuestro laboratorio para determinar si existia una regulacion diferencial en el
funcionamiento del Eje HHT entre el modelo de restricciéon alimentaria forzada (RA) y el de restriccién
alimentaria voluntaria (anorexia inducida por deshidratacion, AN). Analizamos los cambios y la
regulacion del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroideo en ambos modelos, y posteriormente estudiamos la
respuesta neural TRHérgica del NPV ante un estimulo agudo (el frio) cuando los animales presentan

una restriccién energético-proteica.

Las ratas sometidas a la restriccion alimentaria forzada (RA) y a la anorexia inducida por
deshidratacién (AN, restriccion voluntaria) presentaron los mismos cambios metabdlicos reportados
previamente en ratas machos (Watts et al., 1999), tales como pérdida de peso corporal y de tejido
adiposo blanco, disminucion de la concentracion sérica de leptina y aumento de corticosterona, asi

como una disminucién en la expresién de pro-CRH del NPV (Watts et al., 1999).
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En cambio, se encontré una regulacion diferencial del eje HHT entre la RA y la AN. En la RA,
como se ha reportado previamente (Blake et al., 1991; van Haasteren et al., 1995; 1996; de Gortari et
al., 2000), se presentdé un hipotiroidismo terciario: La concentracion sérica de TSH, Tz y T4
disminuyeron, al igual que la expresion de pro-TRH en el NPV, mientras que el contenido de TRH en
el hipotdlamo medio basal aumenté (eminencia media), lo cual sugiere una inhibicion de la liberacién
hipotalamica de TRH, apoyado por el aumento en la expresion de TRH-R1 en la adenohipofisis. Estos
cambios que se presentaron en la RA son generados en respuesta a la disminucion de la
concentracion circulante de leptina (Nillni et al., 2000; Harris et al., 2001) y al aumento de la
concentracion sérica de corticosterona (Kakucska et al., 1995; Alkemade et al., 2005), los cuales son
inducidos a su vez por la restriccion calérica. En cambio, en la AN no se observaron estos cambios
adaptativos del eje HHT ante la restriccion cal6rica voluntaria, por el contrario, estas ratas
desarrollaron un hipotiroidismo de tipo primario: la concentracion sérica de TSH aumentdé comparado
con el control y la RA, pero las concentraciones de Ty T, disminuyeron, ademas la expresién de pro-
TRH en el NPV aumenté y el contenido de TRH en el hipotdlamo medio basal disminuyd, sugiriendo
un aumento de la liberaciéon hipotalamica del péptido vs la RA.

Esta regulacion diferencial de las neuronas TRHérgicas observado entre la RA y la AN no
pudo ser el resultado de la disminucion de la concentracion sérica de leptina y/o del aumento de la
concentracion de la corticosterona, ya que estas dos hormonas cambiaron igual en ambos grupos
experimentales. La leptina, hormona sintetizada en el tejido adiposo blanco, puede estimular la
expresiéon del gen de TRH directamente a través de la activacion de sus receptores (ObRb)
localizados en las neuronas TRHérgicas del NPV (Nillni et al., 2000; Harris et al., 2001; Fekete et al.,
2000), o indirectamente a través de la activacién del a-MSH y de la inhibicion del NPY, los cuales
tienen innervaciones en las neuronas de TRH del NPV, y ademas estas neuronas expresan el
receptor de a-MSH y de NPY (Fekete et al., 2000; Harris et al., 2001). Por el otro lado, la
corticosterona inhibe la sintesis de pro-TRH en el NPV (Kakucska et al., 1995; Alkemade et al., 2005)
a través de la activacién de su receptor (GR) localizado en las neuronas TRHérgicas (Ceccatelli et al.,
1989) y de la unién al elemento de respuesta a los glucocorticoides (GRE) en el promotor del gen de

TRH (Lee et al., 1988).
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Existen otros péptidos hipotaldmicos sintetizados en el ARC que son regulados por la
concentracion circulante de leptina, como el NPY (el cual inhibe la expresion de TRH) y la POMC
(precursor del a-MSH, el cual estimula la expresion de TRH), como se menciond anteriormente. Sin
embargo, el aumento de la sintesis de TRH en el NPV en la AN no puede atribuirse tampoco a estos
neuropéptidos, ya que se regulan igual tanto en la RA como en la AN: aumenta la expresion de NPY y
disminuye la de POMC en el ARC (Watts et al., 1999).

Estos resultados sugieren que en la AN debe existir un diferente mecanismo de regulacién.
Un posible elemento que podria estar involucrado es una regulacion diferencial en la actividad
hipotalamica de la desiodasa Il (DIl) entre la RA y la AN, esta desiodasa regula la sintesis local de Tj,
la cual puede modular a su vez la expresion de pro-TRH en el NPV. En condiciones de ayuno, la
disminucién de la concentracion de leptina y el aumento de la corticosterona regulan la DIl
hipotalamica, aumentando su actividad y expresién (Bianco et al., 2002; Coppola et al., 2005). Otro
estudio ha revelado que la inyeccioén i.c.v. de un lipopolisacarido bacterial (LPS) a ratas, induce un
aumento en la expresion de DIl en el hipotdlamo medio basal, y es independiente a la concentracion
sérica de las hormonas tiroideas y de los glucocorticoides (Fekete et al., 2005). Por lo tanto, se
propone que la regulacién diferencial en la actividad de la DIl en hipotalamo puede ser responsable de

las diferencias encontradas entre al RA 'y la AN en la expresion hipotalamica de TRH.

