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5’D Desyodasas del anillo externo de las iodotironinas 

-MSH Hormona estimulante de los -melanocitos 

ßNA ß-naftilamina 

AgRP Proteína relacionada al agouti 

AN Anorexia inducida por deshidratación 

ANOVA Análisis de varianza 

AP Adenohipófisis 

ARC Núcleo arcuato del hipotálamo 

AVP Arginina Vasopresina 

BAT Tejido adiposo pardo  

BHE Barrera hematoencefálica 

BSA Albúmina bovina sérica 

CORT Corticosterona 

CRH-R2 Receptor 2 de la hormona liberadora de corticotropina  

D1 Desyodasa tipo 1 

D2 Desyodasa tipo 2 

D3 Desyodasa tipo 3. 

DMH Núcleo dorsomedial del hipotálamo 

EM Eminencia media 

ESM Error estándar de la media 

FCE Fluido cerebro espinal 

fT3 Triyodotironina libre 

GEB Gasto energético basal 

HL Hipotálamo lateral 

HPT Eje hipotálamo-hipófisis-tiroides 

HT Hormonas tiroideas 

i.c.v. Intracerebroventricular 

ISH Hibridación in situ 

ISHd Hibridación in situ doble 
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MBH Hipotálamo medio basal  

MCT Transportador monocarboxilato 

NPY Neuropéptido Y 

OATP Familia de proteínas transportadoras de aniones orgánicos 

POMC Pro-opiomelanocortina 

PPII Piroglutamil aminopeptidasa II 

PTU 6-n-propil-2-tiouracilo 

PVN Núcleo paraventricular del hipotálamo 

RAF Restricción alimentaria forzada 

RIA Radioinmunoensayo 

RT-PCR Reacción en cadena de la polimerasa en transcripción reversa 

rT3 Triyodotironina reversa 

SNC Sistema Nervioso Central 

T3 Triyodotironina 

T4 Tiroxina 

TR Receptor nuclear a hormona tiroidea 

TRE Elemento de respuesta a hormonas tiroideas 

TRH Hormona liberadora de tirotropina 

TRH-R1 Receptor 1 de la hormona liberadora de tirotropina 

TSH Hormona estimulante de la tiroides o tirotropina 

UCP-I Proteína desacopladora de la fosforilación oxidativa I 

VMH Núcleo ventromedial del hipotálamo 
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La hormona liberadora de tirotropina (TRH) sintetizada en el núcleo paraventricular del hipotálamo (PVN) es 

un péptido que actúa como responsable principal de la regulación del eje tiroideo y se ha considerado como 

un anorexigénico, ya que su inyección i.c.v. disminuye el consumo de alimento en ratas. En animales 

sometidos a condiciones de balance energético negativo como ayuno o restricción alimentaria, se observa 

una disminución en la expresión y liberación de TRH del PVN, menor concentración de tirotropina (TSH) y 

hormonas tiroideas (HT) en suero, y un aumento del apetito. El modelo de anorexia inducida por 

deshidratación (AN) es una herramienta útil para el estudio de los mecanismos implicados en el control de la 

ingestión de alimentos. En este modelo, se les ofrece a las ratas una solución de NaCl al 2.5% como agua 

de bebida durante 7 días, los animales presentan disminución importante de peso corporal; sin embargo, a 

pesar de su balance energético negativo los animales evitan la ingestión de alimentos, tienen un incremento 

en la expresión de TRH en PVN y de la concentración  de TSH en suero. Estos hallazgos apoyan la 

participación de TRH del PVN en la inhibición del consumo de alimentos.   

TRH se expresa en distintas subdivisiones del PVN, sin embargo, no todas las neuronas que lo sintetizan 

proyectan hacia la zona externa de la eminencia media (EM). Únicamente las neuronas TRHérgicas de la 

subdivisión periventricular y medial proyectan a la EM y liberan su contenido hacia la circulación porta-

hipofisaria, y por lo tanto son hipofisiotrópicas. Así, la TRH sintetizada en la zona anterior del PVN no 

participa en el control del eje tiroideo y se ha implicado en la regulación de la homeostasis energética a 

través de sus efectos en el comportamiento, locomoción y termogénesis. 

El objetivo general de este trabajo fue identificar la subdivisión del PVN con activación de las neuronas 

TRHérgicas en el modelo de anorexia por deshidratación y la búsqueda de algunos factores implicados en 

dicha activación, en particular y debido a su relación con el metabolismo y transporte de HT y en la 

degradación de TRH nos enfocamos en el estudio de la expresión y actividad de la desyodasa 2, la 

piroglutamil-aminopeptidasa 2 [PPII] y la expresión del transportador monocarbxilato 8 de HT (MCT8). 

Asimismo, evaluamos la participación de desyodasas periféricas en las diferencias de los cambios de peso 

y del funcionamiento del eje tiroideo de los mismos animales.  

Se comparó por medio de la técnica de hibridación in situ (ISH), la expresión de TRH en diferentes 

subdivisiones del PVN, entre un grupo de ratas macho Wistar sometidos a AN vs. la de otro con restricción 

alimentaria forzada (RAF): estos son animales pareados al consumo de alimento del grupo AN. Se 

determinó el peso y consumo de alimento diariamente. Después de 7 días se sacrificó a los animales y se 

obtuvo el cerebro, adenohipófisis, hígado, tejido adiposo pardo (BAT), músculo esquelético de la extremidad 

inferior derecha y sangre troncal. En suero se determinó la concentración de TSH, HT y vasopresina. 

Debido a que las desyodasas pueden activar (desyodasas tipo 1 [D1] y tipo 2 [D2]) o inactivar (desyodasa 

tipo 3 [D3]) a las HT, se evaluó la actividad de estas enzimas en tejidos como hígado, músculo, BAT y 

adenohipófisis; así como la expresión y actividad de la D2 y de la PPII (enzima que inactiva específicamente 

a TRH) en el hipotálamo medio basal (MBH). Además, se determinó por ISH doble, la colocalización de 

TRH y el transportador de HT MCT-8 en el PVN. 
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El peso de los animales AN fue menor vs. el de RAF a pesar de que ambos grupos consumieron la misma 

cantidad de alimento, el aumento en la actividad de las desyodasas musculares en animales con anorexia 

podría ser responsable, al menos en parte, de esta diferencia debido a que son enzimas relacionadas con 

atrofia de los miocitos. Las desyodasas de BAT e hígado respondieron a las bajas concentraciones de HT 

en suero, ya que se encontraron aumentadas y disminuidas, respectivamente, en ambos grupos 

experimentales. En adenohipófisis, D1 y D2 presentaron cambios similares entre ellas y específicos para los 

grupos experimentales: disminuidas en RAF y aumentadas en AN; por lo que éstas posiblemente no son 

responsables del aumento de TSH en AN. 

El mRNA de TRH aumentó en las subdivisiones anterior (PVNa) y medio caudal (PVNc) del PVN de 

animales AN, mientras que la expresión disminuyó en el PVN medial (PVNm) de ambos grupos 

experimentales. Estos resultados apoyan la participación de TRH del PVNa en la conducta de anorexia; 

mientras que la activación diferencial de neuronas TRHérgicas hipofisiotrópicas en el PVNc entre animales 

AN y RAF podría explicar la mayor liberación del péptido y las altas concentraciones de TSH en animales 

AN. La naturaleza no-hipofisiotrópica de las neuronas TRHérgicas del PVNa (activadas en ratas anoréxicas) 

se confirmó con la inyección i.p. del marcador retrógrado Fluorogold.  

La menor colocalización de TRH y el transportador de HT MCT-8 en el PVNc de ratas AN puede estar 

implicada en el aumento de la expresión de TRH en esta región. Se presentó un aumento en la actividad de 

la D2 en MBH que pareció ser responsable de la disminución de la síntesis de TRH en el PVNm en ambos 

grupos experimentales, mientras que el incremento observado en la actividad de PPII del MBH en ratas AN, 

podría contrarrestar la mayor liberación de TRH que estas ratas presentan hacia la circulación porta-

hipofisiaria y, a tiempos más largos desde el inicio de la anorexia, promover la desaceleración del eje HPT. 

En conclusión, la anorexia por deshidratación induce la activación de dos poblaciones de neuronas 

TRHérgicas provenientes de distintas subdivisiones del PVN y que son funcionalmente diferentes, una 

población es probablemente la responsable de la elevación en la concentración plasmática de TSH (PVNc) 

y la otra al parecer puede participar en la conducta de anorexia que tienen las ratas en el presente modelo 

(PVNa). 
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III. INTRODUCCIÓN 

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) es un tripéptido que tiene un papel clave en la 

regulación de la homeostasis energética, no sólo a través de sus efectos en la función tiroidea 

llevada a cabo por las neuronas hipofisiotrópicas del núcleo paraventricular del hipotálamo (PVN), 

sino también mediante efectos centrales en el comportamiento alimentario, termogénesis 

activación locomotora y regulación autonómica (1).  

El PVN de las ratas está conformado por dos partes principales, las divisiones magnocelular y 

parvocelular. El tracto neurohipofisiario hipotalámico magnocelular transporta vasopresina (AVP) y 

oxitocina a la hipófisis posterior o neurohipófisis. La sección parvocelular incluye varios 

subcompartimentos incluyendo las subdivisiones anterior, medial, periventricular, ventral, dorsal y 

lateral. Una gran población de neuronas de TRH inmunoreactivas están localizadas en las 

subdivisiones medial y periventricular parvocelulares, organizadas en una configuración triangular, 

simétrica a la parte dorsal del tercer ventrículo, mientras que neuronas que expresan TRH de la 

subdivisión anterior parvocelular están más dispersas (2). 

Las células TRHérgicas de las subdivisiones parvocelulares del PVN se encuentran inervadas 

principalmente por neuronas catecoloaminérgicas del tallo cerebral (3) y por axones 

pertenecientes a dos poblaciones neuronales diferentes del núcleo arcuato del hipotálamo (ARC). 

Dichas neuronas tienen funciones opuestas y responden a la concentración circulante de leptina: 

1) neuronas que coexpresan los péptidos anorexigénicos hormona estimulante de los -

melanocitos y el transcrito regulado por cocaína y anfetamina (-MSH/CART), que inhiben el 

consumo de alimentos, promueven la pérdida de peso e incrementan el gasto de energía (4) y 2) 

neuronas que coexpresan los péptidos orexigénicos neuropéptido Y y la proteína relacionada al 

agouti (NPY/AgRP), que estimulan el apetito, promueven la ganancia de peso y reducen el gasto 

energético (5,6). Estas interacciones de neuronas provenientes del ARC con las TRHérgicas del 

PVN son al parecer el mecanismo principal para el desarrollo del hipotiroidismo central asociado 

con el ayuno e iniciado por bajos niveles séricos de leptina; sin embargo, aún no se conocen por 

completo los mecanismos moleculares encargados de dicho reajuste del eje HPT a la restricción 

calórica; y además de las acciones directas e indirectas de la leptina sobre la expresión de TRH 

del PVN también están implicadas las concentraciones locales elevadas de T3. El resultado final 

de estos cambios complejos del eje HPT durante el ayuno es una respuesta adaptativa importante 

en mamíferos que reduce el gasto energético hasta que el alimento se encuentre nuevamente 

disponible. 
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TRH también ejerce diversos efectos dentro del sistema nervioso central (SNC) que pueden 

contribuir a la regulación de la homeostasis energética. Dentro de éstas, se incluye un incremento 

en la temperatura corporal mediada a través de neuronas del hipotálamo anterior y área preóptica 

que coordinan una variedad de respuestas autónomas: despertar y activación locomotora 

mediante mecanismos regulados por vías colinérgicas y dopaminérgicas del septum y núcleo 

accumbens, respectivamente (7,8), y regulación de la fase cefálica de la digestión (1). La 

inyección i.c.v. de TRH disminuye el apetito tanto en animales bien alimentados como en 

ayunados (7,9,10), sin embargo, aún se desconoce el sitio preciso en el cual TRH media estos 

efectos. No obstante, hay evidencia de que una población anatómicamente separada y no 

hipofisiotrópica de neuronas TRHérgicas parvocelulares perteneciente a la zona anterior del PVN 

puede estar implicada, posiblemente a través de interacciones con el sistema límbico. 
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IV. ANTECEDENTES 

 

1. Funcionamiento del eje Tiroideo 

 

El eje hipotálamo-hipófisis-tiroides (HHT ó HPT) efectúa la regulación del metabolismo energético 

y la termogénesis, controlando de manera precisa la concentración sérica de hormonas tiroideas 

(HT). El control del eje HPT se lleva a cabo a través de TRH (pyroGlu-His-ProNH2) sintetizado en 

neuronas hipofisiotrópicas de las subdivisiones parvocelulares periventricular y medial del PVN 

(11-13). Estas neuronas envían sus proyecciones hacia la zona externa de la eminencia media 

(EM), desde donde el péptido es liberado hacia el sistema capilar porta-hipofisiario bajo un 

estímulo específico. Una vez secretado, TRH llega a la adenohipófisis a través de las venas 

portales que drenan hacia el interior de la hipófisis anterior (14). 

La transmisión del mensaje de TRH se genera a través de su receptor 1 (TRH-R1) localizado en 

células de la adenohipófisis, induciendo la síntesis y liberación de las hormonas tirotropina (TSH) 

en tirotropos y de prolactina en lactotropos (15,16). A su vez, TSH estimula la síntesis y liberación 

de las HT, tiroxina (T4) y 3,5,3’-triiodotironina (T3) en la glándula tiroides (FIg. 1).  

 

Fig. 1. Funcionamiento del eje tiroideo. TRH tiene un papel central en el mantenimiento de la homeostasis energética a 

través del control que ejerce sobre el eje tiroideo; éste es llevado a cabo por neuronas hipofisiotrópicas del PVN, las 

cuales regulan la síntesis y secreción de TSH de la adenohipófisis. La TSH viaja por circulación periférica promoviendo 

en la tiroides síntesis y secreción de hormonas tiroideas las cuales tienen como tejidos blanco el músculo y tejido 

adiposo, entre otros (1). 
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La T3, por un mecanismo clásico de retroalimentación negativa, inhibe la síntesis de TSH y de 

TRH en la adenohipófisis y en el PVN, respectivamente (2,17). Las HT disminuyen la unión y la 

síntesis del receptor R1 de TRH (18), y aumentan la síntesis y actividad de la piroglutamil 

aminopeptidasa II (PPII) (19,20), (ectoenzima encargada de la inactivación específica de TRH) en 

el cerebro y en la adenohipófisis; estos eventos permiten restablecer el funcionamiento normal del 

eje tiroideo. En determinadas condiciones como el hipotiroidismo primario (producción tiroidea 

deficiente de HT), existe un incremento en la síntesis de TRH en el PVN, de TSH en 

adenohipófisis y disminución de la actividad y síntesis de PPII (también en adenohipófisis) (20), lo 

cual permite la recuperación de las concentraciones circulantes de HT. 

La PPII es una peptidasa de superficie celular (anclada en la membrana plasmática) localizada en 

neuronas y células de la hipófisis anterior, degrada a TRH en el espacio extracelular actuando 

sobre su enlace piroglutamil-histidil (21,22). En la adenohipófisis esta enzima se expresa 

únicamente y en poca proporción en lactótropos y somatotropos (21,23) donde degrada a TRH 

que actúa como neurohormona liberado desde la EM. La regulación de la PPII adenohipofisiaria 

por efectores que regulan la secreción de prolactina como las HT, estrógenos y TRH (19,20,24)  

(25), sugiere que esta enzima puede ser un elemento adicional dentro de los mecanismos de 

control neuroendocrino que afectan la intensidad del estímulo hipotalámico y/o de la duración de 

la acción de TRH y que finalmente controlan la liberación de prolactina (23).  

La regulación de la PPII es tejido específica, las HT y el 17β-estradiol incrementan o disminuyen, 

respectivamente, la actividad de la PPII de adenohipófisis mientras que en diversas regiones 

cerebrales no tienen efecto alguno (19-21). Recientemente se describió la presencia de la enzima 

en tanicitos que bordean la base y paredes laterales del 3er ventrículo en cerebro (26). 

 

1.2 Papel de las hormonas tiroideas 

Las HT, específicamente T3, regulan la transcripción de genes importantes al unirse a una familia 

de receptores nucleares distribuidos en el organismo; T3 es esencial para el crecimiento celular y 

participa en la regulación de múltiples vías metabólicas en todos los tejidos corporales. Estas 

hormonas favorecen la lipólisis y glucólisis en tejido adiposo e hígado respectivamente y, modulan 

procesos celulares que forman parte del gasto energético basal (GEB) (27,28); aproximadamente, 

el 30% del GEB se debe a la acción de las hormonas tiroideas. Además, tienen efectos 

importantes sobre la termogénesis adaptativa, proceso caracterizado por el desacoplamiento de la 

fosforilación oxidativa del transporte de protones (cadena respiratoria) en las mitocondrias del 
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tejido adiposo pardo (BAT) de animales expuestos al frío. La proteína desacopladora 1 (UCP-1) 

evita la captura de la energía que resulta del gradiente de protones mitocondrial en forma de 

enlaces fosfato en el ATP, promoviendo la generación de calor. La activación de la UCP1 está 

bajo el control del sistema nervioso simpático y de los ácidos grasos (29), y es regulada por T3 

(30,31). Asimismo, las HT regulan el metabolismo energético a través de sus efectos centrales 

sobre neuronas pre-autonómicas del PVN que poseen conexiones con el sistema nervioso 

autónomo, de manera que afectan el metabolismo hepático, controlando los niveles circulantes de 

glucosa (32) y potenciando la señalización β-adrenérgica (33).  

Como se mencionó anteriormente, una característica común de los ejes neuroendócrinos es que 

poseen un sistema de regulación por retroalimentación negativa por el cual las hormonas 

periféricas secretadas por el órgano blanco ejercen efectos inhibitorios sobre la síntesis de su 

propia hormona hipofisiotrópica; esta regulación también es característica del eje HPT (12): las HT 

inhiben la expresión genética y el procesamiento post-traduccional de proTRH en neuronas 

hipofisiotrópicas (12,34). La expresión del gen de TRH está continuamente regulado en las 

regiones medial y periventricular del PVN, la región promotora de este gen posee un elemento 

regulatorio importante denominado sitio 4, el cual está conservado en el ratón, rata y humano. 

Este es un sitio necesario para la unión del receptor de hormonas tiroideas (TR). La T3 regula 

negativamente la expresión de prepro-TRH y estudios genéticos confirman que si bien las tres 

isoformas de TR (TRa1, TRb1 y TRb2) participan en la regulación negativa de la síntesis de TSH in 

vivo, es TRb2 la isoforma clave para la regulación negativa de los genes de TRH y de las 

subunidades de TSHα y β mediada por T3 (35-37). 

La concentración intracelular de T3 es esencial para la regulación de la expresión de TRH y ésta 

se encuentra determinada por su captura en células blanco, así como por la producción y 

degradación de T3 dentro del SNC. Debido a su naturaleza lipofílica, con anterioridad se pensaba 

que las HT podían atravesar las membranas celulares por transporte pasivo. Sin embargo, para 

entrar en las células blanco, las hormonas libres necesitan de un transporte activo, saturable, 

estereoespecífico y dependiente de ATP que está mediado principalmente por el transportador 

monocarboxilato 8 (MCT-8) (38,39), MCT-10 y por otras proteínas transportadoras incluyendo a 

un miembro de la familia de las proteínas transportadoras de aniones orgánicos independientes 

de Na+, el OATP14 (40-42) (Fig. 2). 
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Figura 2. Modelo esquemático que muestra las rutas de transporte de las HT hacia el cerebro. El OATP14 expresado en 
células endoteliales transporta a la T4 desde la sangre al fluido extracelular en el SNC. La T4 entra en los astrocitos, por 
un mecanismo hasta el momento desconocido, donde es convertida a la hormona activa T3 mediante la desyodasa tipo 
2 (D2) intraceular. Después de su liberación, la T3 es capturada por las neuronas, donde regula la expresión génica  y 
es inactivada finalmente por la desyodasa tipo 3 (D3). Esta captura neuronal es mediada por el transportador MCT-8. 
BHE, barrera hematoencefálica. Modificado de Heuer et al., 2005 (43).   

 

El MCT-8 es un transportador eficiente para T4, T3 y sus metabolitos inactivos rT3 y T2 (38), 

mientras que el OATP14 transporta T4, rT3 y en menor grado a T3 (44); ratones knock-out para el 

gen Mct8, muestran elevación de T3 y bajas concentraciones séricas de T4 (45). La captura 

cerebral de T3 exógena se encuentra reducida de manera importante en ratones que no tienen un 

Mct8 funcional, mientras que la captura de T4 se reduce en un 50% comparada con ratones 

silvestres (46). Previamente se propuso al OATP14 como responsable de la captura de T4 desde 

la circulación periférica hacia el cerebro, donde es convertida localmente a la hormona activa T3, 

la cual es transportada a las neuronas por el MCT-8 (47). Sin embargo, el mRNA y la proteína 

MCT-8 también se expresan, al igual que el OATP14, en microvasos sanguíneos de la barrera 

hematoencefálica (BHE) de ratones y ratas, de tal manera que el MCT-8 también contribuye al 

transporte de HT, especialmente T4, a través de la BHE, además de su papel en la captura de T3 

por las células neuronales (48). Recientemente se demostró por inmunoreactividad, la presencia 

de MCT-8 en tanicitos de la zona externa de la EM (células de origen glial que bordean el tercer 

ventrículo) y en terminales axónicas de neuronas TRHérgicas hipofisiotrópicas (49), lo cual indica 

que este transportador influye directamente en el mecanismo de regulación por retroalimentación 

negativa del eje HPT. 
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2. Enzimas desyodasas 

La T4 es el principal producto secretado por la glándula tiroides y funciona primordialmente como 

una pro-hormona para la producción de otras iodotironinas (50). De éstas, es la T3 la que presenta 

mayor afinidad por los receptores nucleares a hormonas tiroideas (TR) y la que media la mayoría 

de los efectos metabólicos de esta clase de hormonas (51). Es por esto que los efectos biológicos 

de las HT dependen, en gran medida, de la conversión extratiroidea de T4 en T3, catalizada por las 

selenodesyodasas del anillo externo (-5’), tipo 1 (D1) y tipo 2 (D2) (52); siendo la desyodasa tipo 3 

(D3) una enzima de acción exclusiva sobre el anillo interno (-5) y por lo tanto inactivadora (Fig. 3). 

 

Figura 3. Reacciones de desyodación catalizadas por las isoenzimas desyodasas D1, D2 y D3 (53). 

