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Resumen 

Estresores sociales como el aislamiento social o la separación materna pueden tener efectos 

a largo plazo en el desarrollo neuroendócrino de las ratas. Los efectos de estos estresores 

dependen de diversos factores, incluyendo la edad y el sexo del individuo, la duración del 

estresor y otros factores externos. La actividad del eje hipotálamo-pituitaria-tiroides (HPT) 

es susceptible a varias formas de estrés. El objetivo del estudio fue determinar si el 

aislamiento social a partir del destete altera la actividad del eje HPT y su respuesta a un 

estresor ambiental, como el frío, en ratas macho y hembra adultas. También es de interés 

determinar si los efectos a largo plazo dependen del sexo del animal. Típicamente, la 

respuesta aguda a la exposición al frío incluye un aumento de la actividad del eje HPT, el 

cual comienza con un aumento de la expresión del gen de la hormona liberadora de 

tirotropina (TRH) en el núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV). Acompañando al 

aumento de expresión, también hay un aumento en la liberación de esta hormona de la 

eminencia media del hipotálamo. La TRH después estimula la síntesis y liberación de la 

tirotropina (TSH) en la pituitaria anterior, la cual estimula la síntesis y liberación de las 

hormonas tiroideas (HT) en la glándula tiroides.  

En este trabajo ratas Wistar macho y hembra se mantuvieron en aislamiento a partir del 

destete en el día postnatal (DP) 23 o se mantuvieron alojadas en compañía de otras ratas. Las 

ratas continuaron aisladas hasta la etapa adulta (DP 60). En el DP 60, la mitad de las ratas 

machos y hembras fueron expuestas a un ambiente frío (4°C) durante una hora, la otra mitad 

se mantuvo a temperatura ambiente (T. A.) sin perturbar. Todos los animales fueron 

sacrificados inmediatamente después de la hora de permanecer en el frío o T.A. Los niveles 

de ARNm de la Trh en el NPV; del Trhr1, Tshβ y Dio2 en la adenohipófisis y de genes 

asociados con la termogénesis en el tejido adiposo pardo (BAT) (Adrβ3, Pgc1a, Dio2 y Ucp1) 

fueron semi-cuantificados mediante RT-PCR de punto final. Las hormonas séricas (TSH, HT 

y corticosterona) fueron cuantificadas por radioinmunoensayos o ELISA. Encontramos que 

el aislamiento social provoca una reducción significativa de la concentración sérica de 

corticosterona en ratas hembras. El aislamiento social también provocó una disminución en 

la expresión de Trhde (el ARNm de PPII) y Dio2 en el hipotálamo mediobasal (HMB) de 

ratas machos. En ratas machos aisladas socialmente expuestas a frío, disminuyó la 

concentración sérica de la TSH comparado con el grupo control. En las ratas hembras aisladas 
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y expuestas a frío no se observó esta disminución de la concentración sérica de TSH. En la 

adenohipófisis, no se detectaron diferencias en la expresión de genes entre los grupos. En 

BAT detectamos un aumento de la expresión de Dio2 en ratas machos (el cual es uno de los 

genes relacionados a la termogénesis) cuando las ratas fueron expuestas a frío, y no vimos 

cambios que dependieran del aislamiento en ratas machos ni hembras. En conclusión, el 

aislamiento social induce diferencias en la actividad de la tiroides dependiendo del sexo del 

animal. El aislamiento social provoca que en las ratas machos se inhibiera parcialmente la 

activación del eje HPT en respuesta a la exposición al frío.  