Otro posible mecanismo neuronal que proponemos podria estar implicado en el aumento de la
expresion de pro-TRH en el NPV en las ratas con AN es a través del pro-CRH del hipotalamo lateral.
Watts y cols. (1999) observaron por hibridacién in situ, que la expresion de pro-CRH en el hipotalamo
lateral aumenta exclusivamente en las ratas con anorexia durante 5 dias de deshidratacién y no
cambia en la RA, ademas este aumento se relaciona con el grado de anorexia que presentan los
animales; y las neuronas CRHérgicas del hipotadlamo lateral tienen proyecciones hacia el NPV (Watts
et al., 1999), a su vez, este nucleo hipotalamico expresa el receptor tipo 2 del CRH (CRH-R2, el cual
media la accién anorexigénica del CRH) y se ha demostrado previamente que el RNAm de CRH-R2
disminuye especificamente en la AN (Jaimes, 2006); y la inyeccion de un antagonista especifico para

CRH-R2 (Antisauvagina-30) en el NPV evita el aumento de la sintesis de TRH en los animales con
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anorexia por deshidratacion (Mancera, 2007). Adicionalmente, la inyeccion de CRH en el NPV en las
ratas inhibe la ingesta de alimento inducida por el NPY (Menzaghi et al., 1993; Heinrichs et al., 1993);
y resultados preliminares de nuestro laboratorio han revelado que in vitro, el CRH puede aumentar la
sintesis de TRH en células hipotalamicas. No podemos descartar entonces que el CRH del
hipotalamo lateral sea un efector del TRH en el NPV en éste modelo animal de anorexia, ya que otros
péptidos en el ARC, como el NPY, POMC (que afectan la expresién de TRH del NPV) y neurotensina

cambian de igual manera en la AN y la RA (Watts et al., 1999) como se menciond anteriormente.

El TRH ejerce sus acciones a través de la activacion de sus receptores (TRH-R1 y R2), los
cuales son regulados de manera diferencial por el péptido dependiendo del paradigma utilizado y de
la estructura limbica estudiada (Gutiérrez-Mariscal et al., 2008; de Gortari et al., 2006; Sanchez et al.,
2001). Se ha propuesto que TRH-R1 participa en la sefializacion del TRH en areas cerebrales con
funciones neuroenddcrinas (ej. NPV y el ARC), ademas de que también se localiza en la
adenohipodfisis (Calza et al., 1992; Heuer et al., 1998). En la RA se encontré una disminucién
significativa de los niveles del RNAm de TRH-R1 del NPV, mientras que en la AN no se observaron
cambios significativos. La regulacion de este receptor observado en la RA podria deberse a la accion
del TRH proveniente de otras estructuras hipotalamicas que tienen proyecciones hacia el NPV, como
por ejemplo el hipotalamo lateral, el ARC y el nicleo dorsomedial (Berthoud, 2002). Actualmente
existe poca informacion sobre las proyecciones de las neuronas TRHérgicas. Se sabe que el HDM, el
cual también participa en la regulacion de la conducta alimentaria y del peso corporal (Bellinger y
Bernardis, 2002) tiene proyecciones directas a las neuronas TRHérgicas del NPV (Mihaly et al., 2001);
ademés hay expresién de TRH en el HDM en condiciones normales (sin ningin tipo de estimulo
previo) (Heuer et al., 2000), y su expresion también es regulable en este nucleo hipotaldmico; por
ejemplo, una restriccion alimentaria del 50% durante 12 dias disminuye la sintesis de TRH en HDM
(Lindblom et al., 2005). Se ha sugerido que esta estructura hipotalamica podria estar involucrada en la
regulacion del eje HHT alterando la sensibilidad de las neuronas hipofisiotropicas de TRH a la
retroalimentacion negativa de las hormonas tiroideas (Mihaly et al., 2001), a través de su receptor

TRH-R1.
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Cuando el TRH es liberado de la eminencia media en el hipotalamo, viaja por el sistema
portahipofisiario para ejercer su accion en la adenohipdfisis a través de su receptor tipo 1 (inhibiendo
su expresion) (Narayanan et al., 1992; Yu et al., 1998). TRH-R1 también es regulado por hormonas
como el estradiol y las hormonas tiroideas, aumentando y disminuyendo respectivamente su
expresion (Hinkle et al., 1981; Yamada et al., 1992; Kimura et al., 1994; Schomburg et al., 1995).Los
elementos del metabolismo TRHérgico estudiados en la adenohipdfisis sugieren que en la AN hubo
una liberaciéon hipotalamica normal del TRH, ya que la expresion de TRH-R1 en este grupo
experimental fue igual al grupo control, en cambio en la RA la expresién del receptor aumentd
comparada con el control y la AN, sugiriendo una inhibicién en la liberacion de TRH de la eminencia
media. Otros resultados que también apoyan una activacion del eje tiroideo en la AN y una inhibicién
en la RA, es que en la AN la concentracion sérica de TSH aumento, mientras que la concentracion de
prolactina fue normal. En cambio en la RA la concentracion sérica de TSH y de prolactina estaban

disminuidas comparado con el control y la AN.

RESPUESTA NEUROENDOCRINA A LA EXPOSICION AL FRIO.

Después de observar que el eje HHT de los animales con anorexia inducida por
deshidratacién no presentaron la adaptacion tipica (hipotiroidismo terciario) que se da en condiciones
de una restriccion calérica, como en el caso de la RA, decidimos estudiar si esta falta de adaptacién
podria afectar la respuesta de las neuronas TRHérgicas del NPV y la funcién del eje tiroideo ante un
estimulo agudo como es el frio. Se expusieron a los animales al frio (4°C) durante una hora debido a
gue es un estimulo que activa el eje HHT: las neuronas TRHérgicas del NPV se activan, aumentando
la expresion de pro-TRH y su liberacion hipotalamica, lo que lleva a un aumento en la liberaciéon de
TSH y de las hormonas tiroideas, sin haber una liberacion de prolactina (Arancibia et al., 1996; Pacak
et al., 2001; Sanchez et al., 2001; 2007).

A pesar de que el grupo de la RA desarrollé un hipotiroidismo terciario (disminucién en la
expresion de pro-TRH en el NPV) inducida por la restriccion calérica, cuando se sometieron estos

animales al frio se observé una respuesta incrementada de las neuronas TRHérgicas, reflejado por un
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aumento en los niveles del RNAm de pro-TRH en el NPV. También aumento la concentracion sérica
de las hormonas tiroideas vs su respectivo control a temperatura ambiente, lo que sugiere que hay
una activacién de las neuronas hipofisiotrépicas, sin embargo no podemos descartar la opcién de que
también haya una activacién de las neuronas TRHérgicas localizadas en la zona rostral del NPV, las
cuales son neuronas no hipofisiotropicas, es decir, que no estan involucradas en la regulacion del eje
tiroideo pero que también son estimuladas por el frio (Sanchez et al., 2001).