Aunque las concentraciones séricas de HT son notablemente constantes bajo condiciones 

fisiológicas, muchos procesos biológicos requieren de la acción rápida y limitada en el espacio de 

estas hormonas. Los transportadores de las HT y las desyodasas facilitan este propósito al 

permitir el tráfico de hormonas y aumentar la concentración local de HT a través de la conversión 

de T4 a T3 por medio de la D2, o limitar el contenido de T3 por acción de la D3 (47,52). 

2.1 Desyodasa tipo 1 

Debido a que fue la primera en ser descubierta y clonada, la D1 es la desyodasa más estudiada, y 

por consiguiente de la que se tiene mayor conocimiento. Es una enzima que predomina en los 

tejidos periféricos como el hígado y el riñón y, es la principal responsable de mantener los niveles 

circulantes de T3 en plasma. La D1 cataliza la desyodación de T4 tanto del anillo externo (-5’) 

como del interno (-5) con igual eficiencia, lo que lleva a la generación de T3 o de la hormona 

inactiva T3 reversa (rT3). Debido a que el sustrato preferido de la D1 es la rT3, esta enzima 

también actúa en la degradación de las iodotironinas (52). D1 es sensible a la inhibición por 6-n-

propil-2-tiouracilo (PTU), característica que la diferencia de la D2. 
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La D1 es una proteína integral de membrana con una extensión de 12 aminoácidos NH2-terminal 

en el lumen del retículo endoplásmico y un sólo dominio transmembranal (54). La localización 

subcelular de la D1 madura es probablemente la membrana plasmática, aunque esto se 

encuentra aún en estudio. Debido a que análisis topológicos predicen que el sitio catalítico de la 

D1 es citosólico, una localización en la membrana plasmática podría verse, desde un punto de 

vista teleológico, como un acceso sencillo a la enzima para la rT3 y T4 circulantes, así como para 

facilitar la salida hacia el plasma de la T3 producida a partir de T4 (52). Debido a su localización 

subcelular la D1 tiene una contribución mínima en la cantidad de T3 intranuclear a diferencia de la 

D2, que tiene una localización en la membrana del retículo endoplásmico (55,56). 

Hay una diversidad de sustancias, agentes o condiciones que afectan la síntesis de D1, siendo las 

HT algunos de los factores más importantes. El aumento en la actividad y/o en la expresión del 

mRNA de D1 mediada por HT es evidente en ratas, ratones y humanos (57,58), y se debe a un 

aumento en la transcripción, ya que el gen Dio 1 contiene 2 elementos de respuesta a hormonas 

tiroideas (TRE). De hecho, la expresión de D1 se incrementa con el grado de hipertiroidismo en 

células mononucleares de humanos (59). Asimismo, TSH es capaz de aumentar los niveles del 

mRNA de D1 en una línea celular de tiroides de rata (60). 

Existen evidencias acerca de las influencias nutricionales en la expresión de D1, el ayuno en 

humanos causa un aumento en la relación T4/T3 y en la concentración de rT3 (61), cambios 

similares se han observado en pacientes con enfermedades agudas, p ej., renales, 

cardiovasculares, hepáticas, infecciosas o por la desnutrición asociada a éstas (62-64); esta 

disminución en la concentración sérica de T3 se debe, al menos en parte, a un deterioro en la 

conversión de T4 a T3 por la D1 hepática (65). 

2.2 Desyodasa tipo 2 

La D2 es una desyodasa específica del anillo externo (-5’), que cataliza la conversión de T4 a T3, y 

rT3 en 3,3’-T2 (52), con una afinidad por T4 que es 103 veces mayor que la de D1; tiene una Km 

para T4 en el rango nanomolar (~2nM) y es insensible a la inactivación por PTU (fármaco utilizado 

para el tratamiento del hipertiroidismo ya que inhibe la conversión de T4 en T3) (66). rT3 es 

también un sustrato excelente para la D2, aunque ligeramente menos favorecido que la T4. Es la 

desyodasa responsable de la generación de T3 dentro del SNC, hipófisis, BAT y tiroides (52,67). 

La presencia de actividad de D2 en músculo esquelético provee una fuente significativa de T3 

generada de manera extratiroidea (68). El proceso de generación de calor secundario a la 

exposición al frío, depende de la producción local de T3 mediada por D2 del BAT (69), 



Antecedentes 

 
 

 

13 

aumentando la saturación de los receptores de HT de un 70 a casi el 100%, por la exposición al 

frío (70). Además, más del 75% de la T3 cerebral proviene de la conversión de T4 mediada por D2 

del SNC (71).  

La D2 es una proteína integral de membrana; los análisis de protección proteolítica sugieren que 

el extremo NH2- terminal permanece en el lumen del retículo endoplásmico, mientras que la 

porción –COOH terminal se encuentra en el citosol (72), lo que permite un acceso eficaz de la T3 

generada hacia el compartimiento nuclear (73). 

Las desyodasas son importantes para la acción de las HT, no sólo como fuente de T3 plasmática 

sino también, especialmente en el caso de la D2, para proveer T3 intracelular en tejidos 

específicos (Fig. 4). Este control de la disponibilidad de ligando que ocurre antes de su unión a TR 

en células blanco, es un mecanismo esencial para la regulación de la temporalidad de la 

respuesta celular a las HT de manera tejido específica. La importancia fisiológica de este proceso 

ha sido evidenciada en situaciones que pueden o no afectar las concentraciones circulantes de 

HT pero que alteran el comportamiento de las desyodasas en diversos tejidos (74-76). 

 

 

Figura 4. Esquema que ejemplifica la manera en que la acción celular de las hormonas tiroideas está regulada a 
diferentes niveles (77). 

En el cerebro, el mRNA de la D2 se expresa en alta concentración en una región específica del 

hipotálamo, definida por los límites rostrales y caudales de la EM (78). Esta enzima se expresa en 

tanicitos, células de origen glial que residen en la base y en los bordes de las paredes 

infralaterales del tercer ventrículo, rodeando vasos sanguíneos en el ARC; el mRNA de D2 
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también está presente en la EM y el tallo hipofisiario donde la expresión de la enzima se extiende 

a la zona externa de la EM, adyacente a los capilares portales (Fig. 5). Los tanicitos son células 

ependimales que poseen protrusiones apicales que se extienden hacia el fluido cerebro espinal 

(FCE) y largos procesos basales citoplasmáticos que se ramifican y dirigen hacia el hipotálamo 

mediobasal (EM y ARC), donde están íntimamente asociados con capilares y terminales axónicas 

(79,80). La gran concentración de D2 en esta región de tanicitos, rica en receptores y 

transportadores de hormonas tiroideas (43,81), provee de T3 a regiones del SNC que tienen poca 

o nula actividad de esta desyodasa (p.ej. PVN) después de la captura de T4 desde la circulación 

portal o desde el FCE. 

 

Figura 5. Distribución rostro-caudal del mRNA de la desyodasa tipo 2 en el hipotálamo medio basal (iluminación en 
campo oscuro). En la sección más rostral A, la hibridación se encuentra presente en la zona externa de la eminencia 
media. B-D, secciones más caudales con hibridación intensa en células que bordean la base y las paredes infralaterales 
del tercer ventrículo, en el núcleo arcuato y eminencia media. No hay señal en porciones dorsales ni en la parte más 
superior de las paredes del tercer ventrículo (III, flechas). Eminencia media, ME. Núcleo arcuato, ARC. Modificado de Tu 
et al., 1997 (78). 

En estados hipo o hipertiroideos, el contenido total de T3 cerebral se altera a un grado menor 

comparado con lo que ocurre en otros órganos como el hígado (82). Esta estabilidad relativa de la 

concentración T3 cerebral se debe al menos en parte a mecanismos autoreguladores dentro del 

cerebro que regulan la activación y degradación de las HT (83,84). La D2 es al parecer un factor 

importante en la capacidad del SNC para adaptarse a las alteraciones del estado tiroideo, el cual 

controla la actividad de esta enzima tanto a nivel pre como postraduccional (85-87). En ratas 

hipotiroideas, aumenta la expresión y actividad de D2 en corteza cerebral, al igual que el mRNA 

en MBH y adenohipófisis (78,88,89). El tratamiento con distintas dosis de HT (L-T3, L-T4) a ratas 

hipotiroideas, demuestra que la T3 disminuye el mRNA de D2 en corteza cerebral, mientras que la 

T4 disminuye principalmente su actividad, lo cual indica que, in vivo, T3 y T4 ejercen efectos 

supresores en la actividad de D2 a través de mecanismos pre y postraduccionales, 
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respectivamente (89). Por otro lado, la dexametasona y TRH incrementan moderadamente el 

mRNA de D2 en células tumorales de adenohipófisis (90). En contraste con T3, rT3 reduce la 

actividad de D2 más no afecta los niveles de su mRNA, lo que indica que la regulación es 

enteramente postraduccional (90). El contenido de mRNA y la actividad de D2 también se 

encuentran incrementadas en varios órdenes de magnitud en áreas somatosensoriales del 

cerebro de ratas hipotiroideas, lo que protege de los efectos deletéreos de disponibilidad 

insuficiente de T3 durante el desarrollo cerebral (91). 

2.3 Desyodasa tipo 3 

La D3 es una enzima esencialmente inactivadora que actúa en el anillo interno (-5) de las 

iodotironinas, previene la activación de T4 e inactiva a T3, mediante la conversión de T4 en rT3 y T3 

en 3,3’-T2. D3 de microsomas cerebrocorticales de rata exhibe una Km por T3 de 6 nM y un valor 

más alto para T4 (37 nM) (52). 

Los productos de desyodación interna generados por la D3 son incapaces de mantener la 

expresión génica dependiente de HT (92). Esta enzima contribuye a la homeostasis de las HT al 

proteger a los tejidos de un exceso de éstas. Además de encontrarse en el SNC de la rata, 

también se localiza en la piel, la placenta y el útero de ratas preñadas. Como se demuestra en 

diversos estudios con modelos animales fetales y neonatales, la expresión de la D3 está 

altamente regulada de manera tejido específica, lo cual al parecer es crítico para la regulación 

coordinada de los efectos de las HT durante el desarrollo. La localización microsomal de la 

actividad de D3, similar a la de D1 y D2, indica que es también una proteína integral de membrana 

(93). La topología y localización subcelular de D3, aún se desconoce. 

Paralelismos entre la actividad de D3 y el estado tiroideo se han encontrado en varias especies, 

por ejemplo en ratas: la actividad de esta enzima a través del SNC está aumentada en 

hipertiroidismo y disminuida en hipotiroidismo (94). Estudios usando hibridación in situ revelan 

aumentos significativos del contenido de mRNA de D3 en el SNC de ratas hipertiroideas, mientras 

que su expresión es casi indetectable en animales hipotiroideos (95). Sin embargo, se ignora el 

mecanismo por el cual se da el incremento tan dramático en el contenido de mRNA de D3 

secundario al tratamiento agudo con T3. 

El control del metabolismo de las desyodasas es multifactorial y tejido específico. Hormonas y 

factores de crecimiento, así como factores ambientales y nutricionales influyen sobre las tasas de 

síntesis y degradación de estas enzimas. De particular importancia es el efecto que tiene el 

estado tiroideo sobre los procesos de desyodación, lo que finalmente favorece el mantenimiento 
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de la homeostasis de las HT; por ejemplo, la D1 está regulada a la alta en tiroides de ratas con 

hipotiroidismo primario, mientras que bajo las mismas circunstancias, se presenta una disminución 

en la actividad de esta enzima en otros tejidos periféricos como el hígado y el riñón (96-98). En 

situaciones de hipotiroidismo, la actividad de la D2 aumenta en todos los tejidos, mientras que la 

de D3 disminuye en el cerebro (98).  

En conjunto, las desyodasas son enzimas responsables del control fino de los niveles de HT y a 

su vez son reguladas por éstas; además, son especialmente importantes en el cerebro para el 

mantenimiento de los niveles de HT que se requieren para el desarrollo y función neuronal 

normales (99). A continuación se muestra un resumen con las características de las desyodasas 

(Tabla 1). 

 D1 D2 D3 

Reacción catalizada 5’ ó 5 5’ 5 

Localización Hígado, riñón, tiroides, 
adenohipófisis 

Adenohipófisis, cerebro, 
BAT, tiroides, corazón, 
músculo esquelético 

Cerebro, piel, placenta 

Preferencia por sustrato 5’: rT3 > T4 

5: T4S > T3S 
T4 > rT3 T3 > T4 

Km rT3(5’) 0.06 μM 
T4(5’) 2.3 μM 
T4(5) 0.3 μM 

T4(5’) 1 nM 
 

T3(5) 6 nM 
T4(5) 37 nM 

Inhibición por PTU ++++ + + 

Factores que estimulan 
su actividad 

Hormonas tiroideas, 
TSH (tiroides), 

andrógenos (hígado) 

Factores de crecimiento 
Catecolaminas 

Hormonas tiroideas 
Factores de crecimiento 

Retinoides 
Actividad durante 
hipotiroidismo 

↓ (hígado, riñón)  
↑ (tiroides) 

↑ (todos los tejidos) ↓ (cerebro) 

 

Tabla 1. Resumen de los efectos del estado tiroideo sobre la expresión y actividad de las desyodasas en diferentes 
tejidos. Modificado de St. Germain, 1999 (100). 
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3. Regulación del balance energético 

Factores nutricionales y ambientales provocan cambios adaptativos en el funcionamiento del eje 

HPT dentro de los que se encuentran alteraciones en la secreción y metabolismo de las HT. El eje 

tiroideo se adapta dependiendo de las necesidades energéticas del animal, por ejemplo el balance 

energético negativo y el estrés asociado alteran su funcionamiento y regulación. El papel de las 

HT en la regulación del peso corporal es evidente en hipo e hipertiroidismo experimental o clínico. 

En el hipotiroidismo el peso corporal puede estar incrementado hasta un 30% y el gasto 

energético reducirse en un 50% relativo al de un animal eutiroideo; por el contrario, en tirotoxicosis 

el gasto de energía aumenta en un 50% lo que puede llevar a una disminución de peso de hasta 

un 15% (101,102).  

El gasto energético representa la conversión de oxígeno y alimento (o grasa, glucógeno y proteína 

almacenada) en dióxido de carbono, agua, calor y trabajo externo. La termogénesis es el aumento 

en el GEB que resulta de la producción de calor en respuesta a la temperatura ambiental o la 

dieta. Una restricción alimentaria crónica provoca disminución del 40% de la tasa metabólica y 

esta adaptación ocurre tan pronto como el peso corporal disminuye a 10% del habitual (103). En 

contraste, la ingestión de alimentos incrementa un 25-40% la tasa metabólica y el gasto de 

energía en humanos y roedores (104,105). 

3.1 Adaptaciones del eje HPT en respuesta al balance energético negativo 

Como se mencionó anteriormente, los cambios en el balance energético alteran el mecanismo de 

retroalimentación negativa del eje HPT. En el ayuno de corta duración y en restricción alimentaria, 

se presenta un hipotiroidismo terciario (alteración a nivel hipotalámico) caracterizado por 

disminución de la liberación de TRH del hipotálamo (medido en la sangre porta-hipofisiaria) y de 

TSH (106-108); además el contenido del mRNA de TRH en esta región hipotalámica, está 

reducido después de 48 a 72 h de ayuno (109). La realimentación por 2 a 3 días, regresa a la 

normalidad los valores de T3 y TSH (106). Esta adaptación del eje tiroideo favorece una economía 

de las reservas energéticas de los animales frente a la baja disponibilidad de alimento. Debido a 

los efectos inhibitorios de los glucocorticoides sobre el eje HPT (110), la disminución de la síntesis 

de TRH en ayuno en parte se debe al aumento en la concentración de corticosterona circulante 

observado en esta situación (107). Sin embargo, también se han propuesto a las bajas 

concentraciones de leptina durante ayuno o restricción alimentaria como un factor responsable de 

la disminución de los niveles del mRNA de pro-TRH en el PVN, ya que su inyección i.p. restaura la 

expresión de TRH (111) y regula positivamente la liberación adenohipofisiaria de TSH (112). Este 
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efecto que tiene la leptina sobre la síntesis de TRH puede ser directo, actuando a través de las 

neuronas TRHérgicas del PVN (113) o indirecto mediado por la inhibición de neuronas que 

sintetizan NPY y la activación de las que secretan POMC (114) en el ARC y que proyectan hacia 

el PVN. 

Así, la disminución en la síntesis de TRH secundaria al ayuno, puede ser resultado de la 

regulación negativa llevada a cabo por diversos péptidos orexigénicos y/o por la disminución del  

efecto positivo de los anorexigénicos descritos; esta regulación está mediada por los receptores 

de AgRP (115), NPY (115,116) y -MSH (115,117) que se expresan en neuronas TRHérgicas del 

PVN. 

Además, durante el ayuno se activa la retroalimentación negativa por HT hacia el hipotálamo 

debido al incremento en la producción local de T3 mediada por D2. Este hipertiroidismo local está 

también relacionado con la supresión de la síntesis y liberación de TRH en estas condiciones, 

efecto que no se revierte con la administración i.p. de T4 (118). La señal que favorece el aumento 

de la expresión de D2 en el MBH durante el ayuno, no se origina en la glándula tiroides, sino que 

es resultado del cambio inverso entre las concentraciones de leptina y corticosterona circulantes 

(119). 

El ayuno de corta duración o la diabetes, también causan una disminución en la actividad y 

expresión de la D1 en hígado, siendo ésta una consecuencia y no causa de la disminución de las 

concentraciones circulantes de T3 en condiciones de balance energético negativo (120).  

Incrementos o decrementos, incluso relativamente pequeños, en la concentración de HT están 

asociados con cambios paralelos en el gasto de energía (121); la disminución de la concentración 

sérica de HT contribuye a la disminución en la termogénesis y al mantenimiento de reservas 

energéticas inducidos por el ayuno. En resumen, el balance energético negativo induce una 

disminución de la expresión del gen de pro-TRH mediada por el incremento en la concentración 

local de T3 secundaria a la elevación de la actividad de la D2 del MBH; dicha disminución del 

mRNA de TRH ocurre a pesar de la disminución en los niveles circulantes de HT (Fig. 6). 
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Fig. 6. Cambios en el eje HPT en ratas sometidas a restricción 

alimentaria. Modificado de Fekete y Lechan, 2007 (122). 

 

Además de su papel como regulador del eje HPT, dado que los receptores de leptina y de 

malanocortina-4 se expresan en las neuronas TRHérgicas del PVN, TRH es también una parte 

importante de los sistemas de señalización que regulan el comportamiento alimentario 

(113,123,124).  

La administración central o periférica de TRH en roedores, ya sea de manera aguda o crónica, 

tiene efectos anorexigénicos independientemente del consumo de agua (125-128). Los efectos 

agudos de TRH al parecer están mediados de manera central y son independientes de su papel 

en el control de la producción de HT (129). 

 

4. Anorexia 

La anorexia nervosa es un desorden psiquiátrico que se presenta más comúnmente en mujeres 

durante la adolescencia en comparación con los hombres en una relación de 10:1 (130,131), se 

caracteriza por la manifestación de un miedo intenso a padecer obesidad; los pacientes se 

rehúsan a mantener un peso mínimo normal y tienen distorsión de su imagen corporal. La 
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incidencia de este padecimiento psiquiátrico ha aumentado alarmantemente en las últimas dos 

décadas (132), convirtiéndose en un problema de salud importante.  

Estados mórbidos como la anorexia nervosa, provocan cambios profundos en diversos sistemas 

neuroendócrinos, siendo común la activación del eje adrenal (133); además, el eje HPT también 

sufre cambios adaptativos que son diferentes de los que ocurren a consecuencia de la restricción 

alimentaria (134). En términos generales, pacientes que sufren anorexia nervosa presentan bajas 

concentraciones séricas de T3 probablemente debido a una menor actividad de D1 periférica como 

ocurre en enfermedades crónicas (135), o a una menor secreción tiroidea de T3 en respuesta a 

TSH endógena (136); sin embargo las concentraciones de T4 y TSH son normales. También 

muestran una respuesta retardada de la adenohipófisis para liberar TSH tras una inyección de 

TRH y menor respuesta de la tiroides a la estimulación por TSH (134,137-141). A las alteraciones 

en el eje HPT que ocurren como consecuencia de estados mórbidos subyacentes se les ha 

denominado síndrome de enfermedad no tiroidea, dado que su génesis no está en la glándula 

tiroides (53). Dicha enfermedad no tiroidea que ocurre en enfermedades como la anorexia 

nervosa, puede estar asociada con un incremento transitorio y leve en las concentraciones séricas 

de TSH, especialmente en la fase de recuperación de la enfermedad (142). El conjunto de 

alteraciones del eje HPT puede modular la severidad y persistencia de algunos aspectos 

psicológicos de la enfermedad y por lo tanto debe tomarse en consideración en el tratamiento 

terapéutico de este desorden de la conducta alimentaria. 

Una vez que los pacientes anoréxicos empiezan a recuperar su peso se observa una mejoría en 

la conversión de T4 a T3 aunque la producción tiroidea de HT y su respuesta a TSH se mantiene 

reducida (136). Debido a que las alteraciones del eje HPT en pacientes anoréxicas son similares a 

las que ocurren en otras enfermedades no tiroideas, en las que no existe pérdida de peso, es 

posible que modificaciones en el funcionamiento de este eje neuroendócrino no se deban 

únicamente a la desnutrición asociada al balance energético negativo.  

 

 4.1 Anorexia por deshidratación 

En el modelo animal de anorexia por deshidratación (AN) caracterizado por Watts et al., (143), el 

agua de bebida se sustituye por una solución de NaCl al 2.5%. La anorexia asociada es 

paradójica ya que aparecen cambios en la concentración de hormonas y en la expresión de 

péptidos hipotalámicos similares a los que se presentan en un grupo con restricción alimentaria 

forzada (RAF) que consume exactamente la misma cantidad de alimento que el grupo AN. En 
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ambos grupos experimentales existe pérdida de peso, disminuye el contenido de leptina e insulina 

circulantes, incrementa el de corticosterona (143) y a nivel central los animales tienen un aumento 

en los niveles del mRNA de NPY y disminución de la expresión de los mRNA de POMC y 

neurotensina en el ARC (144); sin embargo, a pesar de tales cambios la respuesta conductual de 

ratas AN no es de búsqueda sino de evitación del consumo de alimentos. Comparando los 

cambios neuroendócrinos en ambos grupos experimentales, es posible distinguir factores que 

influyen en la conducta alimentaria entre los animales que buscan el alimento (RAF) y aquéllos 

que lo evitan (AN). 