 

1. Introducción 

Todos los días tenemos que lidiar con el estrés en alguna forma y esto impacta en la salud de 

cada individuo [Bolger, et al, 1989]. Desde que Hans Selye empezó a estudiar el estrés, los 

científicos han estado debatiendo acerca de la definición precisa de esta palabra [Koolhaas, 

et al, 2011]. En 1950, Selye describió que la reacción al estrés en todos los organismos tiene 

elementos comunes, y denominó a esta respuesta el síndrome de adaptación general [Selye, 

1950]. Basado en esta observación, definió al estrés como “la respuesta no específica del 

cuerpo a un estímulo dañino”. En los siguientes años, para ayudar a refinar el concepto, 

empezó a usar la palabra estresor para referirse al estímulo que produce la amenaza a la 

homeostasis [Koolhaas, et al, 2011]. La homeostasis se define como la estabilidad de las 

condiciones que son esenciales para la vida, como el pH o la temperatura corporal [McEwen 

& Wingfield, 2003]. Debido a que las condiciones a las que los organismos están sujetos no 

son estables, frecuentemente se necesitan modificar varios sistemas para conservar la 

homeostasis. El cambio en estos sistemas fue denominado alostasis.  Los procesos alostáticos 

no sólo mantienen la homeostasis en respuesta a cambios inmediatos, sino que pueden 

modificar aspectos más amplios de la supervivencia, como el comportamiento o la respuesta 

inmune. [McEwen & Wingfield, 2003]. La respuesta a los cambios en el ambiente puede 

llegar a ser inadecuada o demasiado prolongada. Esto ocasiona que el costo de mantener la 

homeostasis sea demasiado alto, lo que se conoce como carga alostática [Kloet, et al, 2005].   

En algunos casos, los cambios a los que los sujetos están sometidos presentan una naturaleza 

cíclica (como el ciclo día-noche), por lo que los organismos forman ritmos biológicos, lo que 

permite que los mecanismos endógenos de los individuos se adapten a demandas del 
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ambiente desde antes de que se presenten [Arellanes-Licea & Díaz-Muñoz, 2012]. Un 

ejemplo de este tipo de adaptaciones se puede observar en los camellos. Éstos permiten que 

su temperatura corporal descienda durante la noche, ya que durante el día su temperatura 

aumenta mucho, y estar fríos retrasa este aumento. Los camellos sólo recurren a este método 

cuando están deshidratados, ya que no pueden utilizar la evaporación del agua para reducir 

su temperatura corporal durante el día [Mrosovsky, 1990]. Otro ejemplo en ratas podría ser 

el uso de cromóforos. Para poder percibir luz, los cromóforos de los fotorreceptores deben 

ser reemplazados luego de haber sido expuestos a luz muy brillante. Después de haber sido 

excitados por luz, los fotorreceptores de ratas gastan más cromóforos durante el día que 

durante la noche. Esto permite que la adaptación a la oscuridad de los fotorreceptores de las 

ratas sea más veloz durante la noche [Xue, et al, 2015]. Este concepto está íntimamente 

relacionado con la reostasis, la cual es una noción que se refiere a “los procesos fisiológicos 

encargados de adaptar las funciones orgánicas a los cambios en las necesidades del 

organismo” [Arellanes-Licea & Díaz-Muñoz, 2012]. Recientemente la definición de estrés 

ha sido puesta a revisión, proponiendo que éste se refiera sólo a condiciones donde la 

demanda exceda la capacidad regulativa natural del organismo [Koolhaas, et al, 2011].  

1.1 El eje hipotálamo-pituitaria-adrenal 

El principal órgano encargado de regular la respuesta al estrés es el cerebro, donde empieza 

la coordinación de los dos sistemas principales encargados de controlar la respuesta al estrés: 

el sistema nervioso simpático (SNS) y el eje hipotálamo-pituitaria-adrenal (HPA) [Koolhaas, 

et al, 2011]. Esta respuesta activa los mecanismos alostáticos necesarios para mantener la 

homeostasis. Como mencionamos anteriormente, estos mecanismos están sujetos a efectos a 

largo plazo que pueden modificar el funcionamiento del eje HPA [Frodl & O’Keane, 2013]. 