En cambio cuando el grupo de la AN fue expuesto al frio no se observé un estimulo adicional
al que ya existia previamente cuando los animales se encontraban a temperatura ambiente, ya que
los niveles del RNAm de pro-TRH en el NPV fueron los mismos comparados con su propio control.
Estos datos podrian sugerir que la anorexia inducida por deshidratacion altera la respuesta de las
neuronas TRHérgicas ante el estimulo del frio evitando una mayor activacién. Otra opcion que
sugerimos, es que la deshidratacion no solamente afecta a las neuronas hipofisiotropicas de TRH, si
no que también activa a las neuronas no hipofisiotrépicas del NPV, y por esta razén cuando los
animales son expuestos al frio ya no se observa un respuesta aditiva de las neuronas TRHérgicas, lo
que apoyaria la participacién del TRH en la regulacion de la conducta alimentaria en otras zonas del
NPV; sin embargo seria necesario llevar a cabo una hibridacion in situ para poder saber con detalle

gué neuronas de TRH del NPV son las que se activan en la AN.

La activacion de las neuronas TRHérgicas del NPV por la exposicién al frio esta mediado por
estimulacién noradrenérgica (Arancibia et al., 1996). En cultivos de células hipotalamicas, la
noradrenalina aumenta la transcripcion de TRH, y éste efecto es inhibido por accion de la
corticosterona (Cote-Velez et al.,, 2005). Sin embargo, la falta de una respuesta aditiva de las
neuronas de TRH en el NPV que se observd en la AN no puede deberse al aumento de la
concentracion de corticosterona, ya que los animales controles expuestos al frio presentaron el mayor
incremento de este glucocorticoide, y aun asi se observé una activacién de las neuronas TRHérgicas
comparado con su propio control (animales controles en temperatura ambiente).

La concentracion sérica de TSH solamente aumento significativamente en las ratas controles

expuestas al frio. En la RA y la AN no se observaron cambios significativos, esto podria deberse a
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una respuesta retardada de TSH a la liberacion de TRH. También se observé un efecto del frio sobre
la concentracion sérica de las hormonas tiroideas, sin embargo fue diferente entre grupos. En los tres
grupos (C, RA y AN), la exposicion al frio estimulé la liberacion de T4, pero fue mayor en la AN; en
cambio la concentraciéon sérica de T; solamente aumentd significativamente en la RA y la AN. El frio
afecta la actividad de las desiodasas de manera diferencial dependiendo del tejido, estimula la
activacion de la desiodasa | (DI) en higado (Reed et al., 1994; Lisboa et al., 2003) y de la DIl en tejido
adiposo pardo (Silva et al., 1983), mientras que disminuye en la tiroides (Lisboa et al., 2003). Este
aumento en la concentracién sérica de Tz que se observa exclusivamente en la RA y la AN después
de una hora de exposicion al frio podria sugerir una mayor actividad de las desiodasas en estos
grupos inducido por la activacion del sistema simpatico que se presenta en los animales hipotiroideos
(Bianco et al., 2005; Silva et al., 2006).

Como se mencion6 anteriormente, el frio activa el eje HHT aumentando la liberacion de TSH y
de las HT, pero no estimula la liberacién de prolactina (Sanchez et al., 2007); esto mismo se observd
en nuestros animales, los cudles no presentaron cambios significativos en la concentracion sérica de

prolactina cuando fueron expuestos al frio durante una hora.

El frio es un estrés agudo de tipo fisioloégico que afecta el eje HHA y el eje HHT; sin embargo
otros tipos de estrés, como la prueba de enterramiento defensivo, representan un estrés de tipo
psicolégico que ademas tiene efectos sobre algunas regiones del sistema limbico (ej. amigdala,
hipocampo) y que participan en la regulacién del eje adrenal ante un estimulo de estrés (Helmreich et
al., 1999; Pacak y Palkovits, 2001; Makino et al., 2002; Mizoguchi et al., 2003; Herman et al., 2005).
Se ha observado que un estrés de origen psicolégico, como la inmovilizacion o la prueba de
enterramiento defensivo, puede modificar la expresion de TRH (Pacak y Palkovits, 2001; Gutierrez,
2002); por lo tanto, utilizando la prueba de enterramiento defensivo determinamos si existia una
diferencia en la conducta de ansiedad entre la RA y la AN; y si esto pudiera participar en la regulacién
diferencial del funcionamiento del eje tiroideo entre estos dos grupos. Se ha reportado previamente
gue la prueba de enterramiento defensivo induce un aumento en la sintesis de TRH en el hipotalamo

y una disminucion de su contenido en la eminencia media (Gutierrez-Mariscal, 2008). Por lo tanto,
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estos datos y los reportados en este trabajo sugieren que la ansiedad que presentan estos animales
no esta participando en la regulacién diferencial del eje HHT observado entre la RA y la AN, ya que
ambos grupos tuvieron el mismo grado de ansiedad, que fue mayor comparado con el control, pero no

fue diferente entre la RA y la AN.
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VIIl. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

Las neuronas TRHérgicas del NPV, asi como el funcionamiento del eje tiroideo se regulan de
manera diferencial en la RA (hipotiroidismo terciario) y la AN (hipotiroidismo primario) a pesar de que
tuvieron una deficiencia energética similar y de que presentaron los mismos cambios metabdlicos.
Estos datos muestran que la anorexia inducida por deshidratacién genera un efecto especifico en las
neuronas TRHérgicas del NPV, ya que ante la exposicion al frio no hubo un mayor estimulo en la
expresion de pro-TRH del NPV en los animales con AN. Si esto pudiera deberse a que la anorexia por
deshidratacién estimula tanto las neuronas hipofisiotrépicas como las no hipofisiotropicas antes de

que los animales sean sometidos al frio falta por ser definido.

Es importante aclarar, que el modelo animal de anorexia que presentamos en este trabajo no
necesariamente refleja todas las alteraciones que se observan en las pacientes con Anorexia
Nervosa, sin embargo, la falta de adaptacion del eje HHT observado en nuestros animales muestra la
misma alteracién enddcrina que se desarrolla en las pacientes con esta enfermedad, y podria ser la
base para explicar los riesgos que podrian presentar estos pacientes cuando hay una pérdida
importante de peso.