Por ejemplo, si bien no hay diferencias entre RAF y AN en la expresión de péptidos relacionados 

con la conducta alimentaria en el ARC hipotalámico, la expresión de CRH del hipotálamo lateral 

(HL) aumenta únicamente en animales AN de manera proporcional a la intensidad de la anorexia 

(144) (Fig. 7). Esto es relevante, dados los efectos anorexigénicos de la inyección central o directa 

de CRH en el HL (145).  

 

Figura 7. Diagrama esquemático que resume los cambios en la expresión génica que son exclusivos de animales 
deshidratados (anoréxicos [AN], barras negras) y aquellos que son comunes tanto en animales deshidratados como con 
restricción alimentaria forzada (RAF, barras grises) EU: control euhidratado. La altura de cada símbolo representa los 
niveles relativos de la expresión génica. Modificado de Watts et al., 1999 (144). 

En experimentos realizados previamente en nuestro laboratorio nos centramos en el estudio del 

eje HPT en el presente modelo.  Ratas sometidas a RAF presentan, al igual que animales 

ayunados, disminución en la expresión del mRNA de pro-TRH en el PVN y menor concentración 

de TSH y HT en suero. En cambio, el grupo con AN presenta activación de las neuronas 

TRHérgicas del PVN (evidenciada por el aumento en la expresión del péptido en esta región, 

evaluado por RT-PCR) y mayor concentración sérica de TSH, a pesar de las bajas 

concentraciones de HT circulantes, de la importante disminución del consumo de alimentos y del 

peso corporal. 
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El contenido de TRH en la EM del grupo AN es igual al del grupo control y menor al de  RAF, este 

hecho aunado al incremento en la concentración sérica de TSH, sugiere mayor liberación de TRH 

hacia la circulación portal en animales con anorexia (146). Además, la expresión de los mRNAs de 

la PPII y del receptor de TRH, TRH-R1, en adenohipófisis está disminuida; la expresión de la 

enzima inactivadora de TRH (PPII) y la de su receptor R1 responden a cambios en la 

concentración de TRH en cultivos de células adenohipofisiarias. A nivel de su receptor la 

respuesta de los lactótropos a TRH está regulada ya sea por una desensibilización rápida sin 

pérdida del receptor o por modulación de la cantidad de TRH-R1 presente en la membrana 

plasmática, por ejemplo, el número de receptores TRH-R1 disminuye después de su activación 

por TRH debido a internalización o inhibición de la síntesis del receptor (147). Asimismo, TRH a 

través de la activación de su receptor es capaz de regular a la baja la actividad de la PPII en la 

superficie de células adenohipofisiarias en cultivo (25). Por lo que la baja expresión de TRH-R1 y 

de PPII en adenohipófisis también es evidencia indirecta del aumento en la liberación de TRH a la 

circulación porta-hipofisiaria. 

4.1.1 Respuesta al frío 

La exposición al frío incrementa la concentración sérica de TSH y la expresión del gen de pro-

TRH en el PVN de manera rápida y transitoria (148,149); ratas RAF expuestas a 4°C durante una 

hora presentan dicha adaptación del eje HPT caracterizada por el aumento en la expresión de 

pro-TRH en el PVN no así las ratas AN, en las cuales no existe una respuesta aditiva en los 

niveles previamente elevados del mRNA de TRH. Además, ya que sólo las ratas control presentan 

en aumento en la concentración de TSH después de la exposición a 4°C, es posible que en 

ambos grupos experimentales exista un retraso en la respuesta a TRH (146), como se ha 

observado en la falta de respuesta de TSH a TRH en pacientes con anorexia (132). Por lo que la 

anorexia inducida por deshidratación bloquea la respuesta de las neuronas TRHérgicas del PVN 

al frío. 

 

En resumen, ratas AN presentan hipotiroidismo primario (bajo contenido de HT en suero y alto 

mRNA de TRH) que contrasta con el hipotiroidismo terciario de RAF (menor expresión de TRH en 

el PVN), aún cuando en ambos paradigmas los animales están sometidos a un balance energético 

negativo (146) (Fig. 8). 
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Fig. 8. Comparación de las diferencias endocrinas encontradas en nuestro laboratorio en ratas sometidas a restricción 

alimentaria o anorexia por deshidratación. Cort: corticosterona, PRL: prolactina (146,150). 

De estos experimentos surgieron dos incógnitas principales, por un lado identificar la subpoblación 

de neuronas TRHérgicas activadas en el modelo de anorexia y los factores implicados en dicha 

activación. 

Los experimentos antes mencionados fueron realizados en hembras debido a que la anorexia 

nerviosa es un trastorno psiquiátrico más común en mujeres (131,151); sin embargo, debido a que 

los estrógenos pueden interferir con el funcionamiento del eje tiroideo (152), decidimos efectuar el 

resto de los experimentos, incluyendo los de la presente tesis, en ratas macho. 

La AVP está implicada en la respuesta homeostática a estímulos que ponen en riesgo a la vida, 

por ejemplo, en la conservación de agua durante periodos de deshidratación, en animales 

sometidos a alteraciones osmóticas como una carga de solución salina o deshidratación existe un 
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incremento en la expresión de AVP en la subdivisión magnocelular del PVN (153). La AVP 

endógena tiene un efecto tónico inhibitorio en la libración de TSH de la hipófisis y la 

administración prolongada (2 a 8 días) de AVP está relacionada con aumento del peso de la 

tiroides, disminución transitoria de la concentración de TSH, incremento en las concentraciones 

circulantes de HT especialmente de T4 y en el crecimiento de la tiroides (154). Debido a que la 

deshidratación a la que se somete a los animales puede ser un estímulo para la activación del 

sistema vasopresinérgico y por los efectos mencionados sobre el eje HPT, en el presente estudió 

se evaluó la concentración sérica de AVP y su expresión en el PVN.  

Así, en un primer acercamiento por identificar posibles factores relacionados con el aumento en la 

expresión de TRH del PVN de ratas AN, en nuestro laboratorio estudiamos las implicaciones del 

sistema CRHérgico debido a que la expresión del mRNA de CRH del HL está aumentada en AN 

más no en RAF (144). Las neuronas CRHérgicas del HL envían proyecciones hacia el PVN (144) 

donde se expresa el receptor 2 de CRH (CRH-R2), implicado en los efectos anorexigénicos del 

péptido (155). Los niveles del mRNA de CRH-R2 disminuyen en ratas hembra y macho del grupo 

AN y aumentan levemente en ratas RAF; además, la administración de un antagonista de CRH-

R2 (antisauvagina-30, ASG-30) directamente en el PVN, atenúa los efectos anorexigénicos 

inducidos por la deshidratación y restaura la habilidad del eje HPT de ajustarse a la situación de 

balance energético negativo (150), disminuyendo la concentración sérica de TSH. La activación 

del CRH-R2 puede entonces mediar tanto la conducta de anorexia como las alteraciones del eje 

HPT de ratas AN.  

La habilidad de la inyección del ASG-30 de revertir algunas de las alteraciones del eje HPT, 

indican que probablemente neuronas TRHérgicas hipofisiotrópicas están activadas en el modelo, 

sin embargo, dado que también existe una disminución en la conducta de anorexia después de la 

inyección del inhibidor y dichas neuronas TRHérgicas no participan en la regulación de la 

conducta alimentaria de los animales, es posible que un subconjunto de neuronas TRHérgicas no 

hipofisiotrópicas del PVN esté implicado en la inhibición por el consumo de alimentos en ratas AN. 
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V. JUSTIFICACIÓN 

Es evidente que el aumento en la prevalencia e incidencia de desórdenes de la conducta 

alimentaria, entre ellos la anorexia nervosa, los ha convertido en un problema de salud pública 

actual (156). Estudios comunitarios muestran que la incidencia de la anorexia nervosa es mayor 

en mujeres de entre 15-19 años, las cuales constituyen el 40% de la población afectada, esto 

resulta en una incidencia de 109.2 por 100,000 mujeres de 15-19 años por año, mientras que en 

hombres la incidencia fue menor de 1 por 10,000 personas-año (157-159). La prevalencia del 

trastorno varía de 0.6 a 4.3% dependiendo de la población estudiada y el criterio diagnóstico (160-

162). En México, no hay estudios epidemiológicos concluyentes acerca de la prevalencia o 

incidencia de la anorexia, sin embargo entre mujeres adolescentes son comunes las conductas 

alimentarias de riesgo que pueden desencadenar posteriormente un trastorno de la conducta 

alimentaria (130,163). 

En condiciones de déficit de energía, como las que presentan individuos con desnutrición calórico-

proteica, los organismos presentan una disminución del gasto metabólico, lo que se logra en parte 

mediante una desaceleración de la actividad del eje tiroideo. El control estricto de la actividad eje 

HPT es esencial para la supervivencia de los animales dado que regula, entre otras funciones 

orgánicas, el metabolismo energético y la termogénesis adaptativa (164,165). Sin embargo, en 

padecimientos como la anorexia nervosa, aunque existe un balance negativo de energía, los 

parámetros del eje tiroideo no reflejan de manera consistente una desaceleración del mismo 

(menor fT3 pero concentraciones normales o bajas de TSH, falta de respuesta de TSH a TRH 

(28,132,166,167), lo cual podría agravar la pérdida de peso y aumentar el riesgo de padecer otras 

enfermedades. Sin embargo, aún no se sabe si las alteraciones del eje HPT son causa o 

consecuencia de la pérdida de peso; además, es posible que alteraciones hipotalámicas puedan 

ser responsables de los cambios endocrinos propios de la anorexia nervosa (132).  

Si bien, los acercamientos al estudio de la génesis y tratamiento de estas enfermedades utilizando 

modelos animales no incluyen el aspecto psicológico de los trastornos, sus aportaciones son 

invaluables desde el punto de vista fisiológico, formando parte de las investigaciones 

encaminadas a dilucidar los mecanismos neuronales que controlan, entre otros comportamientos, 

la conducta alimentaria. 

El modelo animal de anorexia por deshidratación caracterizado por Watts et al (143), al incluir un 

grupo sometido a restricción alimentaria, permite identificar factores responsables de la inhibición 

del consumo de alimentos, de la falta de adaptación del eje HPT y señalar algunos con aplicación 



Justificación 

 
 

 

26 

terapéutica probable. Por otro lado, la evidencia de la participación de TRH del PVN del 

hipotálamo en la conducta de anorexia, sería una contribución a los estudios sobre su papel como 

neuromodulador.  

Puesto que el eje tiroideo no se relaciona de manera directa con la regulación de la conducta 

alimentaria (motivación por el consumo), llama la atención el cambio diferencial en la expresión 

del mRNA de TRH en el PVN encontrado entre los grupos RAF y AN (146,168), por lo que el 

análisis de la subdivisión del PVN en donde está aumentada la expresión de TRH en animales 

con anorexia por deshidratación es relevante ya que permitiría conocer la naturaleza de las 

neuronas TRHérgicas activadas en el presente modelo. 

El estudio de aquellos factores que pueden influenciar la expresión de TRH en el PVN es 

importante para dilucidar los mecanismos relacionados con la activación de neuronas TRHérgicas 

durante la anorexia y sugerir posibles acciones terapéuticas. Dentro de estos factores y debido a 

las implicaciones que tienen sobre el metabolismo de TRH y de las HT, es importante estudiar el 

papel de la D2, la PPII y el transportador MCT-8. 

La ineficacia de los tratamientos farmacológicos disponibles para el tratamiento de la anorexia 

nervosa denota la importancia de las investigaciones encaminadas a analizar el papel que 

diferentes sistemas de neurotransmisores tienen en esta patología. 
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VI. HIPÓTESIS 

 
A pesar del balance energético negativo, las neuronas TRHérgicas del PVN de ratas AN tienen 

mayor actividad biosintética por lo cual suponemos que algunas neuronas hipofisiotrópicas del 

PVN no responden a los mecanismos inhibitorios reportados en restricción alimentaria y son 

capaces de mantener el aumento de TSH y la disminución pronunciada de peso en estos 

animales. Además, dado que el eje tiroideo per se no participa en la regulación de la conducta 

alimentaria, es posible que un subconjunto de neuronas TRHérgicas no hipofisiotrópicas del PVN 

esté implicado en la conducta anoréxica de los animales. Por otro lado, las condiciones del 

modelo podrían afectar diferentes aspectos del sistema TRHérgico, por ejemplo, las desyodasas y 

el mecanismo de degradación del TRH, la PPII; lo que contribuiría a explicar la activación de las 

neuronas TRHérgicas del PVN y el aumento de TSH en ratas con anorexia.  
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VII. OBJETIVO PRINCIPAL 

Identificar la subdivisión del PVN que presenta activación de las neuronas TRHérgicas en el 

modelo de anorexia por deshidratación y el papel de las enzimas desyodasas y de la PPII en 

alteraciones del eje HPT en dicho modelo. 

 

VIII. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Comparar la expresión del mRNA de pro-TRH de las subdivisiones del PVN del hipotálamo 

como indicador de la participación de las neuronas TRHérgicas en la conducta alimentaria 

diferencial entre grupos con balance negativo de energía. 

2. Identificar la naturaleza hipofisiotrópica de las neuronas de TRH activadas en los grupos 

con anorexia vs. restricción alimentaria. 

3. Determinar la participación del transportador MCT-8 en las alteraciones de la expresión de 

TRH en subdivisiones del PVN en el modelo animal de anorexia. 

4. Identificar los cambios en la expresión y actividad de las enzimas D2 y PPII del MBH como 

responsables de la expresión diferencial de TRH del PVN y en la concentración sérica de 

TSH, respectivamente, entre grupos experimentales.  

5. Describir la participación de D1 y D2 en adenohipófisis en las alteraciones de la 

concentración de TSH en AN. 

6. Evaluar la existencia de discrepancias entre la concentración sérica de T3 y el contenido de 

esta hormona en tejidos periféricos mediante alteraciones de la actividad de desyodasas.  
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IX. MATERIAL Y MÉTODOS  

 

Animales  

Ratas macho adultos (200-280g) de la cepa Wistar del bioterio del Instituto Nacional de 

Psiquiatría, se mantuvieron en cajas individuales para registrar su consumo de alimento y agua, 

bajo condiciones controladas de 12 h de luz-oscuridad (7:00-19:00 hr) y a una temperatura de 

25°C. Se permitió que los animales se adaptaran a las condiciones experimentales durante una 

semana antes de iniciar el experimento, durante este período tuvieron acceso ilimitado a alimento 

(Rodent Diet 5001 Lab Diet®; Brentwood, MO, USA) y agua; al final de esta semana fueron 

pesados para homogeneizar los grupos con el fin de que iniciaran el experimento con un mismo 

peso promedio. 

 

Experimentos 1-4. (Para cubrir los objetivos 1, 3 y 4) 

Se utilizaron 24 ratas macho de la cepa Wistar, los cuales fueron divididos en los siguientes 

grupos: 

1. Control (n=8): con acceso ad libitum a alimento y agua. 

2. Anorexia por deshidratación (AN) (n=8): con acceso ad libitum a alimento y a una 

solución salina al 2.5% NaCl (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) como bebida (143). 

3. Restricción alimentaria forzada (RAF) (n=8): con acceso ad libitum a agua; diariamente 

el alimento fue ofrecido en la misma cantidad consumida por el grupo AN el día anterior.  

Diariamente se cuantificó el consumo de alimento y líquido; así como el registro de peso de los 

animales. Debido a que en estudios previos se reportaron cambios en la expresión de TRH en el 

PVN a los 7 días de experimentación, todos los experimentos tuvieron dicha duración. Los 

animales fueron sacrificados por decapitación entre las 10:00 AM-12:00 PM. 

Se colectó la sangre de cada rata para la obtención del suero. Los cerebros fueron removidos 

inmediatamente después de la decapitación, congelados en hielo seco y almacenados a -70 °C. 
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Hibridación in situ con cRNA de D2, pro-TRH y con oligos del mRNA de PPII, D3 y MCT-8 

Se permitió que los cerebros congelados se aclimataran a -20°C en el criostato. Se cortaron 

rebanadas coronales de 14 m y se montaron en portaobjetos Superfrost/Plus, Fisherbrand 

(Fisher Scientific, Pittsburgh PA). Las secciones cerebrales fueron recolectadas iniciando en el 

PVN y siguiendo a lo largo de la extensión del ARC, montando 3 rebanadas por lámina. Los cortes 

fueron almacenados a -70 °C hasta su hibridación. 

Las primeras rebanadas correspondieron al PVN anterior (PVNa: -1.1 a -1.5 mm del bregma), el 

siguiente grupo al PVN medio (PVNm: -1.5 a -2.0 mm del bregma), las últimas rebanadas 

correspondieron al PVN medio caudal (PVNc: -2.0 a -2.4 mm del bregma) y al MBH (-2.0 a -3.2 

mm del bregma). 

Fijación de tejidos 

Las láminas se secaron completamente con aire frío. Fueron sumergidas 20 min en 

paraformaldehído al 4% en PBS 1X a 4°C. Posteriormente sumergidas 5min en PBS 3X, 2 veces 

por 5 min en PBS 1X, 2 min en pronasa (24 U/ml de pronasa en buffer Tris-HCl 50 mM pH 7.5 

más EDTA 5 mM), 30 seg. en glicina (2 mg/ml glicina en PBS 1X), 2 veces 30 seg. en PBS 1X; 2 

min. en etanol 70% y 2 min. en etanol 100%. Las láminas se dejaron secar antes de hibridar. 

Hibridación in situ (ISH) sencilla 

Se utilizaron sondas de cRNA marcadas con [35S]-rUTP complementarias a la región codificante 

completa del gen de D2 [NM_031720.3] y pro-TRH [NM_013046.2]. Para la ISH de PPII se usó 

una mezcla de 2 oligonucleótidos 

(5´GAGCAGTACGGCCAGCATGGTGACAGCCAGCAGTGCCACGATGGACACGG3´ hibrida con 

los nucleótidos 207-256 y 

5´TCAGCACCACCACCAAGACCTGCGTTTGTGGGTAGAGGAAAAAGCCTGCT3´ dirigido contra 

los nucleótidos 690-739 del cDNA de la PPII de rata [NM_001108991.1]) marcados con dATP-35S. 

Para la ISH de D3 [NM_017210.3] se utilizó una mezcla de 2 oligonucleótidos (dirigidos contra los 

nucleótidos 68-117 5’-

AACAGCACGAGGCACGAGGCGGTCTGGGCGCAGAGCCTCAGAGAGTGAAG-3’ y dirigido 

contra los nucleótidos 603-652  5’-

GCTGACACGGTCCTCCAAGCTGCGGTGCTGTGGGATGACGTAGGGTGAAT-3’) marcados con 

dATP-35S dirigidos contra su mRNA. Todas las sondas fueron purificadas en microcolumnas G50 

(GE Healthcare Life sciences, Buckinghamshire, UK). Las sondas purificadas se calentaron a 65 
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°C por 5 min. con tRNA de levadura, 50 M de DTT en agua, antes de ser diluida a una actividad 

de 5.0 x 107 dpm/ml con buffer de hibridación (50 % formamida, 0.25 M NaCl, solución Denhardt’s 

1X y dextrán sulfato al 10%). Se añadieron 60 l de esta mezcla a cada lámina (previamente 

fijadas) y se incubaron en una cámara húmeda a 42°C por toda la noche. Después de la 

hibridación, las láminas hibridadas con las sondas de cRNA, se lavaron 4 veces (10 min cada vez) 

con SSC 4X antes de la digestión con RNAsa (20g/ml por 30 min A 37°C), enjuagadas a 

temperatura ambiente en concentraciones decrecientes de SSC que contenía DTT 1mM hasta 

llegar a una concentración final astringente de SSC 0.1X a 65°C por 30 min. Las láminas 

marcadas con oligos dATP-35S, se lavaron 4 veces por 45 min con buffer de lavado (NaCl 0.6 M, 

Tris-HCl 10 mM pH 7.5) en un baño maría a 60°C. 

Después de la deshidratación con concentraciones crecientes de alcohol, las láminas fueron 

sumergidas en una emulsión Kodak NTB-2 (Eastman Kodak, Rochester, NY) diluida 1:1 con agua 

destilada. Los autorradiogramas fueron revelados después de 2 (D2), 3 (TRH) ó 9 (D3, PPII)  

semanas de exposición a 4°C.  

Hibridación in situ doble (ISHd) 

Se realizó una ISHd para observar la colocalización de los mRNA de TRH y del transportador de 

HT, MCT-8, en neuronas de las diferentes subdivisiones del PVN de ratas control y AN (n=4 por 

grupo). El procedimiento fue similar al usado en la ISH sencilla, se usaron 3 oligos dirigidos contra 

el mRNA de MCT-8 [NM_147216.1] y marcados con dATP [-33P] (10 mCi/ml). Las secuencias de 

45 oligonucleótidos utilizados fueron las siguientes: 5’-GTA GCA TGG AGT AGA GGA TAC CAA 

CAG AGT TAT GGA TGC CGA AGA-3’ hibridando con los nucleótidos de 359 al 403, 5’-GAG 

CAG CGT AAG AAC AAA CAT GAA GGT ACT CAG CAC CTG GAA GGT-3’ hibridando con los 

nucleótidos de 802 al 846 y 5’-AAG TAG AAG GCC ACA TGG TAG TTA CCA AAG CAG TTT 

CGG AGG AGG-3’ hibridando con los nucleótidos de 1419 al 1463. Las secuencias de TRH 

usadas fueros las siguientes: 5’-TGC CCA TGA ATA CTT GTC CTG GTT GGC ACG TCG GCC 

GGG GTG CTG-3’ hibridando con los nucleótidos de 407 al 451, 5’-ATC AGA CTC CAT CCA 

GGG GAA GGA TCG CCT GCC AGG GTG CTG CCG-3’ hibridando con los nucleótidos de 568 al 

612; 5’-AGG GTG AAG ATC AAA GCC AGA GCC AGC AGC AAC CAA GGT CCC GGC-3’ 

hibridando con los nucleótidos de 85 al 129, en este caso los oligonucleótidos fueron marcados 

con digoxigenina-11-dUTP (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) conforme a lo reportado 

previamente (169). En la hibridación, conforme a lo reportado con anterioridad (170), se utilizaron 

100 pmol de oligonucleótidos marcados por ml de cocktail de hibridación de una mezcla de las 3 
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distintas sondas. Después de los lavados (0.6 m NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7.5), los portaobjetos 

fueron sumergidos en una solución amortiguadora de 0.1M Tris-HCl pH 7.5, 1M NaCl, 1mM MgCl2 

y 0.5% BSA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) y para la detección de las sondas marcadas con 

digoxigenina se incubaron toda la noche a 4°C con 1:5000 anti-Dig AP, Fab fragments (Roche 

Diagnostics GMBH, Mannheim). Posteriormente, para el revelado de la fosfatasa alcalina los 

portaobjetos se incubaron con cloruro de nitroazul de tetrazolio (NBT, 100 mg/ml, Roche 

Diagnostics GMBH, Mannheim), 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP, 50 mg/ml, Roche 

Diagnostics GMBH, Mannheim) y levamisol hidrocloridro (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). 