La regulación del eje HPA está caracterizada por la síntesis de la hormona liberadora de 

corticotropina (CRH) en el núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV), la cual es liberada 

de la eminencia media hacia el sistema portahipofisiario en respuesta a estímulos somáticos 

o a un estrés psicológico percibido. Esta hormona es transportada a las células corticotrópicas 

en la pituitaria anterior, donde activa la síntesis y liberación de la corticotropina (ACTH), la 

cual, a su vez, promueve la síntesis y liberación de glucocorticoides (principalmente cortisol 

en humanos y corticosterona en ratas) de las glán- 
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Ilustración 1. Diagrama del eje hipotálamo-pituitaria-adrenal. Cuando (la presencia o acción de) un estresor 

es percibido, el hipotálamo libera hormona liberadora de corticotropina (CRH o CRF), que se sintetiza en el 

núcleo paraventricular del hipotálamo. Los glucocorticoides pueden activar o inhibir al eje uniéndose a sus 

receptores en el hipocampo. El CRH promueve la síntesis y liberación de la corticotropina (ACTH) en la 

pituitaria. La corticotropina promueve la síntesis y liberación de los glucocorticoides en la corteza de la 

glándula adrenal. Los glucocorticoides causan cambios metabólicos en los tejidos blanco. Además, los 

glucocorticoides ejercen una retroalimentación negativa sobre la síntesis y liberación de la corticotropina y la 

hormona liberadora de corticotropina en la pituitaria y el núcleo paraventricular, respectivamente. 

Inflamación o traumas en edades tempranas pueden provocar que se altere la actividad del eje HPA. Obtenido 

de Pariante & Lightman, 2008 

 

dulas adrenales. Los glucocorticoides ejercen una retroalimentación negativa sobre la síntesis 

y liberación de CRH y ACTH en el NPV y la pituitaria, respectivamente, regulando de esta 

forma su propia secreción [Myers, et al, 2014; Frodl & O’Keane, 2013]. En la ilustración 1 
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se puede observar el funcionamiento del eje HPA, el cual recibe señales regulatorias 

activadoras e inhibidoras del hipocampo. Ya liberado, el cortisol afecta el metabolismo de 

hueso y grasa [Fried, et al, 1998], la respuesta cardiovascular, la función inmune (la cual 

suprimen) [Frodl & O’Keane, 2013], mantenimiento de la presión arterial [Ulrich-Lai, et al, 

2006] y puede movilizar reservas energéticas para contender con la demanda que esté 

ejerciendo el estresor [Kloet, et al, 2005]. En animales sociales como ratas y humanos, el eje 

HPA contribuye a mecanismos que contribuyen a la supervivencia del grupo. En estas 

especies, el aislamiento social es considerado un potente estresor y puede provocar que el 

animal se vuelva más responsivo ante distintos estresores [Hawkley, et al, 2012], como el 

estrés por inmovilización o la exposición a frío [Dronjak, et al, 2004]. Afecciones del eje 

HPA pueden tener consecuencias negativas para el individuo, como se puede apreciar en 

pacientes con hipercortisolismo, los cuales muestran desarrollo prematuro de atrofia cerebral 

[Simmons, et al, 2000] y niveles elevados de ácidos grasos en la circulación [Xu, et al, 2009].  

 

 

1.2 El eje hipotálamo-pituitaria-tiroides 

Diversos estímulos ambientales pueden representar un estrés psicológico y/o físico, alterando 

la homeostasis energética del organismo [Maniam & Morris, 2012]. El eje hipotálamo-

pituitaria-tiroides (HPT) es un importante regulador de esta homeostasis, y las hormonas 

tiroideas (HT) tienen un papel crucial en la regulación del metabolismo energético. El eje 

HPT es regulado por la hormona liberadora de tirotropina (TRH), la cual es sintetizada por 

neuronas hipofisiotrópicas del NPV. Los axones de estas neuronas tienen proyecciones hacia 

la eminencia media, donde las terminales sinápticas liberan a la TRH hacia el sistema 

portahipofisiario, que transporta la TRH hasta la pituitaria anterior. En la base del tercer 

ventrículo se encuentran células modificadas de origen glial, llamadas tanicitos que expresan 

a la piroglutamil peptidasa II (PPII o Trhde) en la membrana [Heuer, et al, 1998; Charli, et 

al, 1998] enzima que reconoce y degrada específicamente a la TRH liberada en la eminencia 

media [Sanchez, et al, 2009], pero no en la pituitaria anterior [Cruz, et al, 2008]. En la 

pituitaria anterior, la TRH se une a su receptor (TRH-R1) y controla la síntesis y liberación 

de la tirotropina (TSH) [Fekete & Lechan, 2014]. Esta hormona, a su vez, activa la síntesis y 
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liberación de las hormonas tiroideas (HT) en la glándula tiroides [Fekete & Lechan, 2014]. 