Entre mejor entendamos las bases neurobioldgicas de la conducta alimentaria y del gasto
energético, tendremos mejores posibilidades para desarrollar tratamientos farmacoldgicos para

diferentes enfermedades como la anorexia y/o la obesidad.
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L s e I s aorarg dhe protsr e leisl
rzsrioer of nhowdln (T lbo el Kumaltomen. 21808

Sharsticn
A vmeawy ANOYA sas prrfirren] W pmoer iy Srterm differed
enpeimeredl mrd ool progre el @ Fees sy A ROV o cvalosly e for

e, oot v s et Batn bl S0V i A FE, i Cisorpts B )

Heumlts
Timir cosrse of the friponar & 7 daa iroesmeal

Foreed-fond resiricied (FFR) mis were provided ke same
amerar ol fisd] consumed by THA amsimals (Fig. 1A) and usaally

Tk i by the fidlomiry momming. Fig. | shows the sverage of
the nesulis of s experiments THA mimal decressnd their fond
make since the firg day (6520 3% va. N: Dk #50) aml oven
e (o 2800 by the Tl (N 100+ 3, FFR: 342 2, D0A: B8t
Froag=286.21, p<0MHH L As the FFR gooup meecived the
exnol mmoam of food ingesied by 1A anomals, e cane
describang fond mtake of both groups is superimposable. By the
Tih sy, energy ntake of the DA sl FFR prosgs dimenthed by
EI% and by B4%% popoctively (N 1044523, FFR: 17204,
A 177206 Kealhg bows Fogn=586002, p<i )
Lispaid imsake decreased im FFE while incorased im DA snimads
since e firs day compased 1o mive (M0 10023, FFR: 6245,
MA: 15T Foay=67.2 p<0000]) (Fig. 1Bk Baody
weight of THA srsmals was lower (932195 va. 1002 7%5) than
malve since day 1; hy the Tih, i was deoreased m 740 26 ol mive
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(= THOL, pr= 00001 ), Akbiragh FFR animals inpested the
same amamt of food e DA grop, they b less body weight
than DA anmals (Fig. 1CL

Rerpomie of the HI'T anir

I ender 80 identify the tme cosarse of the HPFT axis nesponse,
mnimals were sacrificed niber 1, 5, 5 or 7 dsys exponse
dchydrmation o focod-dom] msirction. The exprossion. of
contra] imnscripis GIPGH o cyelophilin was siedsr amsmg
grops; by day 7, the mitio of GO cyclophilin A sgnal
was M 1202000, FFR: 131200, DA 1372002 afsamry
units (& mpecseniative gl is showm m Fig. 2A4)

Compared w malve, levels of peo-THH mRNA decressad =
the PAM ol FI'K while in DA animads, values were slightly but
g[Sy cressal since day 5 (Fig. 24) [mo-way ANDVA
shoreed significam differences. betweorn groups. (Fps = 105,
FEOD01 ) b o isemotion between moups sl times of
sacrifice (M on= 243, po005)]. The mbio of pro-THH DA
sigrml over cychophilm or WP was swmilar (nil shomsm).

TEH seruss levels af FFR did not show siprficass changes
vi. nalve; levelds of DA mits wore higher than either nalve or FFR
s day 5 and the smme el contmand on day 7 (Fig. 18y
[twoewny ANDWVA showed sipnificant differences bommeen
grops (Fio g =E45, p<0000} amd & signdficant imcesctan
betweon proups and tmes of ssorifioe {Fg =404, p< 000
Leveliof Tydismsusted by day 7 i FFR v, 5 animals, while e

significant changes were esent in LA (Fig. 205 [Ooe-way
ANOVA showed significant differences between FFR sl N by
day 7 (Fop=6.5, prODi) two-way ANCVA was significan
hetween times of saceifice |Fy =618, p<000]]]. T; levels
significantly diminishesd in both experimental groups. snce day
3 in FFR and since dey % i DA animalds, snd the same trend was
mantained by the Tth day (Fig. 200 [rwo-way ANDYA showod
significant diiferences bevween groups (Fip we=13.93,
oK) ), and temes of sscnfios (Fy = 14,78, pof ] ).

Centicisierine seowm beveb increased  FFR amenals sige
day 5 v, nafve {8 150044, FFH: 4710 20 mpml), while DlA
aiieals dhimad o signifioen Boreme sinee the Jnl day va
mafve (P ME a4, [HA: 5374 24 og'mik the same tromd was
merstained by day 7, where levels of DA mis were higher than
gither malve or FFR (N 3020 16, FPR: 45802, IMA: Sla
1% sp'mi), [mo-way ANDVA only showal sgesficam &if
lonemoes betwoen groups {F; = 24,18, poiMu i, dain not
ahirw],

HPF ey poraseters of mvimol soonifosd e doy 7

Sinco on day T the mos stnlong and oomsisient diiferemial
champes sppessd hevween DEA ansd FFR groups. o paemmeters
al ihe HFT axis, we performed the ssbsequent exvperiments
sacrificing animals sfier 7 days of Feament W mensse other
varishles thai could reflec the stabss of the HPT axis finczion

aml egulstion, Sy bdepeuber cxponiments with 4-% et
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(P Wk

s corco sty UG AT mBA vk of peo- TRH @ e by it

b vt e e TR DA eyl

AR wagmaln Thet asief) depah Pepirestlabrd prdy of al¥NAN from maive (W)L dathindoid iidoced, abodrsl (DA} sl Bwind el prorictsd (FFR) atsimals,

waprind liied < CESPTH, Sl = s TRIL bovrey =

H) Serami THH brvds of M. DDA il IFFR. () Tl iy reains (.0 neraim Ml (0 Tosal

mrimsdetkyronate (T, b miam broh, T ey AN fllesared by @ Frilet s ont-beny iesl slera ] sptafvees oi Trertaons witas “p <0008 v Maive, + o FFR proap
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geap/exporiment weee porformeed. Weight of white adipose
tiszae (WAT) diminished similarly in both experimenial goups
(Fpm=4.01 2, p<ikD5), the decrease in brvam slipose Gsiue
(HATH dil ot schieve sgmificance. Proeis conceniration in
v lid not vary (Table 1), Loptin and extradiod fevels weme
dimamished 0 8 similer eviers 0 (HA and FFR animals
comparcd 1o malve (Teble 1) (lepline Foyq=454, p< 0001 ;
earmlinl: Fg py= 1075, pra 00000 ). I sl expesimens, cooicos-
torone kevels augmensed in both FFR and DEA snsmals (Tatde 1§
(M =08, p<(idl) showing that a simdlar siressiul
oondition is being maducod im both exponmenial groups.