Después de lavar las láminas (Tris-HCl 0.1 M pH 9.5, NaCl 0.1 M, MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM), 

éstas se expusieron a un film por 3 días a -80 °C. Finalmente los portaobjetos fueron 

emulsionados con emulsión para autorradiografía Ilford K5 (Polysciences Inc., Warrington PA) y 

revelados después de 6 semanas de exposición a 4 °C. 

Análisis de imágenes 

Los autoradiogramas de las ISH sencillas se visualizaron con un microscopio óptico Olympus BH-

2 (New York Microscope Company Inc., Hicksville, NY) en condiciones de iluminación de campo 

claro y/o campo oscuro, utilizando una videocámara Evolution MP Media Cybernetics (Media 

Cybernetics Inc., Bethesda, MD). Las imágenes se capturaron con un objetivo 4X ó 40X y se 

analizaron por computadora con la ayuda del software Image-Pro Plus 7.0 (Media Cybernetics 

Inc., Bethesda, MD). Al valor de densidad óptica integrada (OD) de la señal obtenida del PVN 

(TRH) o MBH (PPII y D2) se le sustrajo el valor de OD de ruido de fondo; la señal se cuantificó en 

6 secciones rostro-caudales de cada animal. Para el análisis de la ISH doble (MCT-8 y TRH) las 

imágenes fueron capturadas con el microscopio estereológico Olympus BX51 (Olympus America 

Inc. NY) a una magnificación  40X, utilizando una videocámara Olympus DP71 y analizadas con el 

software Vsiopharm Integrator System versión 3.2.4.0 (Visiopharm, Hoersholm, Denmark). Se 

cuantificaron las células positivas para el mRNA de TRH (marcadas con digoxigenina) y se 

cuantificó el % de colocalización con la expresión del mRNA de MCT-8 (señal radiactiva). Se 

analizaron 2 niveles con 3 cortes cada uno, por rata. 

 

 

 

 



Material y métodos 

 
 

 

33 

Experimento 5 (Para cubrir el objetivo 2) 

Se utilizaron 9 ratas macho de la cepa Wistar, los cuales fueron sometidos a las mismas 

condiciones experimentales del experimento 1, se formaron los mismos grupos experimentales (C, 

AN y RAF, n=3). El primer día del experimento los animales recibieron una inyección i.p. de 

Fluorogold, marcador transportado de manera retrógrada (Fluorochrome LLC, Denver, CO), a una 

concentración de 15 mg/Kg de peso corporal en solución NaCl al 0.9% (2.5 ml). Debido a que la 

EM se encuentra fuera de la BHE, se espera que los axones que llegan a la zona externa de ésta 

concentren el Fluorogold que se encuentra circulando en la sangre periférica y después éste sea 

transportado a las células de origen (171). 

Identificación de las neuronas TRHérgicas no-hipofisiotrópicas del PVN 

Los cerebros de ratas inyectadas con Fluorogold fueron extraídos y rebanados en un criostato con 

luz tenue, se obtuvieron las subdivisiones anterior, medial y caudal del PVN como se describió 

anteriormente. Los oligonucleótidos utilizados fueron los complementarios a las siguientes 

secuencias del gen de TRH [NM_013046.2]: 105-149, 27-471, 556-603 y se marcaron con 

terminal deoxinucleotidilitansferasa (Roche Diagnosis GMBH, Mannheim) y digoxigenina-11-UTP 

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) como se ha descrito previamente (169). En la hibridación, 

conforme a lo reportado con anterioridad (170), se utilizaron 2 pmol de oligonucleótidos marcados 

por ml de cocktail de hibridación de una mezcla de 3 distintas sondas. Después de los lavados, los 

portaobjetos fueron sumergidos en una solución amortiguadora de 0.1 M Tris-HCl pH 7.5, 1M 

NaCl, 1 mM MgCl2 y 0.5% BSA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) e incubados toda la noche a 

4°C con anti-digoxigenina fragmentos F(ab) conjugados con rodamina (1/200; Roche Diagnostics 

GMBH, Mannheim). Posteriormente, los portaobjetos se sumergieron en la misma solución 

amortiguadora (sin anticuerpo), una vez en PBS 1X durante 10 min y montadas con glicerol al 

50% en PBS 1X.  

Análisis de imágenes 

La señal de Fluorogold en los cortes cerebrales se visualizó con un microscopio de fluorescencia 

(Olympus BX51, Olympus America Inc. NY) a una magnificación 40X, utilizando un filtro U-MWU2 

(excitación 330-385, emisión 420 nm). Las neuronas hipofisiotrópicas positivas correspondieron a 

aquellas células coloreadas en azul. Las neuronas TRHérgicas del PVN fueron identificadas 

usando un filtro U-MNG2 (excitación 530-550 nm, emisión 590 nm); las neuronas positivas se 

colorearon de rojo. Las imágenes se capturaron con los objetivos 10 y 40X, y analizaron por 
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computadora utilizando el software Image-Pro Plus 7.0 (Media Cybernetics Inc., Bethesda, MD). 

Los valores de OD de las células marcadas con rodamina (menos el ruido de fondo) fueron 

medidas en seis secciones del PVNa de cada animal; la media de los seis valores de OD se tomó 

como n=1 (total n=3/grupo). Cabe destacar que para el análisis se descartaron aquellas secciones 

del PVNa que mostraron marcaje de Fluorogold, las cuales correspondían a la interfase entre las 

subdivisiones anterior y medial del PVN; también se excluyó del análisis, la zona periventricular 

del PVNa la cual contiene algunas neuronas hipofisiotrópicas. 

 

Experimento 6. (Para cubrir los objetivos 4, 5 y 6).  

Se utilizaron 44 ratas macho de la cepa Wistar, los cuales fueron sometidos a las mismas 

condiciones del experimento 1, se formaron los mismos grupos experimentales (C [n=14], AN y 

RAF [n=15]). 

Se colectó la sangre de cada rata para la obtención del suero y posterior medición de HT y TSH. 

Se extrajeron los cerebros y las adenohipófisis (AP), se almacenaron a -70°C. Se disecaron el 

MBH (H 8.2 a 9.8 mm; L -1.0 a 1.0 mm) y el PVN (H 7.2 a 8.2 mm; L -0.5 a 0.5 mm), con un 

sacabocados de 1mm de diámetro, conforme a lo reportado (146) utilizando un atlas de cerebro 

de rata (172). Se obtuvo el hígado, músculo y BAT para medición de la actividad de las 

desyodasas. En el MBH y AP se determinó la actividad enzimática de la D2 por medio del ensayo 

de liberación de radioyodo y con otro lote de ratas se analizó la actividad de la PPII en el MBH por 

el método flurométrico. En el PVN se analizó la expresión de AVP por RT-PCR. 

 

Extracción de RNA y semicuantificación por RT-PCR 

Se comparó el nivel de expresión del mRNA de AVP en el PVN de animales AN vs. RAF, 

inicialmente, extrayendo RNA y semi-cuantificando por RT-PCR.  

Las muestras de PVN se homogeneizaron en una solución 4 M de tiocianato de guanidina (ICN, 

Aurora, Ohio) y se extrajo el RNA como lo reportado previamente (173). La integridad de todas las 

muestras se verificó por electroforesis cuantificando la relación 28S/18S. Los niveles del mRNA de 

AVP fueron semicuantificados por RT-PCR; ciclofilina y gliceraldehído-3P deshidrogenada (G3-

PDH) fueron utilizados como controles internos de la transcripción al ser genes cuya expresión es 

constitutiva. El cDNA se preparó de 1.5 µg de RNA, oligo dT y oligonucleótidos específicos 

sintetizados en el Instituto de Biotecnología, UNAM. El número de ciclos fue optimizado para cada 
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oligo, utilizando 25 pmol de AVP (sentido: 5´-CACCTCTGCCTGCTACTTCC -3´, antisentido: 5´-

GGGCAGGTAGTTCTCCTCCT -3´) y 50 pmol de ciclofilina (sentido: 5´-

GGGGAGAAAGGATTTGGCTA-3´, antisentido: 5´-ACATGCTTGCCATCCAGCC-3´) y G3-PDH 

(sentido: 5´-CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC-3´,            antisentido: 5´-

TGAAGGTCGGTGTCAACGGATTTGGC -3´). 

Se agregaron 0.5 µl de Taq DNA polimerasa (5 U/µl). Los productos de PCR fueron separados por 

electroforesis en un gel de agarosa al 2% (Ultra-pure Bio-Rad, Hercules CA), teñido con bromuro 

de etidio (1 mg/L) y la densidad fue medida con un Fluor-S MultiImager. Las cantidades relativas 

del cDNA de AVP se calcularon mediante la relación con el cDNA de ciclofilina y G3-PDH.  

 

Análisis hormonales 

Radioinmunoensayo de T3  

La determinación de la concentración de T3 en suero se realizó con un kit comercial (Kit de 

radioinmunoensayo 125I de fase sólida Coat-A-Count Total T3 DPC:TKT31, Los Angeles CA) 

diseñado para la determinación cuantitativa de triyodotironina total circulante. Todos los 

componentes se llevaron a temperatura ambiente antes de su uso. 

Se marcaron cuatro tubos de polipropileno de 17x75 mm: tubos T = cuentas totales y NSB = unión 

no específica, por duplicado. Se realizó una curva de calibración por duplicado con 

concentraciones crecientes desde 0 hasta 600 ng/dl utilizando 12 tubos recubiertos con 

anticuerpo, marcados con A (unión máxima) y con B a F (para el resto de los calibradores). Se 

marcaron tubos recubiertos adicionales, también en duplicado, para las muestras del suero de 

rata. Se agregaron, directamente en el fondo del tubo, 100 µl del calibrador cero A en los tubos 

NSB y A, y 100 µl de cada uno de los calibradores restantes y suero de las ratas en los tubos 

preparados para tal efecto. Se agregó 1.0 ml de I125 T3 Total a todos los tubos, los cuales se 

agitaron breve y suavemente en el vórtex. Los tubos T se reservaron aparte para su conteo. Los 

demás tubos (excepto los tubos T) se incubaron durante 2 horas a 37°C en baño maría. Se 

decantaron completamente, aspirando su contenido (excepto los tubos T). Se contaron durante 1 

minuto en el contador gamma (LKB 1275 Minigamma). 

Cálculo de resultados 

Se obtuvieron los resultados de la curva de calibración y de las muestras en términos de 

concentración en pg/l utilizando el software “Enri” de transformación matemática a través de una 
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regresión logit-log de la curva de calibración. Los valores de T3 en suero se expresan en ng/dl. El 

límite de detección es de 7 ng/dl; variabilidad interensayo: 10%; variabilidad intraensayo: 6%. 

Radioinmunoensayo de T4 

La cuantificación de la concentración sérica de T4 se realizó con un kit comercial (Kit de 

radioinmunoensayo 125I de fase sólida Coat-A-Count Total T4 DPC TKT41, Los Angeles CA) 

diseñado para la medición cuantitativa de la tiroxina circulante total en suero.  

Todos los componentes se llevaron a temperatura ambiente antes de su uso. Se prepararon tubos 

de polipropileno de 17x75 mm: tubos T (cuentas totales) y NSB (unión no específica) por 

duplicado. Se realizó una curva de calibración por duplicado con concentraciones crecientes 

desde 0 hasta 24 ng/dl utilizando 12 tubos recubiertos con anticuerpo anti-T4 Total, marcados con 

A (unión máxima) y con B a F (para el resto de los calibradores). Se marcaron tubos recubiertos 

adicionales, también en duplicado para las muestras del suero de rata. Se pipetearon, 

directamente en el fondo del tubo, 25 µl del calibrador cero A en los tubos NSB y A, y 25 µl de 

cada uno de los calibradores restantes y suero de las ratas en los tubos preparados para tal 

efecto. Se agregó 1.0 ml de T4 Total 125I a todos los tubos y se mezclaron en el vórtex. Los tubos T 

se reservaron aparte para su conteo. Los demás tubos (excepto los tubos T) se incubaron durante 

60 min. a 37 °C en baño maría. Posteriormente los tubos se decantaron completamente, 

aspirando su contenido (excepto los tubos T). Se contaron durante 1 minuto en el contador 

gamma (LKB 1275 Minigamma). 

Cálculo de resultados 

Se obtuvieron los resultados de la curva de calibración y de las muestras en términos de 

concentración en pg/l utilizando el software “Enri” de transformación matemática a través de una 

regresión logit-log de la curva de calibración. Los valores de T4 en suero se expresan en g/dl. El 

límite de detección es de 0.25 μg/dl; variabilidad interensayo: 10%; variabilidad intraensayo: 7%. 

 

Radioinmunoensayo de TSH   

Se utilizaron TSH de rata y anti-TSH de conejo. Se preparó la curva estándar por triplicado con 

50, 100, 250, 500, 1000, 2000, y 4000 pg de TSH en 200 µl de buffer RIA (50 mM, pH 7.4, BSA 

grado RIA al 0.25%, 150 mM de NaCl, 50 mM EDTA). Se prepararon por duplicado tubos con 

suero de rata control (eutiroidea) con 10, 20, 50 y 100pg de TSH en 200 µl de buffer RIA y 100 l 

de anticuerpo contra TSH (dilución 1:370 000 en buffer RIA). Se incluyeron por duplicado tubos 
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con suero de ratas mantenidas una hora a 4°C con 10, 20, 50 y 100 pg de TSH en 200 µl de 

buffer RIA. En tubos de vidrio de 17 x 75 mm se colocaron por duplicado 50 µl de cada muestra y 

se completaron a 200 µl con buffer RIA. 

A cada tubo (excepto unión específica y totales) se le agregó 100 µl de anti-TSH de conejo y 100 

µl de 125I–TSH (7000 cpm/tubo) y se mezclaron con el vórtex. Se incubaron durante 24 horas a 

temperatura ambiente en la oscuridad. Se agregaron 100 µl de anti-IgG de conejo, producido en 

cabra (dilución 1:240) y 100 µl de suero normal de conejo (dilución 1:300). Se mezclaron e 

incubaron a temperatura ambiente durante 24 horas. Se agregó a cada tubo 1 ml de 

polietilenglicol (0.04g de PEG/ml buffer RIA) y se mezclaron con el vórtex. Se centrifugaron a 5000 

cpm durante 30 min. a 4°C. Se aspiró el sobrenadante y se contó el residuo en un contador 

gamma (LKB 1275 Minigamma). 

Cálculo de resultados 

Se obtuvieron los resultados de las curvas estándar o de calibración y de las muestras, en 

términos de concentración en pg/l utilizando el software “Enri” de transformación matemática a 

través de una regresión logit-log de la curva estándar o de calibración. Los valores de TSH se 

expresan en ng/ml. El límite de detección es de 5 pg; variabilidad interensayo: 13%; variabilidad 

intraensayo: 6%. 

 

ELISA de vasopresina  

La AVP se determinó con un kit comercial de ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

(ELISA, Enzo Life Sciences, Miami FL), utilizando 100 l de suero. El ensayo se realizó siguiendo 

las instrucciones del fabricante. La placa del ensayo se encontraba recubierta con un anticuerpo 

de cabra específico para IgG de conejo. Se agregaron 100 l del buffer de ensayo (solución salina 

de tris) a los pozos NSB y B0; se realizó una curva estándar con concentraciones de 4.1 a 1000 

pg/ml y se agregaron 100 l de ésta y de las muestras en los pozos correspondientes. Se 

agregaron 50 l de la solución de fosfatasa alcalina conjugada con vasopresina (excepto al blanco 

y actividad total [TA]) y 50 l del anticuerpo policlonal de conejo contra la vasopresina a todos los 

pozos (excepto al blanco, CT y NSB). Se selló la placa y se incubó por 24 hr a 4°C. Después de 

decantar el contenido de los pozos, se realizaron 3 lavados con la solución de lavado (solución 

salina con tris y detergentes). Se decantaron los pozos y se añadieron 5 l de la solución de 

fosfatasa alcalina conjugada con vasopresina a los pozos TA. Se añadieron 200 l del sustrato 
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pNpp en cada pozo y se incubó la placa por una hora a 37°C. Después de agregar 50 l de la 

solución de Stop (fosfato trisódico en agua), se procedió a leer la densidad óptica de la placa a 

405 nm en un lector de placas de ELISA (Biotek ELx800, Winooski VT). Los resultados se 

expresan en pg/ml. El límite de detección es de 3.39 pg/ml. 

 

Análisis de actividad enzimática 

Método de liberación de radioyodo para determinación de la actividad de desyodasas 

Todos los ensayos se realizaron por duplicado y con un volumen final de 100-150 l. La 

determinación consiste en la liberación de radioyodo del sustrato 125I-3,3’,5’-triyodo-L-tironina 

(actividad específica, 750-1250 Ci/g; Perkin Elmer Life Sciences, Boston MA). Los tejidos 

(hígado, músculo, BAT, adenohipófisis y EM) fueron homogeneizados con un Polytron (hígado, 

músculo, BAT) o manualmente (adenohipófisis y EM) en amortiguador HEPES (10 mM, pH 7.5) 

adicionado con sacarosa (0.32 M) y EDTA (1 mM) a una concentración de 10% p/v. Se 

centrifugaron a 2500 rpm por 20 min. a 4°C. Los sobrenadantes se almacenaron a -70°C hasta el 

ensayo. 

La mezcla radioactiva contiene tanto al sustrato marcado (125I-rT3), como al cofactor (DTT, 5 mM). 

Ambos se diluyeron en amortiguador HEPES (pH 7.5). En los ensayos de la actividad de D2 de 

adenohipófisis, se añadió PTU para inactivar a la D1. Las muestras, totales y daños (controles que 

revelan la cantidad de 125I que se encuentra libre del sustrato, sin intervención enzimática) se 

incubaron de 1 a 3 horas a 37°C. La reacción se detuvo agregando una solución de suero normal 

bovino (50%) y PTU (1.0 mM). Posteriormente se adicionó ácido tricloroacético frío (TCA, 10%) 

para precipitar proteínas. 

Las muestras problema y el daño se centrifugaron a 12,000 rpm durante 3 minutos. El 

sobrenadante es filtrado a través de columnas de intercambio catiónico (Dowex W-50X2), 

previamente equilibradas con ácido acético al 10%. Las muestras se eluyeron con 2 ml de ácido 

acético (10%); el eluido se colectó en tubos de polipropileno de 12 x 75 mm y la radiación emitida 

se cuantificó en un contador de emisiones gamma. 

El resultado proporcionado por el contador está dado en cuentas por minuto (cpm) y a partir de 

éstas se calculó el cociente de desyodación (CD): 
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CD= cpmmuestra-cpmdaño 

cpmtotales 

Posteriormente se calculó la actividad específica de la enzima (V), y se reportó como fmol ó pmol 

de 125I liberado/mg proteína/tiempo de incubación: 

V= CD x 2 x 1.25 x [hormona] 

mg proteína/hora 

La proteína se determinó por el método de Bradford (174). 

 

Método flurométrico para determinación de la actividad de la PPII 

Cada MBH se sonicó en 180 l de buffer de fosfatos 50 mM pH 7.4. Se tomaron 30 l del 

homogenado para determinación de proteínas por el método de Bradford (174) y 70 l para el 

ensayo flurométrico. Se preparó la siguiente mezcla de reacción por duplicado: 70 l del 

homogenado, 50 l de los inhibidores bacitracina y N-etilmaleimida (BAC-NEM; 1 mM cada uno), 

20 l de dipeptidil amino peptidasa IV (DAP IV; 17 g/l) (elimina la β-naftilamida [βNA] después 

de la acción degradativa de la PPII sobre el enlace piroglutamil-histidil de TRH-βNA) y 100 l del 

buffer de fosfatos. Esta mezcla se incubó en baño maría por 5 min. a 37ºC, posteriormente se 

adicionaron 10 l del sustrato fluorogénico TRH-βNA (considerado como tiempo cero). De esta 

mezcla se tomaron 50 l por duplicado y se añadieron a tubos que previamente contenían 50 l 

metanol absoluto para detener la reacción enzimática, lo anterior se realizó en los tiempos 0, 90, 

150 y 210 min posteriores a la adición del sustrato. Las muestras se completaron a 400 l con 

metanol al 50% a 4ºC (metanol 100% + buffer de fosfatos 50 mM pH 7.4, 1:1). Se centrifugaron a 

10,000 rpm durante 15 min. a 4°C. Simultáneamente se preparó la curva estándar con un volumen 

de βNA (0.001 g/l) de 0, 1.79, 3.58, 7.16, 14.32, 28.64, 57.28, 114.56, 143.20 l. 

Posteriormente se completaron estos volúmenes a 400 l con metanol al 50%. La lectura de las 

muestras se realizó en un espectrofotómetro (Perkin-Elmer LS 50 Luminescence Spectrometer) a 

una longitud de onda de emisión de 410 nm a 20 “slit” y una excitación de 335 nm a 15 “slit”. La 

actividad de la enzima fue lineal con respecto al tiempo, se obtuvo la pendiente de cada muestra 

(unidades de fluorescencia vs. tiempo) y los valores se ajustaron al contenido de proteína en las 

membranas para obtener la actividad específica de la enzima (175). 
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Análisis de resultados 

Se calculó la media y el error estándar de la media (ESM) para todos los datos. Se utilizó, para 

comparaciones entre grupos, un análisis de varianza de una o dos vías (ANOVA) y la prueba post-

hoc de Fisher considerándose una diferencia significativa cuando la p<0.05 (software Stat View, 

SAS Institute).  
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X. RESULTADOS 

 

Los resultados de peso y consumo de alimentos pertenecen a un experimento representativo, ya 

que en todos los estudios el comportamiento de estas variables fue similar. 