Es mediante estas hormonas, que el eje HPT regula varias funciones biológicas en sus tejidos 

blanco (ej. hígado, músculo, tejido adiposo, corazón). La tetrayodotironina (T4) constituye 

la mayor parte de las HT sintetizadas en la glándula tiroides, aunque después es convertida a 

triyodotironina (T3) mediante la actividad de las desyodasas tipo 1 y 2 (D1 y D2). A pesar 

de que ambas hormonas son reconocidas por receptores en diversos tejidos, es T3 la que 

presenta mayor actividad biológica [Larsen, 1972]. La actividad de estas desyodasas varía 

entre tejidos [Joseph-Bravo, et al, 2015]. Es importante resaltar que las HT ejercen una 

retroalimentación negativa rigurosa sobre la síntesis y liberación tanto de TRH en el 

hipotálamo como de TSH en la pituitaria [Fekete & Lechan, 2014]. En la ilustración 2 se 

puede observar el funcionamiento de este eje. El balance energético negativo, como el ayuno 

o la restricción alimenticia, inhiben al eje tiroideo, disminuyendo la síntesis y liberación de 

TRH y por lo tanto de TSH y HT. Por el contrario, las demandas energéticas, como el 

ejercicio o la exposición al frío, activan al eje HPT, promoviendo un aumento de la síntesis 

y liberación de TRH, TSH y HT en el NPV, la pituitaria y la glándula tiroides, 

respectivamente [Jospeh-Bravo, et al, 2015]. El eje HPT y el eje HPA guardan una estrecha 

relación, más allá de compartir el NPV y la pituitaria como partes integrales de su 

funcionamiento, por ejemplo, niveles circulantes de corticosterona pueden inhibir la 

actividad del eje HPT [Ahlquist, et al, 1989]. Congruentemente con esta observación, los 

choques eléctricos en las patas de ratas, que causan un aumento en la concentración sérica de 

corticosterona, provocan que se inhiba la actividad del eje HPT [Helmreich, et al, 2005]. En 

condiciones basales, se ha observado que hay una relación inversa entre la expresión de Trh 

en el NPV y los niveles en suero de HT [Fliers, et al, 2014]. Esta regulación dio origen al 

concepto de un punto de ajuste del eje HPT. El punto de ajuste del eje HPT es una relación 

fija entre TRH, TSH y HT. Cuando el punto de ajuste es modificado, cambia la relación entre 

estas hormonas. En pacientes hipotiroideos, frecuentemente se observa una concentración 

elevada de TSH en suero, mientras que en pacientes hipertiroideos se observan bajas 

concentraciones. Como resultado del punto de ajuste, en condiciones normales hay poca 

variación intra-individuos en los niveles basales de HT [Fliers, et al, 2014].  

El efecto agudo del frío sobre la actividad del eje HPT es transitorio. En la rata, la 

concentración sérica de TSH aumenta desde la primera hora de exposición al frío, lo cual 
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coincide con el aumento en la expresión de Trh en el NPV [Uribe, et al, 1993]. El aumento 

en la concentración sérica de T3 se observa con tiempos prolongados de exposición al frío 

(6-30 h), regresando a valores basales a las 48 horas [Zoeller, et al, 1990]. En BAT la 

actividad de D2 aumenta continuamente las primeras 24 horas, al igual que la expresión de 

UCP-1 [Murakami, et al, 2001]. La respuesta del eje HPT a distintos estímulos (entre ellos 

la exposición al frío) depende de las condiciones fisiológicas y hormonales del individuo 