As costrol ef tbe pepoaduciblity of response w dehydistion
e frecd-food rostmction (Wails of sl 1999, po-CRH
EHN A evels were evalusted g dee PYN. Care was ke when
tisseceing the PYN met b0 include the lateral hypothalamus
where URH gene expooiiann mnemascs in BILA anpsals (Wats
otal, 19599), Pro-CRH oxpoession wae roduced in DEA and FFRE
animads {Tabde 1),

THH costent wis quantifled i the domsal mnd medial -basal
lypothalemes, pro-THH and TRH-R1 mBEMA levels i the
VA, and i AH the expeeiion peodile of TRH-RI =i PPIL
YN mENA levels of pro-THH decreased i feorced-food
matricsed animals while meressed m DA group significaly
(M= 36,70, po00000). In conms, THH-RI expression
docremsil emly in FFR {Fq0n= 567, p<001) (Fig. 3A) TRH
corgent increased in the MBI ondy in the FFR geoup (85 wa=
R02, p<0ud) iFig IA) valecss did nin vary = the donsal
typeorths lamwas (THIT, thal inclmded medisd preoptic srea).

Tadie 1|
Fflese o T wl or dmced-ded pUCTSE
e Friopogel- fooed. Dyl
et
[ (S | Tald® ITYals®
sk iy bowoalmi
sty weighi igh It b 2" LR A
WAT (kg hw il lax3" [EF1 Re
BAT {php bow e Bacil [EEEN ]
Fevtrun | gl 125 120 &l 5 Ihadd
FeaiCRH sk e 10002 B [1EE b Wl
%% ol nabor)
Barptam [ wl matvy | 108) 68 d43F 0 BN g vl Kl * FTeE"
Pt a7 d I mgmdy  SNeIR* JERRITY
% il vl
Datructiond (% of cafen) 100w 1 {3508 ey it Mai®
Foclscion (% af b (009 @S A ngul)  Med [CTEL
[ Hﬂhi’ﬂh I}I'l. [1LA 4dek e aml FFRE
T B s o] i i et b g . Arornsh s
miriliewnd alr T dirps, rallors ol wir culerdabed i o ol

Sl g (= 100 wid] dajievied i O e = ST Doy idiinin] i shet
w0 ol el (ibwoier] wih ekl oD liriig Sl PRIt peenlen
Vel bl . ot st v i bl b g ool Buiady el O m b WOAT
(ukitg dnraine Prinor) il BAT Oyt mligwir Spmen p wordy s bl () aidl
rawmmlines vy kg of by waigks 1k ad by BLY,
ML ] G TR Hﬁ“lﬂhﬁ"‘ﬂ!‘ﬂ.m
= 17, cortiresigres b+ K, el of determtiem 0= 10 Chmoway AROAY
kb s it s furid o bl e v Do Boniomrsd ] i fobriiorn s v nairesd
wmaunl w505 (5) Ewas it diflmmaors v Wabed i [ v
FFE

En AH. TRH-R 1 RN A bvels meremsed only i FFR (F 0=
T84, p0iDl); the difference i PPH mENA levels wes
sypmificani (Fig. 3H).

Thyrotrpin msd thyrok] beemone senem levels peesenied
mimilar variations a3 @ the kinotic experiment: TSH kvels de-
cresced in FIFR amimals while increased in LA group (Fig. 30)
(F jpay= 3104, pcfUi] ) Ty conormirstion decroased simi-
larly n FHA srd FFR mts va. naive (Fip = 20004, p< 00HHH ).
Levels of Ty wore consnsently dminished i both oxperimental
goups when compearsd @0 mive ﬂ-nqu!! 14, pik(MuH )
{Fig. 3} The levels of wLe kw in FFR
compered teeither N or DUA animal (Fg = D080, g0k 0001)
{Table 1)

Kespanse iy ki exposure

The weights of 'WAT and BAT & oot ymry afier cold
expusure bk, 6 | peevions eaperiments, weee lower i FFR m
IMA animals. Vilues for WAT were PFFR- S0 008, DA T 2007, N
1Enl® gl bow; twowsy ANOVA showe] sipnificece
between groups Foen= 11, pe0000l; whie diffirence be-
o oomiliiions or imomoton was et
Valucs for BAT wese FFR: 1LR2h], THA: 1LB200, N L.5=
03 php bhws twoenmy ANOWVA showed significince between
poups Fpan=581L p<0000], while diffeence hetween
tempeniane conslitions or iniormotion was nii s ficant

Animals Lept ot soom temperbere showed the wame
variations in THH metaboliom described shives lower expres-
i off pro-TEH in 'V of FFR anmals {54 +4%) and higher
i DA pressp (147 0 10%%) than malve {100 46%) and FFR. To
ovulaaic the rosponse o oold oxposun detas wom ol calsted ms
% of the pafve values st poom lempermuee. As previossdy
whacrvod measming pro-TEH mENA krveds by nothem bots
(Unke e wl, 1995, by in ol hybrdission (Séecher o ol
a1}, of by RT-PCR (Sincher o al, 200T) ie cxpeoison
ineressad in cuhl-eaposed mive mis. Levels were alse enbanecd
in FFE animals, with the highos mesponse in thas group, while
o mddditive resporse was fousd | DA smimals exposed i ookd
{Fig. 4) [ewoway ANOWA showed significance hetween
feeding comdithons | Fg an=2.7T6, p<0.05), 1empersure
(Fan=4L21, p<Oi{1), and intorcton betwoen
coilitions nd eobd sespere {Fy o= 19068, peo 0.000H )|