 
Consumo de alimento  

Durante los 7 días de experimento, al grupo RAF se le ofreció la misma cantidad de alimento 

consumido por el grupo AN, alimento que ingerían inmediatamente después de que se les 

colocaba en su jaula. La ingestión de alimento del grupo AN disminuyó significativamente desde el 

día 1 del experimento, representando el 55.4 ± 3.5 % del consumo del grupo control: 100 ± 5 % 

(22 ± 1.1g); su alimentación alcanzó un mínimo al día 4 (5 ± 1.6 %) y, finalmente al día 7 

consumieron el 21 ± 2.8 % del consumo control: 100 ± 12 % (22 ± 2.6g). Un ANOVA de 2 vías 

mostró un efecto significativo del tiempo, F(7,1344)= 485, p<0.0001; grupos F(2,1344)= 4143.6, 

p<0.0001 y una interacción entre ambas variables, F(14,1344)= 119.156, p<0.0001 (Fig. 9). 

 

Fig. 9. Registro diario del consumo de alimento. Valores expresados en gramos (media±EEM). Control n=8, RAF n=8, 
AN n=8. Los datos fueron analizados por ANOVA de dos y una vía seguido de la prueba post-hoc de Fisher para 
comparar diferencias entre grupos. *p<0.01 vs RAF vs C **p<0.01 AN vs C. Las tendencias de consumo de alimento de 
los grupos RAF y AN están superpuestas debido a que el grupo RAF fue pareado al consumo del grupo AN. 
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Peso 

Desde el primer día del experimento, las ratas AN presentaron un peso significativamente menor 

vs. el grupo control (91 ± 1.7 % vs. 100 ± 2.6 %: 271.8 ± 7.2g). La reducción de peso del grupo 

RAF fue significativa vs. el control, hasta el día 2 del experimento (89.8 ± 1.7 % vs 100 ± 2.6 %: 

273.8 ± 7.2g). A pesar de que ambos grupos experimentales consumieron la misma cantidad de 

alimento, el peso de las ratas AN fue menor significativamente vs. el de RAF desde el día 

experimental 3. Para el día 7, los grupos RAF y AN disminuyeron de peso hasta llegar a 76.4 ± 2.3 

% y 62.7 ± 1.1 % respectivamente vs. C: 100 ± 5 % (296.9 ± 15 g). Un ANOVA de 2 vías mostró 

un efecto significativo del tiempo, F(7,1355)= 94.06, p<0.0001; grupos F(2,1355)= 458.4, p<0.0001 y 

una interacción entre ambas variables, F(14,1355)= 24.5, p<0.0001 (Fig. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10. Registro diario del peso corporal. Valores expresados en gramos (media±EEM). Dias 0-3: Control n=12, RAF 
n=15, AN n=15; dias 4-5 Control n=8, RAF n=10, AN n=; dias 6-7 Control n=4, RAF n=5, AN n=5. Los datos fueron 
analizados por ANOVA de una vía seguido de la prueba post-hoc de Fisher para comparar diferencias entre grupos. 
*p<0.01 vs. RAF vs. C, **p<0.01 AN vs. C, ***p<0.05 AN vs. RAF. 

 

Eje tiroideo 

Se analizaron los cambios de la concentración de TSH, T4 y T3 en suero de animales sacrificados 

al día 7 de experimentación. Conforme a lo reportado previamente (146), encontramos una 

disminución del 30 % (69  8.5 %) en TSH de animales RAF al compararlos con el grupo control 

(100  11 %, 1.4  0.13 ng/ml, t de Student p<0.05); en contraste, se encontró un aumento de casi 

el doble en los niveles de TSH en animales AN vs. el control (206  50 %). 

0

50

100

150

200

250

300

350

0 1 2 3 4 5 6 7

Días

g

Control RAF AN

*

*****
*

**

**
********

***

***

******
***



Resultados 

 
 

 

43 

El contenido de T4 disminuyó en ambos grupos experimentales (RAF: 66  3 % y AN: 50  5 % de 

los valores control 100  4 %: 5.4  0.3 g/dl), sin embargo, la reducción fue más pronunciada en 

el grupo AN al compararlo con animales RAF (F(2,77)= 34, p<0.0001). 

Finalmente, la concentración de T3 se encontró reducida hasta 70  3% y a 60  5 % en animales 

RAF y AN, respectivamente, cuando se compararon con el grupo control (100  4 %: 59  1.6 

nd/dl, F(2,21)= 5.57, p<0.0001) (Fig. 11). 

 

 

Fig. 11. Concentración sérica de TSH, T3 y T4 en ratas sometidas a RAF y AN. Valores expresados en % de diferencia 

vs. control (media±EEM). (Control: TSH= 2.13±0.2 ng/ml; T3= 57.27±3.9 ng/dl y T4= 5.94±0.4 g/dl). Control n=14, RAF 
n=15, AN n=15. Los datos fueron analizados por ANOVA de una vía seguido de la prueba post-hoc de Fisher para 
comparar diferencias entre grupos. *p<0.05 vs C, **p<0.05 vs. RAF. 

 

Actividad de desyodasas periféricas 

En el tejido hepático, la actividad de D1 disminuyó a 61  9 % y 71  7 % en RAF y AN 

respectivamente, al compararlos con el grupo control (100  9 %, F(2,38)= 5.8, p<0.01). La actividad 

5’D en músculo incrementó en animales AN (117  17 %) al compararlos con RAF, mientras que 

una disminución a 34  8 % se observó en este grupo vs. animales control (100  17 %, F(2,24) = 

4.9, p<0.05). La actividad de D2 del BAT incrementó más del doble tanto en animales RAF (214.1 

 39.8 %) como en AN (266  54 %) vs. controles (100  21 %, F(2,33) = 4.48, p<0.05).  

La actividad de la D1 adenohipofisiaria del grupo AN incrementó al doble (205  25 %) al 

compararla con los valores del grupo control (100  9 %), en contraste, los animales RAF 

presentaron una disminución hasta un 44  6 % vs. controles. Las diferencias resultaron también 
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significativas entre grupos experimentales (F(2,37)= 20.1, p<0.0001). Cambios similares se 

observaron en la actividad de la D2: hubo un incremento a 161  23 % en animales AN y una 

reducción a 52  6 % en el grupo RAF vs. controles. Las diferencias fueron de igual manera 

significativas entre grupos experimentales (F(2,48)= 10.5, p<0.001) (Tabla 2). 

 

  Hígado 
 

Músculo 
 

BAT 
 

Adenohipófisis 
 

  D1  
(pmol 

125
I/mg 

proteina/h) 

D2 
(pmol 

125
I/mg 

proteina/h)

D2 
(fmol

125
I/mg 

proteina/h)

D1
(pmol 

125
I/mg 

proteina/h) 

D2
(fmol

125
I/mg 

proteina/h)

Control    1209 ± 106  53.1 ± 9.7       7.5 ± 1.6  549 ± 33  102.5 ± 17 

RAF      742 ± 107*   18 ± 4.8*    16 ± 2.9*    193 ± 45*  53 ± 6* 

AN      854 ± 88*      62 ± 9&  20.1 ± 4*  1135 ± 136*&  165 ± 23*& 
 

Tabla 2. Actividad de D1 en hígado y adenohipófisis, D2 en músculo, BAT y adenohipófisis. Los animales fueron 
sacrificados a los 7 días después de iniciado el experimento. Valores expresados como pmol*I/mg proteína 
(media±EEM). Control n=14, RAF n=15, AN n=15. Los datos fueron analizados por ANOVA de una vía seguido de la 
prueba post-hoc de Fisher. *p<0.05 vs Control &p<0.05 vs RAF. 

 

Concentración de AVP sérica y expresión en PVN 

Con la finalidad de evaluar la posibilidad de que algunos de los cambios metabólicos de ratas AN 

se debieran a los niveles de AVP, analizamos la concentración sérica y expresión en el PVN. 

La concentración sérica de AVP fue la misma entre los grupos experimentales. Valores control: 

33.5 ± 9.8; RAF: 44 ± 3.6 y AN: 32.2 ± 5.8 pg/ml (F(2,16) = 0.911, p>0.05). La expresión en PVN 

aumentó en ambos grupos experimentales vs. controles (RAF: 173  3 %; AN: 157  3 %; control: 

100  2 %, F(2,15)= 616.7, p<0.0001). 

 

Expresión del mRNA de pro-TRH en el PVN 

El análisis de la expresión de pro-TRH por ISH permitió observar las subdivisiones del PVN que 

dan cuenta del aumento observado con anterioridad por RT-PCR. Para propósitos de análisis el 

PVN se subdividió en las siguientes 3 zonas conforme a lo reportado previamente (149): anterior 

(PVNa de bregma -1.1 a -1.5 mm), medial (PVNm de bregma -1.5 a -2.0 mm) y medio caudal 

(PVNc de bregma -2.0 a 2.3 mm).  
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Los experimentos de ISH mostraron diferencias entre grupos experimentales dependiendo de la 

subdivisión del PVN analizada. En el PVNa, la expresión de TRH estuvo incrementada en los 

animales AN aproximadamente al triple (303  63 %) de los controles (100  17 %, F(2,14) =15.5, 

p<0.01) y también vs. el grupo RAF (95  19 %). Ambos grupos experimentales presentaron una 

disminución en la expresión del péptido en el PVNm alcanzando un 55  13 % y 41  14 % en 

animales RAF y AN, respectivamente, vs. controles (100  13 %, F(2,10) = 5, p<0.05). Finalmente en 

el PVNc, los niveles de mRNA de pro-TRH incrementaron en el grupo AN (159  16 %) vs. 

controles (100  18 %) y también vs. el grupo RAF (100  2 %, F(2,12) = 4.5, p<0.05) (Fig. 12 y 13). 

.    

Fig. 12. Expresión del mRNA de pro-TRH en el PVN anterior, medio y caudal; determinada por hibridación in situ. Los 
animales fueron sacrificados a los 7 días después de iniciado el experimento. Valores expresados en % de diferencia en 
la intensidad de señal vs. los controles (=100%) (media±EEM). Control n=4, RAF n=4, AN n=4. Los datos fueron 
analizados un ANOVA de una vía para comparar diferencias entre grupos. *p<0.05 vs C **<0.05 vs RAF. 
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Fig. 13. Micrografías en campo obscuro de muestras representativas del mRNA de pro-TRH en PVN. Las imágenes son 
magnificaciones de las subdivisiones del PVN anterior (1), medial (2) y caudal (3) de animales control (A), RAF (B) y AN 
(C). Tercer ventrículo (III). Escala, 200 m. 

 

Naturaleza de las neuronas TRHérgicas del PVN 

Utilizando el marcador retrógrado Fluorogold se pudo discriminar si el origen de las neuronas de 

TRH en el PVNa era hipofisiotrópico. De esta manera se comparó la expresión del péptido en 

animales AN y con la de ratas RAF y control. La expresión de TRH, visualizada en el microscopio 

de fluorescencia como señal de rodamina, aumentó a un 165  2 % en el PVNa de animales AN 

(Fig. 14C), vs. controles (100  15 %, F(2,6)= 18, p<0.01) (Fig. 14A), el incremento fue también 

significativo al compararlo con animales RAF (92  7 %, Fig. 14B). Los paneles D y E de la figura 

X son amplificaciones a 40X de la señal de rodamina (Fig. 14D), y de la falta de células marcadas 

con Fluorogold (Fig. 14E) en el PVN de ratas con anorexia. Este resultado confirma que el 

aumento en la expresión de pro-TRH que exhiben las ratas con anorexia, al compararlas con ratas 

control o RAF, se presenta en neuronas no-hipofisiotrópicas del PVNa. Para confirmar un marcaje 
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exitoso de Fluorogold, se visualizó un doble marcaje con rodamina y este trazador en células 

TRHérgicas de las subdivisiones medial (Fig. 14F) y caudal del PVN (Fig. 14G).  

  

Fig. 14. Micrografías (magnificaciones a 10X) que muestran neuronas TRHérgicas marcadas con rodamina en el PVNa 
de animales control (A), RAF (B) y AN (C), inyectados i.p. con el trazador Fluorogold. El panel (D) muestra una 
magnificación 40X con el filtro rojo de células TRHérgicas marcadas con rodamina a nivel del PVNa de animales con 
anorexia. En el panel (E) se exhibe la misma región analizada en el panel D para denotar la falta de trazador Fluorogold. 
En (F) muestra una micrografía 10X de neuronas TRHérgicas marcadas con rodamina de la subdivisión medial o caudal 
(G) del PVN. Los insertos muestran magnificaciones a 40X de células de TRHérgicas  (rojas) y aquellas marcadas con 
Fluorogold (azul). Tercer ventrículo (III). Escala en micrografías 10X: 100 m y en magnificaciones 40X: 25 m. 
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Colocalización de los mRNAs de MCT-8 y TRH en el PVN 

El análisis de la colocalización de los mRNA’s de TRH y del transportador MCT-8 en el PVN se 

ser realizó con el objetivo explicar los cambios diferenciales en la expresión de TRH de las 

subdivisiones medial y caudal (disminución y aumento, respectivamente) en el grupo AN.  

Los mRNAs de TRH y MCT-8 colocalizaron en pocas células en los tres niveles del PVN 

analizados; los porcentajes de colocalización (tomando las células positivas para TRH como el 

100%) fueron los siguientes: PVNa: 32.4±2.6%; PVNm 28.3±4.4%; PVNc: 24.8±5.2% (Fig. 15). 

Las ratas AN tuvieron un menor porcentaje de colocalización de los mRNAs estudiados 

únicamente en la subdivisión PVNc al compararlas vs. el grupo control (13.8 ± 1.3 vs. 21.4 ± 2.5 % 

de colocalización, p<0.05) (Fig. 16). 
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Fig.15. Microfotografías de las diferentes subdivisiones del PVN de ratas control que muestran colocalización de MCT-8 
(marcado con radioactividad, P33) y TRH (marcado con color, digoxigenina) por hibridación in situ doble. Paneles A,C y 
E, enfocando la señal radioactiva del mRNA de MCT-8 (precipitado de granos de plata); paneles B, D y F enfocando las 
células positivas para el mRNA de TRH (células negras). A,B: PVNa; C,D: PVNm; E,F: PVNc. Las flechas blancas 
indican células dobles (positivas para la colocalización de los mRNA’s de TRH y MCT-8). Imágenes tomadas con 
objetivo 40X. Escala: 25 μm. 
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Fig. 16. Porcentaje de colocalización de los mRNA’s de MCT-8 y TRH en las diferentes subdivisiones del PVN de ratas 
control y sometidas al modelo de anorexia por deshidratación (AN). *p<0.05 vs Control de la misma región. 

 
Actividad y expresión  de D2 en el MBH    

En el grupo RAF, al igual que en animales ayunados (118), aumentó la actividad de D2 en el MBH 

(RAF: 165  12 %; C: 100  11 %). En el grupo AN, la actividad de la enzima fue mayor (226  29 

%) a la de animales control y del grupo RAF (F(2,41) = 8.77, p<0.001) (Fig. 17A). 

De la misma manera la expresión del mRNA de D2 en MBH aumentó en ambos grupos 

experimentales, al doble en animales RAF (262  51 %) y 4 veces (402  51 %) en el grupo AN 

vs. controles (100  17 %, F(2,5) = 11.2, p<0.05) (Figs. 17B, 18). 

 

Fig. 17. A. Actividad de D2 en MBH de animales sacrificados al día 7 del experimento. Valores expresados en % de 
diferencia vs. control (=100%); media±ESM. Control n= 8; Restricción Alimentaria Forzada (RAF) n= 8; Anorexia (AN) 
n=8. *p<0.01 vs C; **p<0.01 vs RAF. B. Cuantificación de ISH del mRNA de D2 en MBH de animales sacrificados al día 
7 del experimento. Valores expresados % de diferencia vs control (=100%); media±ESM. Control n= 4; Restricción 
Alimentaria Forzada (RAF) n= 4; Anorexia (AN) n=4. 
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Fig. 18. Micrografías en campo obscuro de muestras representativas del mRNA de D2 en MBH. Las imágenes son 

magnificaciones de animales control (A), RAF (B) y AN (C). Tercer ventrículo (III). Escala, 200 m. 

 

Expresión del mRNA de D3 en el PVN 

La expresión del mRNA de D3 en el PVN incrementó en ambos grupos experimentales. En RAF el 

aumento fue de 125 % mientras que los animales AN tuvieron un incremento de 68 % al 

compararlos con el grupo control (1970  216 ua, 100  11 %). Los resultados fueron significativos 

utilizando la prueba t de Student (Fig. 19). 

 

 

 

 

 

Fig. 19. Determinación de los cambios en el 
contenido del mRNA de D3 por ISH en el PVN de 
animales control, RAF y AN sacrificados después 
de 7 días de experimentación. Valores expresados 
en % de diferencia en la intensidad de señal vs. 
los controles (=100%) (media±EEM);  *p<0.05 vs 
C usando la prueba  t  de Student. 
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Actividad y expresión de PPII en el MBH 

La actividad de PPII incrementó en el grupo AN (136  17 %) vs. RAF (82  7 %), mientras que 

este último presentó una tendencia no significativa a tener menor actividad cuando se comparó 

con el grupo control (100  10 %). El ANOVA de una vía mostró F(2,10) = 4.4, p<0.05 (Fig. 20A). 

Los cambios en la expresión del mRNA de la PPII se asemejaron a los de su actividad enzimática: 

el grupo RAF tuvo una disminución en la expresión de la enzima vs. el grupo control (48  4 % vs. 

100  12 %), mientras que los animales AN mostraron un incremento en los niveles del mRNA de 

PPII (130  22 %) vs. el grupo RAF (F(2,7) = 8.67, p<0.05) (Figs. 20B, 21).   

 

Fig. 20. A. Actividad de PPII en MBH de 
animales sacrificados al día 7 del experimento. 
Valores expresados en % de diferencia vs. 
control (=100%); media±ESM. Control n= 8; 
Restricción Alimentaria Forzada (RAF) n= 8; 
Anorexia (AN) n=8. *p<0.01 vs C; **p<0.01 vs 
RAF. B. Cuantificación de ISH del mRNA de 
PPII en MBH de animales sacrificados al día 7 
del experimento. Valores expresados % de 
diferencia vs control (=100%); media±ESM. 
Control n= 4; Restricción Alimentaria Forzada 
(RAF) n= 4; Anorexia (AN) n=4. 

 

 

 

Fig. 21. Micrografías en campo obscuro de muestras representativas del mRNA de PPII en MBH. Las imágenes son 

magnificaciones de animales control (A), RAF (B) y AN (C). Tercer ventrículo (III). Escala, 200 m. 
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Resumen de resultados 

 RAF AN 

Consumo de alimentos    _ _ _ _ _ _ 

Peso _  _ _ 

Eje tiroideo TSH _ _  +++ 

T4 _ _ _ _ _ 

T3 _ _ _ _ 

Actividad de desyodasas 
periféricas 

D1 hígado _ _ _ _ 

D2 Músculo _ _ + 

D2 BAT ++ ++ 

D1/D2 Adenohipófisis _ _ ++ 

AVP Conc. sérica sc sc 

mRNA PVN + + 

mRNA TRH PVNa sc +++ 

PVNm _ _ _ _ 

PVNc sc ++ 

D2 MBH Actividad + ++ 

mRNA ++ +++ 

mRNA D3 en PVN + + 

PPII MBH Actividad sc + 

mRNA _ _ + 

 

Tabla 3. Resumen de los resultados encontrados en el presente trabajo, los símbolos corresponden a niveles de 
magnitud relativos; (+) ó (-) aumento o disminución del parámetro analizado. Los valores sombreados en el grupo AN 
indican diferencias significativas entre los grupos experimentales. 
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XI. DISCUSIÓN 

 

Consumo de alimento y peso corporal 

La disminución de la ingestión de alimentos del grupo sometido a anorexia por deshidratación es 

una respuesta que en primer lugar, reduce la cantidad de agua que se requiere para la digestión, 

permitiendo que el agua pase del tracto gastrointestinal al resto del cuerpo y alivie algunos de los 

efectos de la hiperosmolemia; en segundo lugar disminuye la ingestión de osmolitos provenientes 

de la comida (176). 

Conforme a lo descrito con anterioridad (146,168), el peso corporal de los animales con anorexia y 

restricción alimentaria disminuyó progresivamente desde los primeros días de experimentación, 

como resultado de la baja ingestión calórica. La mayor pérdida de peso observada en el grupo AN 

parece no deberse a una menor cantidad de tejido adiposo ya que, al menos en hembras, la 

disminución de tejido adiposo blanco y pardo es similar en ambos grupos experimentales (146); 

sin embargo, puede ser resultado de la pérdida de masa muscular o de deshidratación celular, ya 

que la reducción del volumen intracelular ocasiona pérdida de peso de los órganos (177,178). Por 

otro lado, y como se mencionará más adelante, es posible que alteraciones en la actividad de las 

desyodasas periféricas, específicamente en músculo, participen en la mayor pérdida de peso del 

grupo AN.  

 

Eje tiroideo 

Como se esperaba debido al balance energético negativo en el que se encontraban los animales, 

ambos grupos experimentales presentaron disminución de las concentraciones séricas de T3 y T4. 

Asimismo, en el grupo RAF la concentración de TSH en suero fue menor vs. la del grupo control, 

mientras que en AN, se reprodujo el aumento en la concentración de esta hormona previamente 

observado (146,168). La disminución de las HT y de TSH en animales RAF, es evidencia de una 

respuesta adaptativa a la condición de balance energético negativo al que están sometidos los 

animales (107,109).  

Sin embargo, a pesar de que ambos grupos se encontraban bajo un balance energético negativo, 

en un principio hipotetizamos que el aumento de TSH en AN podría explicarse por alteraciones en 

la actividad de la D2 hipofisiaria la cual se relaciona con la regulación por retroalimentación de la 

síntesis y liberación de TSH de tirotropos, independientemente de la concentración sérica de T3 
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(179,180), sin embargo, como se verá más adelante, la actividad adenohipofisiaria de D2 en AN 

no parece ser responsable de los cambios de TSH. Antes bien, es posible que exista una 

internalización del receptor de TSH en tiroides como se observa durante el hipotiroidismo, cuando 

TSH está aumentada (181,182); esto está apoyado por el hecho de que pacientes con anorexia 

nervosa tienen menor respuesta de la glándula tiroides a TSH (136). Por otro lado, es posible que 

el aumento en la expresión de TRH de la subdivisión del PVNc esté manteniendo la mayor 

concentración de TSH en AN.  

Entre las adaptaciones del eje HPT a la pérdida de peso, se encuentra la disminución en el 

contenido de HT que por mecanismos de retroalimentación negativa, debería provocar un 

aumento en TSH, sin embargo, esto no ocurre en situaciones de balance energético negativo 

debido a que la expresión y liberación de TRH también se encuentra disminuida. Lo que estamos 

observando en el presente estudio en animales con anorexia, es similar a las alteraciones del eje 

HPT en pacientes con hipotiroidismo subclínico, sin enfermedad tiroidea subyacente, el cual se 

caracteriza por concentraciones elevadas de TSH en suero (183). Dicha desregulación del eje 

HPT posiblemente contribuye a la falta de adaptación de los animales a la disminución del 

consumo de alimentos. Como se mencionó, las consecuencias de estas alteraciones, podrían 

incluir la internalización de los receptores de TRH y de TSH que evitarán el ajuste del eje HPT a 

situaciones que lo demanden; además, las concentraciones elevadas de TSH se han relacionado 

con diversos componentes del síndrome metabólico (184-185). 

Debido a que las neuronas vasopresinérgicas del PVN están activadas durante la deshidratación 

(186,187), descartamos la participación de la AVP en la liberación de TSH y en las anormalidades 

del eje tiroideo de animales AN al observar que los niveles del mRNA de esta hormona en el PVN 

incrementaron de manera similar que en ratas RAF; además no hubo cambios en la concentración 

sérica de AVP en suero de los grupos experimentales vs. el control. Nuestros resultados coinciden 

con los de Ciosek y Drobnik (188), quienes reportan un incremento en el contenido hipotalámico 

de AVP (probablemente debido a un aumento en la síntesis), pero una inhibición de la liberación 

del péptido desde la neurohipófisis en ratas deshidratadas al compararlas con animales 

eutiroideos-euhidratados y vs. hipotiroideos-euhidratados. 
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Actividad de las desyodasas periféricas 

Dado que los niveles séricos de las HT no siempre reflejan el contenido local en algunos tejidos, 

consideramos necesario estudiar la actividad de las desyodasas periféricas (D1 y D2) después de 

la deshidratación y evaluar su participación en la reducción de peso del grupo AN. 

Conforme a lo reportado previamente en animales sometidos a un balance energético negativo 

(120,189,190), la actividad de D1 disminuyó significativamente en el hígado de animales RAF y 

AN, siendo una consecuencia de la reducción en el contenido de HT en suero y que refleja un 

estado hipotiroideo hepático con implicaciones metabólicas en este órgano e implicadas en la 

homeostasis energética (120,189). El aumento en la actividad de D2 en BAT en ambos grupos 

experimentales, se ha propuesto como un cambio compensatorio en respuesta a la baja 

concentración sérica de T3, esto se ha observado en ratas lactantes sometidas a una dieta baja en 

proteínas (191,192). El aumento de la actividad de D2 en BAT también se ha reportado en ratones 

ayunados por 3 días, sin embargo, ya que el reemplazo con T4 que es capaz de normalizar la 

concentraciones circulantes de T3 y T4, no detiene el incremento de la actividad de D2, es posible 

que dicho aumento no está mediado en su totalidad por cambios en la concentración sérica de HT 

(193). 

En lo que se refiere al músculo, el aumento de la actividad de D2 de ratas AN, sugirió que los 

niveles de T3 eran mayores en ratas anoréxicas. La T3 intracelular es uno de los principales 

reguladores de la función del músculo esquelético, por lo que la actividad de D2 es esencial para 

procesos como la miogénesis, regeneración muscular y modulación de la proliferación. El bloqueo 

de la actividad de D2 con rT3 o mediante la ablación del gen de la enzima, conlleva a un 

incremento en la proliferación de células precursoras musculares (194), mientras que efectos 

contrarios pueden observarse con un incremento en la actividad de la D2 muscular como ocurre 

en el grupo AN; esto está fundamentado porque el incremento en la T3 intracelular reduce el 

carcinoma de células basales y la proliferación de miocitos (194,195). La proteína clave que 

coordina la señalización de T3 mediada por D2 es forkhead box O3 (FoxO3) (194); FoxOs son 

factores de transcripción que regulan la proliferación, metabolismo y supervivencia celulares. En 

músculo, específicamente, la activación de vías de FoxOs puede inducir alteraciones en la masa 

muscular debido a enfermedades debilitadoras; la actividad irrestricta de FoxO3 puede inducir 

senescencia celular, atrofia y promover un estado catabólico (196,197). Tomando en cuenta lo 

anterior, el incremento en la actividad de D2 muscular en ratas AN, pudo provocar atrofia 

muscular y reducir el peso corporal; esta observación fue consistente con la presencia de una 
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elevada expresión y actividad de D2 en músculo esquelético de ratones enfermos, alteraciones 

que no están relacionadas con una disminución del consumo de alimentos (198). 

En adenohipófisis, la D2 se encarga de mantener la concentración intracelular de T3 a partir de T4 

(52); mientras que la D1 en este tejido ayuda a mantener bajos los niveles de rT3, convirtiéndola 

en T2 (199). Esto ayuda a potenciar la actividad de la D2, la cual es inhibida por rT3. Las HT 

afectan de manera diferencial la expresión y actividad de D1 y D2 en adenohipófisis (200). La 

administración exógena de T3 provoca una rápida estimulación de la expresión y actividad de la 

D1 adenohipofisiaria (200). Al contrario, la expresión y actividad de D2 aumenta en condiciones de 

hipotiroidismo primario (67,201), disminuye por administración exógena de T3 (151), más no 

cambia después de 25 días de una restricción de alimentos de 40% (202).  

Los cambios en la actividad de las desyodasas en adenohipófisis dependieron del grupo 

experimental evaluado, cambios que se mantuvieron en ambas desyodasas. Ya que la actividad 

de ambas desyodasas aumentó en animales AN, es posible que el contenido local de T3 estuviera 

incrementado mientras que en RAF ocurriera lo contrario, ya que la actividad de ambas enzimas 

disminuyó, como se ha observado, al menos para la expresión de D2, en ratas ayunadas por 24 h 

(203). A pesar del posible incremento en el contenido de T3 en adenohipófisis que promueve la 

regulación a la baja del gen de TSH (204,205), los niveles de esta hormona en animales 

anoréxicos también estuvieron incrementados, lo que sugirió que alteraciones en la ocupación del 

receptor de T3 pudieron ocurrir en estos animales. Una alteración similar en la ocupación del 

receptor de T3 en adenohipófisis se ha propuesto para ratas sometidas a ayuno (206) y observado 

en el presente estudio en ratas RAF: que a pesar de la disminución en la actividad de las 5’ 

desyodasas y como consecuencia del contenido de T3 local, una mayor ocupación del receptor 

permita la supresión de la síntesis de TSH (206); en resumen, existen mecanismos en 

adenohipófisis que ayudan a mantener y posiblemente a aumentar la ocupación de los receptores 

nucleares de T3, permitiendo la supresión de TSH en la restricción alimentaria. 

Por otro lado, estudios in vitro demuestran que TRH es capaz de aumentar la expresión y 

actividad D2 en células adenohipofisiarias (90,207), como se explicará más adelante, la expresión 

de TRH en el PVNc y su liberación hacia la EM estuvieron incrementadas únicamente en animales 

AN y por ello TRH pudo ser responsable, al menos en parte, del incremento en la actividad de D2 

en adenohipófisis. 

Existen diferencias en la sensibilidad de la actividad de las desyodasas tipo 1 y tipo 2 hacia PTU 

(179), TSH y catecolaminas (98). Debido a que la concentración sérica de TSH incrementó 
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únicamente en animales anoréxicos, no podemos descartar que el aumento en el contenido de 

esta hormona participe en la mayor actividad de D1 en adenohipófisis de este grupo, como se ha 

reportado para la tiroides (208,209). Además, ya que la deshidratación es una condición 

estresante, es probable que los animales con anorexia tuvieran mayores niveles de catecolaminas 

(como se observa con los glucocorticoides) lo cual pudo favorecer la activación de la D2 en 

adenohipófisis, como se ha observado previamente (98). 

 

Expresión del mRNA de pro-TRH en el PVN 

Previamente se había observado una disminución de la síntesis de TRH en el PVN de animales 

RAF (146) (por RT-PCR) al igual que ocurre durante balance energético negativo (107-109); 

también en RAF, existe una acumulación del péptido TRH en la EM, la cual puede interpretarse 

como una menor liberación hacia la circulación porta-hipofisiaria, que además quedó apoyada, en 

el presente estudio, por la menor concentración de TSH sérica encontrada en esos animales. En 

contraste, las ratas AN presentan niveles elevados del mRNA de pro-TRH en el PVN, disminución 

en el contenido del péptido en la EM (medido por RIA), y elevadas concentraciones de TSH en 

suero (146), estos datos apuntan a una mayor liberación de TRH hacia la circulación porta-

hipofisiaria. Como se mencionó anteriormente, ambos grupos experimentales presentan bajos 

niveles de HT, pero las ratas RAF desarrollan un hipotiroidismo terciario mientras que animales 

AN uno primario. 

Con la finalidad de obtener más información sobre el papel de TRH en la conducta alimentaria, se 

decidió determinar qué tipo de células TRHérgicas del PVN están activadas durante la anorexia 

por deshidratación. Nuestra hipótesis era que al menos una población de neuronas 

hipofisiotrópicas estarían contribuyendo al aumento en la expresión de TRH del PVN observada 

por RT-PCR, principalmente porque la inyección de un antagonista del receptor 2 de CRH (CRH-

R2) en ese núcleo, revierte parcialmente el aumento en la expresión de TRH, el contenido de TSH 

y la disminución de los niveles de HT encontrados en animales AN (150). También hipotetizamos 

que si TRH además de su papel en el control del eje HPT, participa en diferentes aspectos de la 

alimentación, podríamos encontrar su expresión alterada entre los grupos experimentales en 

células no hipofisiotrópicas. Lo anterior basado en la evidencia de que neuronas TRHérgicas del 

PVNa proyectan hacia núcleos hipotalámicos como el ARC y el ventromedial (VMH), septum 

lateral y el núcleo central de la amígdala, entre otras regiones, las cuales participan en la 

regulación de la homeostasis energética, actividad locomotora y termogénesis (210).  
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En efecto, la expresión de TRH del PVNa aumentó únicamente en animales con anorexia. Aunque 

aún se desconoce el papel preciso que tiene TRH de esta subdivisión del PVN en la conducta 

anoréxica, se ha definido que estas neuronas TRHérgicas no proyectan hacia la EM (13,171,211) 

y por tanto no son hipofisiotrópicas ni están reguladas por retroalimentación negativa por las HT 

circulantes (12,212). Sin embargo, tal como las neuronas de TRH hipofisiotrópicas, las neuronas 

TRHérgicas del PVNa están inervadas por axones que contienen péptidos reguladores de la 

conducta alimentaria, como NPY/AGRP y α-MSH/CART del ARC (115,213,214) y por fibras de α-

MSH provenientes del núcleo dorsomedial del hipotálamo (DMH) (215). Además, dos de las zonas 

de proyección principales de las neuronas TRHérgicas del PVNa son también el ARC y el DMH 

(210,216); por lo que se ha sugerido que las acciones anorexigénicas de la inyección i.c.v. de 

TRH (7,9,10) pueden estar mediadas por esta subdivisión anterior del PVN (210). 

Además de sus acciones en el metabolismo general y la termogénesis a través del control del eje 

HPT, TRH del PVN también tiene un papel en la termorregulación central, por lo que es probable 

que las neuronas TRHérgicas del PVNa, a través de sus conexiones con el área preóptica, 

puedan regular la termogénesis vía la activación del sistema nervioso simpático (217). Este efecto 

es evidente por la falta de incremento en la expresión de TRH en animales AN (debido a que ya 

estaba previamente aumentado), cuando se someten por una hora a 4°C (146).  

Por otro lado, las neuronas de TRH del PVNa proyectan principalmente a la parte dorsomedial del 

ARC (210), una región que se relaciona con la regulación de la secreción de prolactina (218). TRH 

tiene un efecto directo sobre la secreción de esta hormona de los lactotropos adenohipofisiarios 

(16,219) y también participa a través de sus efectos inhibitorios sobre el sistema dopaminérgico 

tuberoinfundibular (220). Ratas hembra sometidas al paradigma de anorexia por deshidratación 

(146), tienen niveles de prolactina similares a los del grupo control, pero mayores que los de 

animales RAF, lo cual evidencia un efecto del aumento de la expresión de TRH del PVNa 

observada en el presente estudio. 

Nuestros resultados mostraron que los niveles del mRNA de TRH en la subdivisión del PVNm 

estuvieron igualmente reducidos en ambos grupos experimentales, sin embargo, en la parte 

caudal de la subdivisión medial (PVNc) encontramos una mayor expresión de TRH únicamente en 

animales AN. Existe evidencia sobre la activación diferencial de dos distintas subdivisiones de 

neuronas TRHérgicas hipofisiotrópicas en la respuesta a estímulos como la exposición frío y la 

lactancia, lo cual indica una subespecialización en las células hipofisiotrópicas (149). Es posible 

que el aumento de la liberación de TRH del MBH y la elevada concentración de TSH en suero de 

animales AN, se mantuviera por la activación de las neuronas hipofisiotrópicas del PVNc.  
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Naturaleza no hipofisiotrópica de las neuronas del PVNa activadas en anorexia 

El análisis de la expresión de TRH en neuronas de animales que recibieron la inyección de 

Fluorogold mostró que la mayoría de las neuronas TRHérgicas del PVNa activadas en las ratas 

con anorexia, no son hipofisiotrópicas como ya se había reportado en ratas control (171). Esto fue 

evidente por el aumento en la señal de células TRHérgicas del PVNa marcadas con rodamina, 

que no contuvieron Fluorogold. Dadas las interconexiones del PVNa con regiones cerebrales 

implicadas en distintos aspectos de la conducta alimentaria mencionadas anteriormente, estos 

resultados indican que el péptido es un candidato plausible en la generación de la conducta de 

anorexia en el presente modelo.  

 

Actividad  y expresión de D2 en el MBH 

Aunque los niveles séricos de T3 disminuyeron en ambos grupos experimentales, sólo las ratas 

RAF presentaron el bloqueo esperado de la retroalimentación negativa del eje HPT que se 

observa durante el ayuno (106,108,109), lo que indicó que mecanismos centrales pudieron ser los 

responsables de la regulación diferencial de neuronas TRHérgicas en el PVN de animales AN.  

La T3 producida por la D2 de los tanicitos del MBH es la fuente principal de T3 para la regulación 

por retroalimentación negativa de las neuronas de TRH hipofisiotrópicas (118). En un intento de 

entender algunos factores implicados en el aumento de la síntesis de TRH en el PVN de ratas AN, 

analizamos la expresión y actividad de D2 en el MBH. 

Tanto la actividad como la expresión de D2 en MBH fueron mayores en los grupos experimentales 

vs. los del control, como se ha observado en ratas con hipotiroidismo inducido por ayuno (118);  

contrario a lo que esperábamos, la actividad fue aún mayor en AN vs RAF. Estos resultados 

apoyan el hecho de que es el cambio inverso en las concentraciones séricas de corticosterona y 

leptina (altas y bajas respectivamente), evidentes en animales sometidos a un balance energético 

negativo, las que modulan a la alta la expresión y actividad de esta enzima en el MBH (119). El 

aumento en la actividad de D2 en MBH es un mecanismo homeostático encaminado a mantener 

una elevada concentración local de T3 que a su vez, mantiene disminuida la expresión y liberación 

de TRH del PVN, lo cual es evidente en el presente experimento en las neuronas TRHérgicas del 

PVNm de ambos grupos experimentales. La síntesis de D2 de los tanicitos del MBH, afecta 

directamente la expresión de péptidos reguladores de la conducta alimentaria del ARC como 

NPY/AgRP y POMC/CART, cuya liberación se dirige en parte, hacia el PVN y específicamente en 

neuronas de TRH (115-117,213). Así, la menor expresión de TRH en el PVNm, influenciada 
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indirectamente por la D2, resultó de una combinación de la acción de estos péptidos 

anorexigénicos y orexigénicos, y no fue diferente entre los grupos experimentales. 

Sin embargo, la acción de la D2 no pareció tener relevancia en la expresión de TRH del PVNc, ya 

que independientemente del aumento en la actividad de la enzima, las ratas con AN presentaron 

mayor expresión de TRH que las RAF. Esto apunta a que existen diferentes subconjuntos de 

neuronas TRHérgicas hipofisiotrópicas que responden de manera distinta dependiendo del 

estímulo que desencadenó el balance energético negativo. 

Debido a que no existieron cambios en la expresión o actividad de D2 en el MBH entre grupos 

experimentales, nos dimos a tarea de identificar si otros factores como la enzima inactivadora de 

HT, la D3, o el patrón de expresión del transportador MCT-8 pudieran influenciar el contenido a 

sensibilidad a la T3 local y explicar los cambios en la expresión de TRH de AN.  

 

Expresión del mRNA de D3 en el PVN 

No existe información acerca de la expresión de D3 (enzima inactivadora de HT) en condiciones 

de balance energético negativo; sin embargo, a pesar de la disminución que se observa en la 

expresión de D3 en el SNC (incluyendo al hipotálamo), secundaria al hipertiroidismo inducido por 

metimazole (95), en el presente estudio, ambos grupos experimentales mostraron un incremento 

en el contenido de mRNA de D3 en el hipotálamo. Esto se asemeja al patrón de expresión de D2 

en el MBH, el cual difiere dependiendo de la causa del hipotiroidismo, si éste es inducido por PTU 

o por restricción alimentaria (118). Es posible que la D3 central también respondiera de manera 

diferencial en el presente paradigma dado, que el hipotiroidismo se debió al déficit energético. El 

incremento en la expresión de D3 pudo ser parte de un mecanismo compensatorio que 

contrarrestaría el aumento de la actividad de D2 y recuperaría la homeostasis local de T3; esto, ya 

que el contenido de T3 en el SNC correlaciona de manera inversa con la actividad de D3 (221) y 

protege a los tejidos en desarrollo de concentraciones innecesariamente altas de HT (222). Sin 

embargo, actualmente no se conoce si el mRNA de D3 está presente en neuronas TRHérgicas ni 

su papel en la homeostasis central de T3 durante la deshidratación.  

 

Co-expresión de los mRNAs de pro-TRH y MCT-8 en el PVN 

La regulación de la generación de T3 por parte de los tanicitos que bordean las paredes del tercer 

ventrículo impacta en el funcionamiento de las neuronas hipofisiotrópicas (223). Debido a que los 
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cuerpos celulares de la mayoría de las neuronas hipofisiotrópicas se localizan a cierta distancia de 

los tanicitos, aún se desconoce la manera en la que la T3 generada en estas células gliales afecta 

a las neuronas TRHérgicas. En el presente estudio demostramos colocalización entre los mRNAs 

de TRH y del transportador de HT, MCT-8, en las distintas subdivisiones PVN, con lo cual se 

puede inferir que la T3 producida de manera local puede ingresar a la perikarya de las neuronas 

de TRH del PVN y afectar su transcripción génica. El gen que expresa TRH posee un elemento de 

respuesta para HT (TRE); las HT después de unirse a su receptor, forman un complejo hormona-

receptor que se acopla al TRE e inhibe la expresión de TRH (35,37). El hecho de que exista una 

disminución en la colocalización entre ambos mRNAs en el PVNc de ratas AN comparadas con 

los controles, podría permitir el incremento en la expresión de TRH en esta subdivisión y sugiere 

una regulación de las neuronas hipofisiotrópicas dependiente del estímulo al que se somete a los 

animales. 

Por otro lado se ha propuesto que la entrada de T3 a las neuronas puede estar dirigida a modular 

las funciones de las mitocondrias, afectando la biogénesis mitocondrial y/o modulando la acción 

de las UCPs, con consecuencias importantes en consumo de oxígeno, generación de ATP y 

producción de calor (224,225). Además, la neurotransmisión se afecta por la modulación de la 

homeostasis energética neuronal a través de mecanismos acoplados a las mitocondrias, un 

proceso que es dependiente de energía (226). Así, existe importante expresión de UCP2 en 

procesos neuronales del sistema hipotálamo-hipofisiario, en neuronas que participan en la 

regulación homeostática, en las que paralelamente se observa un decremento en la respiración 

mitocondrial y elevada temperatura hipotalámica, comparada con regiones que no expresan UCP2 

(227). Esto es relevante por el hecho de que hay una colocalización importante entre el MCT-8 y 

TRH en neuronas del PVNa, el cual como ya se mencionó tiene un papel importante en la 

regulación de la termogénesis. 

 

Actividad  y expresión de PPII en el MBH  

Los animales AN y RAF presentan diferente grado de liberación de TRH, lo que puede aumentar 

el funcionamiento del eje HPT en AN; dado que no se ha descrito la razón para el hipotiroidismo 

subclínico de algunas enfermedades no tiroideas y con este modelo se presenta dicha alteración 

del eje, decidimos tratar de identificar si la acción de la PPII es uno de los cambios específicos en 

la anorexia que lleve al aumento de TSH y sus consecuencias asociadas.  
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Existieron cambios diferenciales en la expresión y actividad de la PPII del MBH, encontrándose 

aumentadas en AN y disminuidas en RAF. La elevación en la actividad de la PPII del MBH en el 

grupo AN pudo estar relacionada con el incremento exagerado en la actividad de D2 de esta 

región, y en consecuencia por el probable aumento de la concentración local de T3. Se sabe que 

la T3 local regula a la alta la actividad de la PPII en tanicitos y promueve la degradación 

extracelular de TRH en la EM, reduciendo la cantidad del péptido activo que se transporta hacia el 

sistema porta-hipofisiario y consecuentemente, la secreción de TSH (26). A pesar de que en 

ambos grupos experimentales se observó el aumento de la actividad de D2 en MBH, esta 

activación fue mayor en ratas AN, por lo que es posible que exista un umbral para la respuesta de 

PPII al contenido local de T3. La modulación de la actividad de PPII en el MBH es sensible a otras 

señales que llegan a esta región del cerebro y que son diferentes entre animales RAF o AN, por lo 

que no es posible descartar que otros factores como el aumento de somatostatina que se observa 

en animales anoréxicos (228) o la disminución en la concentración intrasináptica de dopamina de 

pacientes anoréxicos (229), sean en parte responsables de la activación de la  PPII en el MBH. 

TRH es otro factor importante que participa en la regulación del metabolismo de la PPII (25). La 

regulación diferencial de esta enzima entre animales AN y RAF, que presentan alta y baja 

liberación de TRH respectivamente, sugiere que la PPII puede actuar como un mecanismo 

homeostático del funcionamiento del eje HPT, normalizando a largo plazo los niveles de TSH y el 

funcionamiento del eje HPT en ratas AN; esto quedó apoyado por el hecho de que los niveles de 

TSH de animales con anorexia, a pesar de estar aumentados vs. controles y RAF, son 

inapropiadamente bajos dadas las concentraciones tan reducidas de las HT en suero. A largo 

plazo, estas alteraciones pueden inducir al síndrome de enfermedad no tiroidea en pacientes con 

anorexia (136), caracterizado por elevadas concentraciones de TSH y alteraciones del 

funcionamiento del eje HPT.   
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XII. CONCLUSIONES 

Los cambios diferenciales en la expresión de TRH del PVN que se observaron entre grupos 

experimentales, parecen reflejar una adaptación distinta del eje HPT y del sistema TRHérgico 

central no hipofisiotrópico a las condiciones de balance energético negativo, y son un 

acercamiento importante para entender la organización de las redes neurales que controlan el 

comportamiento alimentario. 