THH senam levels wore bugh iy m ookl naive animals va.
RT mabve (Fig 4) [two-way ANDVA showed significance
betweon different feoding conditions (Fiz zy=8.39, p<0.001]),
o dilemnee betwen eomslition (Fiyp= 208,
p=0085), noeher imcmction beiwoen feeding conditons mnd
ek} responae (0= 085, pr005)], In comrst, kevels of Ts
incrensed inall groups bai were highest = A cold mas ve. BT,
whalie e fevels of Ty mcreased, e o siemilar extent = FRE and
[MA ook b pot i palve cold (Fig. 4) [Ty twvo-way ANOVA
ool signilicance boiween Eoding conditions. (F 0=
10T, p<ih (N ), empermrmes (K go=dd o, p<udi ),
wniernctim | Fip =814, p=001; n=4); Ty signifcece
between freding combitons (F; g =M.00, p<LNRH |, wm-
peretates (Fp,ia= 3509, po0UD0] ), iniemcion was Eol
sigmiicant; n=4] The miw of To'Ty slighily morcssed
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sl By ET-FCE mededain o cvelephile mBM8, ke P of mive L oo keed

LIFFR ) s ek 1L b s

fm= bk TR covieed mrsmcornd v BLA i e Genal [DHOFT) or in da el - el Evpeitslams (RTIRE im=Ep {0 THM-R] exd PP sl h vl m
sy ponky, e by B T-FCR el el e ovelopdalm mlth i 10 (07 e ko brvas nd TSBL ol T e Ty vabam ww mpomal, g 21

wrd] mgrd] Ty . o] a i e R e Y ol raive G PR L TSI S 2 e DD npml m el T b 195002
& T e, me 191 Oy ANOVA follerend iy m Fikers osi-boe kool akareeed sipeificied dfereron when *p~ @08 v Kl

colil-cxposed malve animals {+2% = 79 comparcd b thoss ket
Hl ETHHT GEmspearniune; in contms, PR mimals hed 5 3254
degrease fommpartd o FFR aminads &l foos  iemeembit
{p=ib 03], the vabees of DIA group dul not change. No sigs
mficant changes weee found @ prolétin levels i snemals
wbmimed 10 cold (data ot showm g

Cimtramtonne srae el meremal @ all prougs. oo posnl
o gkl cosspared La animals ke &t cooit eipertuig (Fag. 4)
[reoaway ANDIVA shiwed signifcesee between letling
conditiong §Fg o= 1LY, p-olidb ), temperatue O =

o, = 19 . T, W T
+ i FFR

ET.TN, p0 ] ), aid imderaction between loading combitsons
il cold exposume (Fg o= 00, po0d)]

As TEHerpie eeutona of DEA s eyposad b cold shvraed a
Ilumed response w0 ool exposure, in oontrst o that of te FFR
o, dospic both havieg & dmmished miponss m corbicos-
rerone release, we mralyred i this coald be due o o dilerence in
the #ress regponss of the animals, The was sscessl m the
defenaive-busymg esf (DBET) bl evaluates the aiviety-liks
Behaviie, A gEoup i adve, FFR anl [3A s weee &3, pursce] B0
BT on day 3, when foroed or vohedasy Geod mfakc wi
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i kst et

inft o srewrua, o tha Tl day Y P vt @i T T . B ot e i 4 0 cheormg o by Pao- TRE sxpresorn, o e
I ool sl okt W1, dorne-frsed [ P bl DAY : oy PO, Vikarm, e Hha sl ol -
anmm‘ﬂ - ke = 813 cudeclined m Yo al & walzm e ey @ e ek Cieeesieroes, PAL il
Foomad Ty nereo brvels i LA BERT e T g, w5, TRIL MR DA 4000T gl med, Ty WRT= 200 M pgdl m=s; Ty

METbded pphll medp Teoway ANOVA fnllreod b li-ﬂ.h-hhlinﬂqnﬁ-lﬂ.l‘hmlhnp O, wgreficas] v Habe- BT,

+ aprifimiid . FFE-ET, & sippilatd vi et ostdesl freeh d sonin

I &4 Ittwort Lok ol il Ol FFR. = syealioms

differmrn brferen Colid FFR s Ol 164

oo 8o 3 commpangl w0 nalve, Ty levels were disarashed
bt prs THH mENA expeession wis not yer alfecied (Fig. 20
Latency 1o bury the clectrode, that ropresenis the roactnaty of
the sevimal 10 the aversive slimubas, was similely decressed in
FFE mn] DilA rats commpaned 1o nadve (V=502 14, FFR=52 =4,
D= 31 2 sec [Fe aey= 574, poiiii] [ The comulsbive time
thae snbimals it Buasying the probe, comtidernd to fefloct siety,
was Pagher than maive & DA FFR sheeed a iendeney o
miorrass b ddid ot achiove statistical sipnificancs oompancd s
erher malve of THA (N=151 217, FFR= |9 34 DlA=231474

1 8o [Fippa =483, p=0.0] . The resmitser ol shocks mecived
wins similer il 3 proups (N=3=04, FFR=3+04, DA=3+

(05 shodks: | Fry s =127, p=0.75]) implying that the diffoemoes
i hebwivioml pammeters weee doe 1o 1the animals” mnxieny levels.

These mesults suggest thas st this me, FFR ansd DA woe more
irraimas Ban poemally (od anumsls,

THscussing

Femak s subjected 1o dehysbration-madescod  anoresia
sherstions peevisasly reporied @6 IMA-male nos
[(Wans o1 al, 1%59) that wore samilar 80 Baos prosvokod by
equivalen fivced-fond restmiction: deoneasesd body and WAT
wright, keplin sorum concontrations, smsd pro-CRE expression
m the P, miowell as imcreseesd] conticosterone sepmm levels
(Waits ¢f &l |9 The higha omtiostennms oomsoimlion
coraki] b dlue 50 & lower calabolic mae of ghacocesticakds i the
Enver thm ofowr during negative meergy balsce (Wbl
ot sl 191G The HIFT avis funcison of the FFR poap shawod

the expecied erimny hypothyroul combhzsm mdeccd by ool
enegy avilabiliy: bow TSI, T, and T; serum leve s, deoreased
pro=-THH mRMNA cxpression in ike PYN, and mencasesd TR
comes i\ the median eminence thm suggests mddhied relese
(Romlor] of al, 1992 Shi o al, 1999 van Hesteren o2 sl
15955, 199, de Chortan e gl 3860, By oormast, HPT mxis of
ammenic animals (slal w0 ghow this sbgristions developeng
rimary lypothyoldises iseesed pro-TRH mRNA levels in
tthe VT, mmhancod peptidde relmss §miooed by decreased TR
comesd i medisn eminence aml THH-R1 expresson = 1he
alemohypophyses i and meemed TSH elcse, bul low T, sl
Ty SEFUIT CiEsCERial i,

One caveal of issocton stadies is that they melude other
meweenl nypes as the magnocelbalar cells of the PAN, or
ekl tissuc that oould inflaence the resufts. bn the casc of
CRH e example, po-URH expresiing magnocellular seunes
e stimolsicd by dehydotion (Waits o al, 1995 Kay-
Mmbviymina and Wants, 1999) hiniewee, levels wepe nol aigied-
icamaly diiffiereni berweon DA v FFR animals but neduced in
Tt omypeeed 10 cintrols, a8 previously roponied seing i da
Fybridizaon analyses (Watis et al, 1999} In the s of TRH
euierd, increassd pastaculasly = the FFR prougs and imierpistiogd
as decressed release. cauison should be mised s the SCEH
moction containgd all the modien comenes but pats of other
TRH emnched hypethalamic aress such s ARH, and ihe
antenos hypothalamic s whise alfllents ane yel unknown, 18
is lupwever the mscinble of the deaminmions af the dilfcrme
elemnents mvalved & HPT asis fuictusn tha allaws s (el the
aig of ils activiky.
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Agsummg thus, that the messaement of peo-TRH knvels
represenis #0 o good exiem, the ypophysiotropic nearons, the
tillerence m pro-TRH exprossion betweom FFE and DUA cannot
e explairesd by variation in lepiin levels m they were lowemed, o
1 samc otemd, in harth roups. Beoiber, to impaied o presion
of imgporiset regulsnony peptides in the aroumie maclos &= NPy
mBNA lovels are increased mmd thoss of POME docroased i the
same exiesn in debydosted mad foreed-food tesiricie] ssmals
(Wt ot al.. 199 Since hoth groaps preserod s smiler feved
i Eypercomisolemia 1ha coulid kit peo-TRH expression in
ke 'V (van Hassteren o al, 1995 Kakuoka of sl 199, a
el mode of repalason of TRH essbolion i FVN &
evidom in DIA snmmak. A bk chmeni omald be &
ilsileeminl regulstion of the hypothalamic dessdimase 11 (DI
bey detydrmtion vs. fovoed-food restricton setiing becal kevels of
T that can modulate pro-THH sl A cxpression. For example,
combined effiocs of decremiad leptin mnd inceeased conliconies-
one levels (Bisnoo o sl 2003, Coppols et sl 200%) but, n
condtions: such as. LIPS mjection, DI exprescion is incoeased i
the hypolbalame mdeperidest of ciprulatsg Srynead and
glacocoriiomd bormones (Fekete o al . 2085). Since FPE and
DA Bave simifar chanpes m kptm anid eorticostenons, other
faciors of peobable nowronal nature, coukl be imvolved.

A TRHagic neurons wodive CRH aflerents (Mo 6 ol
19490}, it is tomgting to speoslaie that sctivation of Isterad
hypothalemic CRH nessons, specibeally provokead by cellular
dﬂhjﬁ'.mmu.lhudﬂp‘npumh?ﬂ'd (Wans etal, 19594),
verrhle & influetes preskuced by ko ingnke.
This is supporied by the inhibicry effect of CHH injected ints
o ml, 10 Heirwichs et al, 1993} which would nomally
dimmnish peo-TRH expesson (Felosie o2 ol 2000) I the
imcressed pro-TRH mBENA levels inthe FVN ol [HA smimals are
oo haied 40 the anoiexie offcel ohasrvad aliee central
aetmintistantion of TRE (o o2 al, 2412 eemaiis o be shirts.

Ecsulis of the ambysis of PRI
sggest bl TRH refease fom he medisns emimence i LA
mnimals was normall, whale decooased @ FFR. Changes im TRH
pelieae e inferrad by that tee shility of TRH w0 dws-regulme
the expression of ial TREH-RI moepior (M-
myanen e al., 19952 Yo and Hinkle, [96), while hoomones =
cetrubid onhance and thyoid bormemes decrease @ (Flinkle
o wl, 19K Vemads o o, 199] Kimems o al, 194
Schombry end Baser, [995), THH-Rl mBNA kevels were
higher In the AH of the FFR proup than = DLA or mive pt
ooincident with the boamonal profile of the 3 groans sappesting
i, a decrsaied TREN meliase in FFR while nommal i THA.
This is Ewriher supporied by the bigher levels of sorum TEH
fourul im sroeebe animals mnd nommal prolscn levels in THA,
given the imponance of TRH in regalasng polactin symdesis
] el {Ginssvenor and Meoa, 1980, Froeman ot sl THHIR
Decressed levels of prodnceis in FFR coincides with previous
repats (Koesami ot sl 1990 ) and the differenees in peolsctin
ek carmot be amtribated 1o estradiol soram concenimiion
(Feeeman et al, JUNKN) thai was similsly diminished in both
exprimental proups.