Si bien las enzimas desyodasas eran posibles candidatas responsables de las alteraciones del eje 

HPT en ratas AN, la actividad D2 del MBH se encontró elevada en ambos grupos experimentales 

lo cual tuvo una relación negativa sólo con la disminución en la expresión de TRH del PVNm, pero 

no pareció ser responsable de los cambios diferenciales en otras subdivisiones del PVN. 

En el presente estudio, proporcionamos evidencia de la activación de neuronas TRHérgicas no 

hipofisiotrópicas del PVNa de animales anoréxicos, que pudieron ser en parte responsables de la 

inhibición del consumo de alimentos de estos animales. Mostramos datos que apuntan a una 

subespecialización de neuronas TRHérgicas hipofisiotrópicas que responden de manera 

diferencial dependiendo del estímulo que causó el balance energético negativo.  

Una implicación de nuestros resultados en la anorexia nervosa, es la posibilidad de que los 

pacientes con este padecimiento, tengan incremento en la síntesis de TRH en un subconjunto de 

células hipofisiotrópicas que en fases tempranas de la enfermedad, mantenga una elevación de la 

liberación del péptido desde el MBH, provocando a largo plazo, una desensibilización de los 

receptores de TRH en la adenohipófisis (como la regulación negativa del receptor TRH-R1 que se 

ha descrito en AN) (146). Esto es relevante ya que una de las alteraciones más comunes del eje 

HPT que se presenta en pacientes anoréxicos es un retraso en la respuesta de TSH de la 

adenohipófisis a la administración exógena de TRH (230,231). 

Tomando en cuenta nuestros resultados, es posible que en humanos durante el desarrollo de la 

anorexia se activen a largo plazo mecanismos contrarreguladores encaminados a restaurar la 

homeostasis del eje HPT tales como la elevación en la actividad de la enzima que degrada a TRH 

en el MBH, lo que ayudaría a explicar los niveles normales o altos de TSH en pacientes con 

anorexia (232). 

En resumen, las neuronas TRHérgicas del PVN responden de manera diferencial en las 2 

condiciones de balance energético negativo estudiadas, lo cual repercute en la modulación de la 



Conclusiones 

 
 

 

65 

homeostasis energética de manera específica en ratas RAF y AN. Esto evidencia que hay otras 

señales que sobrepasan a la respuesta normal secundaria a alteraciones del balance energético 

lo cual requiere de mayor estudio. 

Como perspectiva también señalamos que a pesar de que existen mecanismos de 

retroalimentación negativa local, las neuronas TRHérgicas del PVN de ratas anoréxicas escapan a 

tal regulación, por lo que la búsqueda de factores involucrados en dicha falta de respuesta 

requiere de mayor investigación. 
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Food-Restricted and Dehydrated-Induced Anorexic
Rats Present Differential TRH Expression in Anterior
and Caudal PVN. Role of Type 2 Deiodinase and
Pyroglutamyl Aminopeptidase II

E. Alvarez-Salas, C. Aceves, B. Anguiano, R. M. Uribe, C. García-Luna,
E. Sánchez, and P. de Gortari

Neurofisiología Molecular (E.A.-S., C.G.-L., P.de.G.), Neuroendocrinología Molecular (E.S.), Escuela de
Dietética y Nutrición ISSSTE, México D.F., México (E.A.-S., C.G.-L.), Dirección de Neurociencias, Instituto
Nacional de Psiquiatría Ramón de la Fuente, México D.F., México; Instituto de Neurobiología (C.A., B.A.),
Universidad Nacional Autónoma de México, Campus Juriquilla, Querétaro, 76230, México; Instituto de
Biotecnología (R.M.U.), Universidad Nacional Autónoma de México, A.P. 510-3, Mor 62210 Cuernavaca,
Morelos, México

TRH synthesized in hypothalamic paraventricular nucleus (PVN) regulates thyroid axis function and
is also implicated in anorexigenic effects. Under energy deficit, animals present decreased PVN TRH
expression and release, low TSH levels, and increased appetite. Dehydration-induced anorexia
(DIA) model allows insight into underlying mechanisms of feeding regulation. Animals drinking a
2.5% NaCl solution for 7 d present body weight reduction; despite their negative energy balance,
they avoid food and have increased PVN TRH expression and TSH serum levels. These findings
support an inhibiting role of PVN TRH in feeding control. We compared TRH expression by in situ
hybridization in PVN subdivisions of 7-d dehydrated male rats to those of a pair-fed group (forced
food-restricted) with similar metabolic changes than DIA, but motivated to eat, and to controls. We
measured peripheral deiodinase activities, and expression and activity of medial basal hypothalamic
type2deiodinaseandpyroglutamyl-aminopeptidase II, tounderstandtheir regulatingrole inPVNTRH
changes between food restriction and anorexia. TRH mRNA levels increased in anterior (aPVN) and
medial-caudal subdivisions in DIA rats, whereas it decreased in medial PVN in both experimental
groups. We confirmed the nonhypophysiotropic nature of aPVN TRHergic cells by injecting ip fluoro-
gold tracer. Findings support a subspecialization of TRHergic hypophysiotrophic cells that responded
differently between anorexic and food-restricted animals; also, that aPVN TRH participates in food
intake regulation. Increased type 2 deiodinase activity seemed responsible for low medial PVN TRH
synthesis,whereas increasedmedialbasalhypothalamicpyroglutamyl-aminopeptidaseIIactivity inDIA
rats might counteract their high TRH release. (Endocrinology 153: 4067–4076, 2012)

Regulation of hypothalamic-pituitary-thyroid (HPT)
axis function by TRH is extensively studied. Cell

bodies synthesizing hypophysiotropic TRH are con-
fined to medial and periventricular parvocellular sub-
divisions of hypothalamic paraventricular nucleus
(PVN); axons of these cells project to the median emi-
nence (ME) where the peptide is released into the pitu-

itary portal blood. Acting through its receptor TRH-R1
in the thyrotropes, TRH activates synthesis and release
of TSH that, in turn, induces the secretion of thyroid
hormones (TH) T3, T4, from the thyroid to the periph-
eral blood. By controlling TH serum concentration, hy-
pothalamic TRH indirectly regulates energy utilization
and basal metabolic rate.
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Abbreviations: AgRP, Agouti-related protein; aPVN, anterior PVN; ARC, arcuate hypotha-
lamic nucleus; AVP, vasopressin; BAT, brown adipose tissue; CART, cocaine and amphet-
amine-regulated transcript; cPVN, medial-caudal PVN; D1 and D2, type 1 and 2 deiodinase;
DIA, dehydration-induced anorexia; DTT, dithiothreitol; FFR, forced food-restricted;
G3PDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; HPT, hypothalamic-pituitary-thy-
roid; ISH, in situ hybridization; MBH, medial basal hypothalamus; ME, median eminence;
mPVN, medial PVN; NPY, neuropeptide Y; PPII, pyroglutamyl aminopeptidase II; PVN,
paraventricular nucleus; TH, thyroid hormone; TRH-�NA, TRH-�-naphtylamide.
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Anterior part of PVN (aPVN) contains TRH-express-
ing neurons that are not involved in hypophysiotropic
functions of the peptide (1); aPVN TRH neurons possibly
regulate homeostatic and behavioral functions at hypo-
thalamic and forebrain levels such as locomotion, ther-
moregulation, and food intake (2).

Both, medial (mPVN) and anterior subsets of PVN
TRHergic neurons receive afferent connections from ar-
cuate hypothalamic nucleus (ARC) a region involved in
regulation of food intake and fuel expenditure (3–5), sup-
porting that PVN TRH expressing cells are implicated in
both aspects of energy homeostasis. Evidence suggesting
an involvement of TRH in appetite regulation is the fact
that its icv injection reduces food consumption in both ad
libitum or food-restricted animals (6–8). Additionally,
PVN TRH expression is positively modulated by anorex-
igenic signals [leptin, �-MSH, cocaine, and amphetamine-
regulated transcript (CART)] and negatively by orexigenic
peptides [neuropeptide Y (NPY), agouti-related protein
(AgRP)] (9).

During caloric restriction low circulating leptin levels
decelerate HPT axis function (10, 11) and increase food
intake (12); TRH release from medial basal hypothalamus
(MBH) also decreases in parallel to serum TSH and TH
levels. Adaptation of HPT axis is advantageous to the sur-
vival of fasted animals by saving their energy deposits.

Animals subjected to dehydration-induced anorexia
(DIA) spontaneously reduce their food intake and body
weight despite their negative energy balance. In contrast to
fasting or food restriction, DIA rats have increased PVN
TRH mRNA expression (by RT-PCR) and higher serum
TSH content compared with those of a pair-fed group
(forced food-restricted FFR) (13) even though both pres-
ent similar metabolic changes (reduced leptin and in-
creased corticosterone serum levels), up-regulation of
ARC orexigenic, and decreased anorexigenic peptide ex-
pression (14); in contrast to the food-avoiding behavior of
DIA, FFR animals would eat if food was offered.

Increased PVN TRH mRNA expression of DIA group
returns to levels observed in FFR rats if an antagonist of
CRH-2 receptor is injected into the PVN (15). The antag-
onist also decreases TSH serum content but only attenu-
ates food-avoiding behavior of anorexic rats, suggesting
that at least some part of the medial hypophysiotropic
TRHergic cells are activated in DIA, but that a different
subset of neurons not having a neuroendocrine function
should be responsible for the aberrant behavior displayed
by those animals; this also suggests that in addition to
CRH, other factors might be involved in TRH mRNA
changes.

To study the participation of TRH in food intake sep-
arately from its actions as an activator of HPT axis, we

performed in situ hybridization (ISH) analysis, to identify
whether specific PVN TRHergic cells are differentially ac-
tivated between DIA and FFR animals accounting for their
discrepancies in feeding and HPT axis function (13, 16).
Our results showed that when compared with FFR, an-
orexic rats had higher TRH expression in aPVN that
might regulate food intake; DIA animals also presented an
increased TRH synthesis in the caudal part of the medial
hypophysiotrophic PVN (cPVN), which may explain their
altered TSH secretion.

Given that MBH type 2 iodothyronine deiodinase (D2)
activity regulates local PVN T3 concentrations (17) and is
proposed to be responsible for the decreased TRH expres-
sion in fasted and food-restricted animals (18, 19), we
tried to define whether differences in D2 synthesis and
activity between DIA and FFR animals could account for
their different TRH expression of hypophysiotropic cells.
We also identified whether differences in type 1 and 2
deiodinase activities (D1, D2) in liver, muscle, brown ad-
ipose tissue (BAT), and pituitary between experimental
animals could account for the lower body weight or al-
tered serum TSH levels observed in anorexic rats.

Because TRH is degraded by pyroglutamyl aminopep-
tidase II (PPII) enzyme, which is expressed in tanycytes of
MBH, in close apposition to hypophysiotrophic TRHer-
gic nerve ends, we analyzed PPII activity and mRNA ex-
pression in experimental animals. Tanycyte PPII activity,
which was recently identified as a central regulatory ele-
ment of TRH release (20, 21), would have an important
role in the different TRH metabolism between DIA and
FFR.

Materials and Methods

Animals
All experiments were approved by the Ethics Committee of

Instituto Nacional de Psiquiatría (INPRFM) following the guide-
lines of Neuroscience Society (USA). Male Wistar adult rats
(250–270 g) from INPRFM’s animal house were allowed to
acclimatize to light-dark cycle (lights on from 0700 h to 1900 h),
temperature (23 � 1 C), and ad libitum access to food and tap
water, for 1 wk.

Experiments
Animals were housed in individual cages 1 wk before the

experiment and randomly selected to form three groups as de-
scribed elsewhere (13). On d 1, control group received tap water
and food ad libitum, the DIA group had access to a 2.5% NaCl
(Sigma, St. Louis, MO) solution as drinking liquid (14), and the
FFR group received the amount of solid food ingested by DIA
animals on the previous day and tap water ad libitum. Solid food
(Lab rodent diet no.5001; PMI Feeds; Brentwood, MO), liquid
ingestion, and body weight were measured daily at 1700 h in all
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groups. Six independent experiments were performed, lasting 1
wk. On the first day of the experiment a set of rats (C, DIA, and
FFR groups, n � 3) received an ip injection of fluorogold (Flu-
orochrome LLC, Denver, CO) 15 mg/kg of body weight in saline
solution (0.9%) (2.5 ml). Fluorogold would be transported ret-
rogradely by terminal ends of hypophysiotropic cells from the
median eminence to the neural perikarya in the PVN, where it
would be concentrated (1). On d 7 animals were killed by de-
capitation (1100 h–1200 h) and trunk blood was collected for
hormone measurements; brain, anterior pituitary gland, liver,
BAT, and hindlimb muscle tissues were excised and kept frozen
at �70 C until analysis.

From one set of animals a coronal thick slice, approximately
�0.6 to �3.6 mm from bregma (22) was hand dissected from
frozen brains, by cutting transversally to obtain MBH for PPII
and D2 activity assays. MBH (height, 8.2–9.8 mm; length, �1.0
to 1.0 mm) was defined rostrally by the optic chiasm, caudally by
the mamillary bodies, laterally by the optic tract, and superiorly
by the apex of third ventricle. PVN was punch dissected with a
1.0-mm diameter sample corer (height, 7.2–8.2 mm; length,
�0.5 to 0.5 mm) to measure vasopressin (AVP) mRNA levels by
RT-PCR. Brains of remaining experiments were sliced for ISH
analyses, as described below.

AVP mRNA semiquantification by RT-PCR
Total RNA from PVN was extracted using guanidine thio-

cyanate (ICN Biochemicals, Inc., Aurora, OH) as previously de-
scribed (23). PVN mRNA levels of AVP were semiquantified;
cyclophilin and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(G3PDH) were used as control transcripts. As reported previ-
ously (24), cDNA was prepared from 1.5 �g RNA [Moloney
murine leukemia virus reverse transcriptase (Invitrogen, Carls-
bad, CA), oligo-dT, and specific oligonucleotides synthesized at
the Biotechnology Institute facilities in the University of Mexico
(UNAM)]. Number of cycles for each probe was optimized using
25 pmol of (sense: 5�-CACCTCTGCCTGCTACTTCC-3�, an-
tisense: 5�-GGGCAGGTAGTTCTCCTCCT-3�) together with
50 pmol of cyclophilin (sense: 5�-GGGGAGAAAGGATTTG-
GCTA-3�, antisense: 5�-ACATGCTTGCCATCCAGCC-3�) or
G3PDH (sense: 5�-CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC-3�,
antisense: 5� TGAAGGTCGGTGTCAACGGATTTGGC-3�),
and 0.5 �l Taq DNA polymerase (5 U/�l) (Biotecnologías Uni-
versitarias, University of Mexico, Mexico City). cDNA (4 �l)
was used and final assay conditions were: 22 cycles for AVP and
21 for cyclophilin or G3PDH. Each cycle consisted of: 1 min at
94 C, followed by 1 min at 64 C and a final minute at 72 C. All
cDNA had a final extension of 10 min at 72 C. cDNA were
semiquantified from the same reverse transcriptase reaction.

PCR products were separated by 2% agarose (Ultra-pure-
Bio-Rad; Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules CA) gel elec-
trophoresis and stained with ethidium bromide (1 mg/liter);
OD was measured with Fluor-S Multi-Imager instrument
(Bio-Rad Laboratories). Relative amounts of AVP cDNA were
calculated as a ratio of AVP cDNA OD over that of cyclophilin
or G3PDH. Ratio of G3PDH/cyclophilin cDNA was evalu-
ated to identify possible variations between groups in expres-
sion of these markers.

Serum hormone levels
Serum TSH content was quantified by RIA with the NIDDK

(National Hormone and Pituitary Program) protocol and ma-
terials using 50 �l of serum diluted 1:3 with RIA buffer [limit of
detection: 5 pg, 13% interassay, 6% intraassay variability]. Se-
rum (100 and 25 �l, respectively) was used to measure T3 and T4,
with commercial RIA kits (Coat-A-Count Solid-Phase 125I RIA.
Total T3 DPC TKT31, Total T4 DPC TKT41, Los Angeles, CA)
[analytical sensitivity: T3, 7 ng/dl and T4, 0.25 �g/dl; interassay
variability: T3, T4 � 15%, and intraassay variability T3 or T4 �
9%]. AVP was measured in 100 �l of serum by ELISA (Enzo Life
Sciences, Inc., Farmingdale, NY); sensitivity, 3.39 pg/ml.

Enzyme activity assays

Iodothyronine deiodinase activities
D1 and D2 activities were measured by the radioiodine re-

lease method (25) using 125rT3 (1250 �Ci/�g, PerkinElmer Life
Sciences, Waltham, MA) as substrate. Tissues were homoge-
nized in 10 vol (wt/vol) of ice-cold 0.01 M HEPES buffer (pH 7.5)
containing 0.32 M sucrose, 10 mM dithiothreitol (DTT), and 1
mM EDTA. Crude homogenates were centrifuged at 1200 � g for
20 min at 4 C, and enzymatic activity was determined in super-
natant. Assays were carried out to determine optimal conditions
for protein concentration and incubation time. Standard assay
contained 50 �l of homogenate equivalent to 10 (liver), 40 (pi-
tuitary), 100 (MBH), 300 (muscle), and 600 (BAT) �g of protein,
and 50 �l of radiolabeled mixture (2 nM [125I]rT3 and either 5
mM DTT for liver or 20 mM DTT for the other tissues) in a final
volume of 100 �l. For liver assays, 10 �M nonradiolabeled rT3

(Sigma Chemical Co., St Louis, MO) was added. Pituitary D2
activity was measured in the presence of 1 mM 6-n-propyl-2
thiouracyl (D1 inhibition). After incubation (1–3 h at 37 C),
reactions were stopped with 3% BSA and 1 mM 6-n-propyl-2
thiouracyl, followed by the addition of trichloroacetic acid
(10%) and centrifuged at 12,000 � g. Released 125I was isolated
by cation exchange chromatography on Dowex 50W-X2 col-
umns (Bio-Rad, Hercules, CA) and counted in a �-counter. Par-
allel control tubes without homogenate were included in each
assay. Proteins were measured by Bradford method (26). Results
are expressed as femtomoles or picomoles of 125I released per h
per mg protein.

PPII activity
MBH was dissected from coronal sliced brains. The hypo-

thalamic region between optic chiasm and mamillary bodies,
containing the ME, ARC, and periventricular area, was cut and
used for analysis. PPII activity was determined as described (27).
Briefly, membranes from MBH were prepared by centrifugation
for 15 min at 14,000 � g. Pellets were homogenized in 180 �l of
50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.5). Membrane PPII ac-
tivity was determined with the substrate TRH-�-naphtylamide
(TRH-�NA) in a coupled assay in the presence of excess dipep-
tidyl aminopeptidase IV (4 nmol Gly-Pro-�NA hydrolyzed per
minute), 0.2 mM N-ethylmaleimide, and 0.2 mM bacitracin
(10–50 �g protein/assay). Enzymatic reaction was initiated by
adding 400 �M TRH-�NA to the reaction mixture (total volume
of 250 �l) and carried out in duplicate at 37 C. At 0, 90, 150, and
210 min, 50 �l were withdrawn, and the reaction was stopped by
adding 50 �l 100% methanol. Aliquots were diluted to 400 �l
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with 50% methanol before detecting �NA release in a fluorom-
eter (excitation, 335 nm; emission, 410 nm). An aliquot was kept
for protein quantification by the Bradford method (26) using a
dye reagent concentrate protein assay kit (Bio-Rad, Hercules,
CA). Activity was linear during 3.5 h and referred to as mem-
brane protein content.

ISH histochemistry
Brains stored at �70 C were allowed to temper at �20 C for

1 h inside a microtome cryostat (Microm HM 525; Carl Zeiss
IMT Corp., Maple Grove, MN). Serial coronal slices (14 �m
thick) were cut in the cryostat beginning at bregma �1.1 mm and
ending at bregma �3.2 mm (22), adhered to superfrost/Plus
slides (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA), and stored at �70 C.
Three slices per slide were collected; first slices corresponded to
aPVN (�1.1 to �1.5 mm from bregma), next group to mPVN
(�1.5 to �2.0 mm from bregma), last slices comprised both
cPVN (�2.0 to �2.3 mm from bregma) and MBH (�2.0 to �3.2
mm from bregma).

Different sets of contiguous slices were hybridized with 1)
1241-bp single-stranded [35S]UTP-labeled cRNA probe generated
from pro-TRH cDNA (28); 2) 800-bp single stranded [35S]UTP-
labeled cRNA probe complementary to the entire coding region of
the rat D2 gene (29); and 3) mixture of two oligonucleotides com-
plementary to PPII mRNA (GenBank accession no. inside brackets)
(5�-GAGCAGTACGGCCAGCATGGTGACAGCCAGCAGTG
CCACGATGGACACGG-3� that hybridizes with nucleotides
207–256 and 5�-TCAGCACCACCACCAAGACCTGCGTT
TGTGGGTAGAGGAAAAAGCCTGCT-3� that hybridizes
with nucleotides 690 –739 [NM_001108991.1] from rat PPII
cDNA) labeled by 3�-tailing with [35S]d-ATP (1250 Ci/mmol;
PerkinElmer, Waltham, MA).

Hybridization with oligonucleotides was performed as de-
scribed by de Gortari and Mengod (30), whereas the procedure
used for cRNA was described by Sánchez et al. (31). Briefly, for
both procedures, tissues were fixed with 4% paraformaldehyde
in PBS and immersed in pronase (24 U/ml). Hybridizations were
performed in a buffer containing 50% formamide/4� standard
saline citrate, 10% dextran sulfate, 1� Denhardt’s solution
(0.02% BSA, 0.02% Ficoll 400, 0.02% polyvinylpyrrolidone),
1% sarkosyl, 20 mM phosphate buffer (pH 7.0), 250 �g/ml yeast
tRNA, 500 �g/ml sonicated denatured salmon sperm DNA, 5 M

DTT, and 10–20 � 106 cpm radiolabeled oligo probe per ml of
hybridization buffer for 16 h at 42 C or 5 � 105 cpm radiolabeled
cRNA probe per 20 �l of hybridization buffer for 16 h at 56 C.