Eifecs af ruld sxpenes

We were interested in studyimg whether the lack of
mulmpationy of ithe HPT sus shown in debydmied-indocsd
annes e ansmals could aflfect the response of TRH mewns and
HPT function 10 mn soete stmulos like cold. TRHogic neunons
in ghe FYX me activated by cold exposune incommsing mnsiontly
o= THH expression, aml release of TSN sl TH, but nat that of
profactin {Amncibia o al., 1%, Pacak sl Palkovits, D000;
Sincher @ wl, MM, 3007 Despie iimivished pro-THRH
expresaion by fonced-food esnction, the i i the
cold ieaul was not ondy peeservend bul was higher thes salve, as
the magmitade of meneased YN pooe-TEH mENA lovels wore
higher than their respective comrods kept ® poom empemtEe,
In s hybnsieation smbysis s required o dmtinguish i the
wtrservend thifmenee u Use respanse of THHsrg nouves = e
TN oomespond 1o hypophysistoopic noanms o, @ thise im the
gostead PV dhist sl e stimuleted by cold exposure b are s
involved in HFT sxis regulstion (Sdnches et al, 2001, 2H7)

The ivcrease in pro-THH mBEXNA levels of cold-exposed DA
aniemls was pol sigrifieanly differcsa fom the slresdy in-
creased values {oompared to nalve) of hose lopt ot romm
tempermtunt, Thowe mesults demonstrate that [HA blunts the
respones of TR ergic nearons. The effecs off cold on pro-TRI
mENA kevels has proven of thyrok! histoncs
{oeller et al., |94} mnil mediied by nomdrenergic stimalagion
(Amscitng o al, 1996) Neepinephine incesss TRH
wrmnscTipiion = Bypotalamic cell culnees and this elfect can
T emerfcred by coticustenone (Cile-Velez o al, 2005), Hew-
ever, the lack of resporoe of THA mis exposed 1o ool carmt be
atteibuted 1w susticimcrone sebesee a1 enlve animali dhowed the
hiphest incteses in conkostenee levels sfler cobd expomare
compmned b cilker FFRE o DEA animals

Cold exposare ropresents & rype of physical stressor where
algnals asing Euin the beain fom impinge deoctly b e FVN
aciiviing ihe hypothalamie- piraisry-sderal (HIFA) o

sresaors in contrasl, mvohe limbse arcas that
activate or modify the response of the WA axis that can be
suscoptible W previows expericnce (Helmrcich & al, 1999
Pozsk sl Palkbovis, 3000, Makine e sl 2002; Misoguehi
et al., MHIY; Flernman of al., 2L As pro-TRM expression is
inhihited by peychological scmmall such e immobiliession
(Pacak el Palkovits, 2001), we osied ghe bohavior uwr an
averuive stimulus (defemsive-buryeng leat [DAT]) s seady
there wore diilferences. between the two models of fivod pes
strsction thet coukl scooan for the impairad egponse of [HA-
THHegx nowons i ool exposure. However, altwagh FFR
andd DA ratx were more ancious than nalve, Bt snucty-liks
bebavior wms not significamly differesn, lemving ihus the
bl opencd (o cvaluste othee eton epeci feally modalated
by DA Dhfferem neummal nesworks amd bain regioms @me
Enown fo parispale in ibe comtrol of fooling bohavior
(Beerthome], 2020 and the PV, thai pegulmies meabolic mie
aml encryy exposbia, i abue meiogniend s s crucml part of the
cotitenl ling network of (ol ftake Behsvios by decodiog slgnats
fioam pearons of the AR, limibie regloes, brmin stem and (e LH,
whoss projec tons fo e PV afow conirel of spontanoous food
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socking betwvion (Blortbead, 2000 Wymse o al., 2005 Watts
o &l 207 The differertinl modulasion feand between the
oo -{iod rewtnsction parsshgm and THA sapports (has, o mole
off LI-CHH affevenis ns they are ihe only ones speciiically
alfeczed by DA (Watss ot al, 1999), In this sopand, preliminary
esuls show & simulmory effect of CHH in hypothalumic
primary coll cultuee oo pro-TRH mEN A levels (anpahblished).

Ualy cold-expumed nafve mts hal significam inceements in
T5H levels m the tames studicd. LA and FFR smimals could be
shivwing n delayed THH response, similer 1o the hlumsl TSH-
TEM induced release of sneeenic patients (Mufior and Asgenie,
JWEY), As previomly reponed, prolactin levels were not
affecied by cobd siimealation in mafve (Sincher o al, J00T),
FFR or DA grougs. The dvmamies of thyrok] hormaone releise
alen difflered. Cobl expoume provoled an increased release off
Ty b all b sesongen in BEA, wiile thet of T sapmestad only
m FFE ard DIA. Acuic cold exposame imluces the actinvaty of
dehlinase (1) in liver (Feod ot sl, 19594 Lishoa et al, D3
mnad D, stremgly m BAT {Sihve sl Larwen, |98 ) bt decresses
that aallthe thymeid | Lishos e al, 2007 The incresse in Ty levels
alter omly 1 b of cold exposure found in FFR asd DA s
suggests a proferential activintion of deiosdimases in these groups
that could be dduc 1o the incresiod sympathetic sceivity ad
mcelenmed maepinephrine tumover observes] in Bypothveoid
animali (Biseco & al., 2005 Sikva, 2006),

Wi cam oonchade that onder similar energy deficiency, bow
tryponl hormons keveli were appasest i both FFR amd DLA
mnimals, but the type of Bypothyeoldises diffiered, wemisry s FFR
i ropeerton] {Rake ol [9RHL: S et sl 190 o it el
2iWHl) ars] primary m DA, evidem by the incveased expressiog
of pre-THH in ik FY™ and TSH mlease. The facton imelved
in the differeruia] response berween FFR and DA animals
wemin e be clucikiod since cither lopting estradiol and
oofCosierone conlent was similarly affecied [ihese resubs amld
Wameer el 1%, ms e the signals of the mouale mecleas, NFY
or POME (Waems et sl , 19999]. The combined stismali of ecllular
dchydeatiom and sensoria] sipnals, (ke the tase of sl indoced &
speciiic response of HIFT axis. The kgher loss of body weight
vhaorveed im this masde] of anomexia when compared o FFR
suggests Hssug-speeific ahethons in thyrou hommone wiliss-
e, prohably by difffental sciviy of tisoe deindnsses.
Although the snimal mede] need heve & not necessany redlecting
ahrrstions. apparng | anomesia nonosa, the filae of the
HPT-zxis foud in DIA prosss so miapl 1o encryy dediciensy,
rescmbles those found in anorexic pationts @nd could euplain
the ridk of hagh lins of baldy weight,

The nowrona] response o oold exposune was bhanbed in DILA
animaks: pro-TRH mBNA levels i the FVN did not increase
when cosmpared 1o its control values sl room iempemre, but
the delayed nesponse of TSH eelease soomed compemsatod by
noreased T, conversion o Ty,
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