Slides were washed with a buffer containing 0.6 M NaCl, 10 mM

Tris-HCl (pH 7.5) and dipped into Kodak NTB autoradiography
emulsion diluted 1:1 in distilled water (Eastman Kodak, Roch-
ester, NY). Autoradiograms were developed after 2–9 wk of
exposure at 4 C: 2 wk for D2, 3 wk for TRH, and 9 wk for PPII.

Identification of TRHergic nonhypophisiotropic
cells in the PVN

Brains of fluorogold-injected rats were excised and sliced in
dim light conditions, to obtain anterior, medial, and caudal sub-
regions of PVN, as described above. Oligonucleotides used were
complementary to the following base sequences: TRH, bases
105–149, 427–471, 559–603 [NM_013046.2] were labeled
with terminal deoxynucleotidyltransferase (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany) and Digoxygenin-11-UTP
(Roche Diagnostics GmbH) as described elsewhere (32). Two
picomoles of labeled oligonucleotides/ml hybridization cocktail
of the mixture of three probes were used to hybridize the sections
as described previously (33). Briefly, after washing, slides were
immersed in a buffer containing 0.1 M Tris-HCl (pH 7.5), 1 M

NaCl, 1 mM MgCl2, and 0.5% BSA (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO) and incubated at 4 C overnight with rhodamine-
conjugated antidigoxigenin-F(ab) fragments (1:200; Roche Di-
agnostics GmbH). Afterward, slides were rapidly immersed in
the same buffer (without antibody), once in PBS for 10 min, and
mounted with 50% glycerol on 1�PBS.

FIG. 1. aPVN, mPVN, and medial caudal PVN TRH mRNA expression
by ISH. Changes on TRH mRNA levels in different subdivisions of PVN
of controls, FFR, and DIA animals killed on d 7 of the experiment and
quantified by ISH histochemistry. Values are expressed as the mean �
SEM of percentage of control data (�100%) of integrated OD; one-way
ANOVA of aPVN data showed (F (2, 14) � 15.5; P � 0.01), for mPVN (F
(2, 10) � 5; P � 0.05), and for cPVN (F (2, 12) � 4.5; P � 0.05). *, P �
0.01 vs. control; **, P � 0.01 vs. FFR.

TABLE 1. D1 and D2 activities in peripheral tissues

Group

Liver
D1

(pmol 125I/mg
protein/h)

Muscle
D1, D2

(fmol 125I/mg
protein/h)

BAT
D2

(fmol125I/mg
protein/h)

Pituitary

D1
(pmol 125I/mg

protein/h)

D2
(fmol125I/mg

protein/h)

Control 1209 � 106 53.1 � 9.7 7.5 � 1.6 549 � 33 102.5 � 17
FFR 742 � 107a 18 � 4.8a 16 � 2.9a 193 � 45a 53 � 6a

DIA 854 � 88a 62 � 9b 20.1 � 4a 1135 � 136a,b 165 � 23a,b

D1 specific activity was performed in liver and pituitary tissues, D2 activity was performed in BAT and pituitary and total deiodinase activity was
performed in muscle of animals of different groups euthanized on d 7 of DIA experiment, using radioiodine release method. Values are expressed
as the mean � SEM in picomoles 125I/mg protein/h (liver and pituitary D1) or in femtomoles 125I/mg protein/h (BAT and pituitary D2, and muscle
total deiodinase activity). One-way ANOVA showed significant differences in muscle (F(2,24) � 4.9; P � 0.05), liver (F(2,38) � 5.81; P � 0.01); a,
when P � 0.01; for pituitary D1 (F(2,37) � 20.1, P � 0.0001), a, P � 0.0001, for pituitary D2 (F(2,48) � 10.5, P � 0.001), a, P � 0.001 and BAT
(F(2,33) � 4.48, P � 0.05), a, P � 0.05 vs. control; and b, P � 0.05 vs. FFR values.
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Image analysis
Autoradiograms were visualized with an Olympus BH-2 im-

aging microscope (New York Microscope Co., Inc., Hicksville,
NY) under bright- and/or dark-field illumination using an Evo-
lution MP Media Cybernetics video camera (Media Cybernetics,
Inc., Bethesda, MD). Images were captured with a �4 or �40
objective and analyzed by computer using Image-Pro Plus 7.0
software (Media Cybernetics, Inc.). Integrated OD values of
PVN (TRH) or MBH (PPII and D2) (minus background) were
measured in six rostrocaudal sections for each animal.

Fluorogold on brain sections was visualized at �40 with a
fluorescence microscope (Olympus BX51, Olympus America,
Inc.) using a U-MWU2 filter (excitation, 330–385; emission,
420 nm). Hypophysiotropic positive neurons corresponded to
blue stained cells. PVN TRHergic cells were identified using a
U-MNG2 filter (excitation, 530–550 nm; emission, 590 nm);
positive neurons were stained with red. Images were captured
with a �10 or �40 objective and analyzed by computer using
Image-Pro Plus 7.0 software (Media Cybernetics, Inc.). Inte-
grated OD values of rhodamine-labeled TRH cells (minus back-
ground) were measured in six sections of aPVN for each animal;
mean of six OD values was taken as n � 1 (total n � 3/group).
For the analysis, we discarded those sections of the aPVN that
showed fluorogold labeling, which corresponded to the inter-
phase between the anterior and medial part of the PVN. We also
excluded from the analysis the periventricular zone of the aPVN
that contains some hypophysiotropic neurons.

Statistical analysis
Two-way ANOVA was performed to analyze body weight

and food intake of a different group of animals at each day of the
experiment; one-way ANOVA was used for the remainder of the

determinations. When significant (P �
0.05), analysis was followed by a Fisher’s
post hoc test.

Results

Food intake and body weight
As previously observed, food intake

and body weight were reduced in DIA
animals starting on the first and second
day of the experiment, respectively, vs.
controls (13). As reported by Jaimes-
Hoy et al. (13), body weight loss was
greater in DIA vs. FFR since d 2 (data
not shown).

Serum hormone levels
TSH serum concentration decreased

30% (0.94 � 0.1 ng/ml) in FFR group
vs. controls (1.6 � 0.2 ng/ml); in con-
trast, DIA group showed an almost
2-fold increase (2.8 � 0.6 ng/ml Stu-
dent’s t test, P � 0.05) vs. controls. T4

content decreased in both experimental
groups (DIA: 2.7 � 0.3; FFR: 3.75 � 0.3 �g/dl) vs. con-
trols (5.9 � 0.44 �g/dl); moreover, DIA animals had a
greater reduction vs. FFR (F (2, 77)� 34; P � 0.0001).

T3 concentration decreased to 42 � 5 and to 27 � 5
ng/dl in FFR and DIA animals, respectively, vs. controls
(59 � 1.6 ng/dl; F (2, 21) � 15.57; P � 0.0001).

AVP serum levels were not different among groups.
Control values: 33.5 � 9.8; FFR: 44 � 3.6; and DIA:
32.2 � 5.8 pg/ml. One-way ANOVA showed F (2, 16) �

0.911, P � 0.05.

Type 1 and 2 deiodinase activities in peripheral
tissues

Liver D1 activity decreased to 61 � 9% and 71 � 7%
in FFR and DIA animals, respectively, vs. controls (100 �

9%). Skeletal muscle total deiodinase activity increased in
DIA when compared to FFR group, whereas a decrease to
34 � 8% was observed in the latter vs. controls (100 �

17%). D2 activity from BAT increased more than 2-fold
in FFR (214.1 � 39.8%) and DIA animals (266 � 54%)
vs. controls (100 � 21%). D1 activity increased 2-fold in
anterior pituitary of DIA group (205 � 25%), whereas in
FFR rats it decreased to 35 � 6% vs. controls (100 � 9%).
D2 activity increased in the DIA group to 161 � 23% and
decreased to 52 � 6% in FFR animals vs. controls (100 �

17%) (Table 1).

FIG. 2. Dark-field illumination micrographs of representative samples of pro-TRH mRNA in
PVN. Images are low-power magnifications of anterior (1), medial (2), and caudal (3)
subdivisions of the PVN of control (A), FFR (B), and DIA (C) animals. III, Third ventricle. Scale
bar, 200 �m.
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AVP mRNA expression by RT-PCR
To analyze whether some changes in DIA animals

might be due to AVP levels, we analyzed its expression in
PVN and found it enhanced in both experimental groups
vs. controls (FFR, 173 � 3%; DIA, 157 � 3%; control,
100 � 2%; F (2, 15) � 616.7; P � 0.0001).

ISH histochemistry of pro-TRH mRNA in PVN
For analytical purposes we subdivided the PVN into

three zones, as previously described (31): aPVN (�1.1 to
�1.5 mm from bregma), mPVN (�1.5 to �2.0 mm from
bregma), and cPVN (�2.0 to 2.3 mm from bregma).

ISH experiments showed differences in pro-TRH expres-
sion among groups depending on PVN subdivision. TRH
expression in aPVN enhanced in DIA animals (303 � 63%)
by approximately 3-fold vs. controls (100 � 17%) and also
vs. FFR group (95 � 19%). mPVN of both experimental
groups showed decreased pro-TRH mRNA levels to 55 �
13% and 41 � 14% in FFR and DIA animals, respectively,

vs. controls (100 � 13%), secondary to
negative energy balance. Finally, TRH
mRNA levels increased in cPVN of DIA
(159 � 16%) vs. controls (100 � 18%)
and also vs. FFR (100 � 2%) animals
(Figs. 1 and 2).

Nonhypophysiotropic nature of
TRHergic PVN neurons

By injecting ip fluorogold to animals
of thethreegroups,wewereable toquan-
tify the TRHergic nonhypophysiotropic
cells in the aPVN of DIA rats and com-
pared them with those of control and
FFR animals. We found that TRH ex-
pression, visualized as rhodamine signal,
was increased to 165 � 2% in the aPVN
ofDIAanimals (Fig.3C)whencompared
with that of controls (100 � 15%) (Fig
3A) and FFR (92 � 7%) (Fig. 3B). Figure
3, D and E, depicts amplifications at �40
of the rhodaminesignal (panelD)andthe
lack of fluorogold-containing cells in the
aPVNofanorexicanimals (panelE).This
result confirmed that anorexic rats had a
greaterpro-TRHexpression in theaPVN
than control and FFR rats and that this
was found in nonhypophysiotropic neu-
rons. We confirmed the successful fluo-
rogold labeling by visualizing a double
labeling, with rhodamine and fluorogold
tracer, in TRHergic cells of medial (Fig.
3F) and caudal PVN (Fig. 3G).

D2 activity and mRNA content by ISH in MBH
FFRgroupshowedincreasedD2activity (FFR:165�12%;

C: 100 � 11%, 26 � 3 fmol *I/h/mg protein) as observed in
fasted animals (18); in DIA, it increased to 226 � 29% vs. con-
trols and was also enhanced vs. FFR values (Fig. 4A).

D2 expression increased 2-fold in FFR (262 � 51%)
and 4-fold in DIA animals (402 � 51%) vs. controls
(100 � 17%) (Figs. 4B and Fig. 5).

PPII-specific activity and mRNA content by ISH in MBH
PPII activity slightly decreased in FFR (82 � 7%) vs.

control animals (100 � 10%, 25 � 2 pmol �NA/min/mg
protein), whereas in DIA group it increased (136 � 17%)
vs. FFR (Fig. 6A).

PPII mRNA levels changed similarly to its activity: en-
zyme expression decreased in FFR vs. controls (48 � 4%
vs. 100 � 12%) and increased in DIA (130 � 22%) vs.
FFR rats (Figs. 6B and Fig. 7).

FIG. 3. Photomicrographs (�10 magnification) showing rhodamine-labeled TRHergic cells in
the aPVN subregion of control (panel A), FFR (panel B), and DIA animals (panel C) injected ip
with fluorogold tracer. D, �40 magnification of rhodamine-labeled TRHergic cells visualized
with the red filter of aPVN of anorexic animals. E, The same analyzed area with no fluorogold
tracer. F, Photomicrograph (�10) shows TRHergic cells labeled with rhodamine in the mPVN
or cPVN (panel G) of control animals. Inserts show �40 magnifications of TRHergic cells
labeled (red) and that of fluorogold-labeled cells (blue). Scale bar, 100 �m in �10
magnifications and 25 �m in �40 photomicrographs. One-way ANOVA of the integrated OD
of the rhodamine signal in the aPVN of groups of animals showed that F (2, 6) � 18; P � 0.01.
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Discussion

Hypothalamic neurons regulate energy homeostasis by
adjusting fuel degradation to nutrient availability of ani-
mals but also, by controlling their food intake; under neg-
ative energy balance, animals have increased appetite and
reduced energy utilization. TRHergic cells of mPVN and
cPVN are hypophysiotropic; by controlling HPT axis,
TRH regulates thermogenesis, metabolic rate, and energy
homeostasis. TRH is also implicated in anorexic effects,
because its icv injection reduces feeding in animals (6–8)
and also because hypothalamic TRH-synthesizing neu-
rons coexpress receptors for orexigenic and anorexigenic
peptides; NPY and AgRP inhibit whereas �-MSH and lep-
tin stimulate TRH expression (34).

In an attempt to separate TRH effects in feeding from
its hypophysiotropic role, we subjected animals to DIA
and compared their PVN TRH expression with that of
animals under similar negative energy balance but with

differential motivation to eat (FFR). DIA animals avoid
food despite their increased orexigenic neuropeptide syn-
thesis (NPY), decreased expression of anorexigenic brain
signals (�-MSH) (14), reduced leptin, and high cortico-
sterone serum levels (13, 14), which suggest that their feed-
ing-regulatory pathways are impaired.

We have previously observed that TRH expression in
whole PVN (by semiquantitative RT-PCR), peptide re-
lease, and TSH serum content increase in anorexic animals
vs. FFR and controls (13). ISH study showed here that
TRH expression in a subset of hypophysiotropic cells
(mPVN) decreased in DIA and FFR groups, suggesting
that HPT changes of anorexic animals were not due to
activation of TRHergic neurons of this part of PVN. How-
ever, we found that in the caudal part of medial PVN
(cPVN), hypopysiotropic TRHergic cells were activated
only in the DIA group. This might explain enhanced TRH
release and altered TSH serum levels in DIA vs. FFR an-
imals (13). Our results pointed to a subspecialization of

hypophysiotropic TRHergic cells,
which is supported by the uneven dis-
tribution of ARC �-MSH and CART
afferents between medial and caudal
TRH-expressing cells (5, 35) and by the
diverse origin of projections of ARC
NPY-expressing cells to TRHergic hy-
pophysiotropic cells (3). These findings
agreed with the increased c-fos expres-
sion in cPVN but not in mPVN neurons
observed in DIA animals (36). This
leads to a heterogeneous control of
TRH expression in hypophysiotropic
cells by known regulating factors. Sub-

FIG. 4. MBH D2 activity and mRNA expression by ISH. D2 specific activity
and mRNA levels in MBH of control, FFR, and DIA animals killed on d 7. A,
D2 enzyme activity determination was performed by radiolabeled iodide
(125I) release technique. Values are expressed as the mean � SEM of
percent of control (100%). Control values of D2 specific activity were
23.8 � 3.8 fmol 125I/mg protein/h. One-way ANOVA showed (F (2, 41) �
8.77; P � 0.001). B, D2 mRNA content was measured by ISH
histochemistry (F (2, 5) � 11.2; P � 0.05). Values are expressed as the
mean � SEM of percent of control (�100%) integrated OD. *, P � 0.01
vs. control; **, P � 0.01 vs. FFR.

FIG. 5. Dark-field illumination micrographs demonstrating in situ hybridization products of
D2 mRNA in the ME. Images are low-power magnifications of MBH of control (A), FFR (B),
and DIA (C) animals. III, Third ventricle. Scale bar, 200 �m.

FIG. 6. MBH PPII activity and mRNA expression by ISH. PPII specific
activity and mRNA levels in MBH of control, FFR, and DIA animals killed
on d 7. A, PPII activity determination was performed by fluorometric
assay. Values are expressed as the mean � SEM of percent of change
vs. control data (�100%). One-way ANOVA showed (F (2, 10) � 4.4;
P � 0.05). Control values of PPII specific activity were 25.3 � 2.5
pmol/min/mg of protein. B, mRNA content was measured by ISH
histochemistry. Values are expressed as the mean � SEM of percentage
of control data (�100%), of integrated OD; one-way ANOVA showed
(F

(2, 7)
� 8.67; P � 0.05). *, P � 0.05 vs. control; **, P � 0.05 vs. FFR.
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specialization of PVN cells also raises the possibility that
activation of cPVN neurons in DIA may overcome inhi-
bition of other TRHergic hypophysiotropic cells, chang-
ing their resultant TRH release to the portal blood.

TRH mRNA levels increased in aPVN cells of DIA ani-
mals; most of these neurons do not project into ME (37), but
to ARC and dorsomedial hypothalamic nuclei that regulate
food intake; also to brain regions involved in other aspects of
feeding such as motivation and locomotion (2). We con-
firmed that the enhanced TRH expression observed in the
aPVN of anorexic rats occurred in TRHergic nonhypophy-
siotropic cells. This was possible by injecting animals ip with
fluorogold tracer and observing an increased signal of rho-
damine-labeled TRHergic cells that did not contain fluoro-
gold inaPVN.Thus, it is likely thatanorexicbehaviorofDIA
animals might result (at least in part), from activation of
those cells. Interconnections of aPVN TRHergic cells with
feeding-regulatory centers are also evidenced by the robust
innervations they receive from ARC AgRP/NPY and
�-MSH/CART-expressing neurons (3).

Given that PVN vasopressinergic cells are activated
during dehydration (38, 39), we ruled out AVP participa-
tion in TSH release and HPT axis abnormalities of DIA
animals by observing that their PVN mRNA levels were
similarly increased as in FFR and by the similar AVP serum
content found in both experimental groups vs. controls.
Our results are in agreement with others (40) that observe
increased AVP hypothalamic content (probably due to
high synthesis) in dehydrated rats but inhibited peptide
release from the neurohypophysis vs. euthyroid-euhy-
drated and vs. hypothyroid-euhydrated animals.

MBH deiodinase (D2) expression and activity
D2 expressed in tanycytes of third ventricle is responsible

for local T3 content (29). Increased D2 activity in fasted an-
imals (18) elevates hypothalamic T3 concentration, which
diminishes PVN TRH expression (18). Because tissue T3

concentration regulated by deiodinases does not necessarily

reflecthormoneserumlevels (41–43),we
compared MBH D2 activity and expres-
sion between experimental animals that
presented low T3 circulating content. We
found, as expected, the increased D2 ex-
pression and activity in FFR animals but
also in DIA, which might induce their
similar decreased TRH synthesis in
mPVN. However, because TRH expres-
sion was increased in cPVN only in DIA
rats, this argues in favor of different re-
sponsive subsets of hypophysiotrophic
TRHergic neurons to the increased activ-
ity of MBH D2. To understand the dif-
ferential response of hypophysiotropic

TRH cells found here, it would be interesting to analyze the
expressionpatternofTHtransporters (MCT8,OATP1c1) in
mPVN vs. cPVN TRHergic hypophysiotrophic cells.

Peripheral deiodinases activity
Distinct body weight loss between experimental groups,

despite their identical food intake and decreased serum TH
levels, led us to analyze deiodinase activities in peripheral
tissues thatmight contribute to the resultinghighTSHserum
concentration and weight loss in DIA.

Only muscle and pituitary had differential deiodinase ac-
tivities; other tissues responded similarly in both groups,
most likely due to their low circulating TH levels. Increased
total deiodinase activity and likely high T3 levels in skeletal
muscle of DIA animals might contribute to atrophy of myo-
cytes and to their higher weight loss than FFR. This was
consistent with the observed elevation of deiodinase activity
inmuscleof illmice,which isnot related toadiminished food
intake (44). Pituitary D2 activity of FFR decreased as ob-
served in fasted animals (45), whereas the DIA group had
increased D1 and D2 activities. Enhanced pituitary D2 ac-
tivity seemed not the explanation of the high TSH levels of
DIAanimalsbecause localT3 contentmightalsobe elevated,
which is known to decrease TSH synthesis (46). Our results
would better support differential MBH TRH release of an-
orexic animals as the main factor involved in their serum
TSH levels. High TRH release from ME of DIA animals
might increase pituitary D2 activity, as observed in cultured
cells added with the peptide (47, 48).

MBH pyroglutamyl aminopeptidase expression
and activity

WeanalyzedPPIIactivity todeterminewhetherTRHdeg-
radation step in MBH might be relevant for differential pep-
tide release and TSH serum levels between DIA and FFR
animals.

FIG. 7. Dark-field illumination micrographs demonstrating ISH products of PPII mRNA in the
periventricular zone, ARC, and ME. Images are low-power magnifications of MBH of control
(A), FFR (B), and DIA (C) animals. III, Third ventricle. Scale bar, 200 �m.
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MBH PPII activity and expression were found increased
in the DIA and decreased in the FFR group. The higher PPII
activity inanorexic animalsmightbedegradingTRH(which
is highly released in those animals) to normalize TSH levels
and HPT axis function, in a long term; this is supported by
the inappropriately low TSH levels of the DIA group, given
their greater decrease of TH serum levels when compared
with FFR values. In a long term, this might induce the non-
thyroidal illness condition of anorexic patients (49), which is
characterized by normal TSH levels and by a deregulated
HPT axis function (50).

In the present paper, we are giving evidence for activation
of TRHergic nonhypophysiotropic neurons in aPVN of an-
orexic animals that might be participating in their food in-
take inhibition. Results suggested a subspecialization of
TRHergic hypophysiotropic neurons that responded differ-
ently depending on the stimulus that caused the negative en-
ergy balance.

An implication of our results in anorexia nervosa is the
possibility that patients might have an increased TRH syn-
thesis from a subset of hypophysiotropic cells that, in early
phases of illness, favors high peptide release from ME and in
a long term might induce desensitization of pituitary TRH re-
ceptors[asadown-regulationofTRH-R1receptorsisdescribed
inDIA(13)].This is relevant, becauseoneof themost common
HPT axis alterations of anorexic patients is the retarded pitu-
itary TSH response to TRH administration (51, 52).

Ifduringdevelopmentofanorexia there isanactivationof
counteracting mechanisms to restore HPT axis homeostasis,
as the high MBH TRH-degrading enzyme activity observed
in DIA animals, this would help to understand the normal or
subnormal TSH serum levels of anorexic patients (53).
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