[Sotelo-Rivera, et al, 2014]. Por ejemplo, una inyección de corticosterona una hora antes de 

exponer a las ratas al frío inhibe el aumento de la expresión de Trh en el NPV medio y caudal, 

además de inhibir el aumento de la concentración sérica de TSH, T4 y la actividad de D2 en 

BAT [Sotelo-Rivera, et al, 2014]. El aislamiento por 2 horas antes de exponer a las ratas al 

frío, atenúa el aumento en la expresión de Trh del NPV [R. Uribe, et al, 2011]. En adición a 

esto, ratas aisladas por dos semanas muestran un aumento en los niveles basales del ARNm 

de Avp (Arginina Vasopresina, AVP) en el hipotálamo. La AVP es una hormona sintetizada 

en neuronas hipotalámicas. Esta hormona es un importante regulador de la presión arterial, y 

se observa un aumento en la síntesis y liberación de ésta al exponer a las ratas a frío [Angulo, 

et al, 1991]. Además, se ha mostrado que también puede promover la actividad del eje HPA 

[Chowdrey, et al, 1995]. Cuando se aísla a las ratas por una o dos semanas, y además se 

exponen a frío por 3 horas diarias durante 4 días consecutivos, ocurre un aumento mayor en 

los niveles basales del ARNm de Avp cuando se compara con el aislamiento o la exposición 

al frío por separado; esto muestra que el estrés psicológico se suma con el estrés metabólico 

para provocar cambios en la respuesta adaptativa al frío [Angulo, et al, 1991]. El mecanismo 

por el cual los glucocorticoides (GC) inhiben la actividad del eje HPT, contempla la 

activación de su receptor GR, que interfiere con el efecto estimulador de la norepinefrina 

sobre los niveles de ARNm de Trh [Sotelo-Rivera, et al, 2014].  
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Ilustración 2. Diagrama del eje hipotálamo-pituitaria-tiroides.  La hormona liberadora de tirotropina (TRH) 

es producida por neuronas del núcleo paraventricular del hipotálamo. Las terminales nerviosas de estas 

neuronas liberan TRH en la eminencia media del hipotálamo hacia el sistema portahipofisiario. La TRH es 

transportada a la pituitaria, donde promueve la síntesis y liberación de la tirotropina (TSH), la cual, a su vez, 

promueve la síntesis y liberación de las hormonas tiroideas (HT) T3 y T4 en la glándula tiroides, las cuales 

causan cambios metabólicos sobre los tejidos blancos. Estas hormonas ejercen una retroalimentación negativa 

sobre la síntesis y liberación de la TRH y la TSH en el NPV y la pituitaria, respectivamente. Obtenido de 

Zoeller, et al, 2015 

 

1.3 La termogénesis durante el frío 

En especies homeotérmicas, el frío es un estresor físico que provoca que el organismo se 

adapte a éste para su supervivencia. La supervivencia de animales neonatos depende 

directamente de su capacidad de mantener estable su temperatura corporal [Greff, 2011]. En 

humanos expuestos a ambientes que se encuentran a menor temperatura que la corporal, el 

calor fluye desde el cuerpo hacia el ambiente principalmente a través del contacto de la piel 

con el exterior. Para contender con esto, los humanos tienen dos mecanismos principales: 
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respuestas vasomotoras y respuestas metabólicas. Las respuestas vasomotoras reducen la 

transferencia de calor del núcleo corporal hacia la piel, limitando el calor que pierde el cuerpo 

al ser expuesto al frío. Las respuestas metabólicas producen calor para reemplazar el que 

fluye hacia el ambiente [Institute of Medicine and Committee on Military Nutrition Research, 

1996]. En los roedores, durante la exposición al frío, se activa el eje HPT y se promueve la 

liberación de las HT de la glándula tiroides. Éstas actúan de forma sinérgica con el SNS para 

promover la termogénesis en el tejido adiposo pardo (BAT por sus siglas en inglés). La 

norepinefrina, liberada por el SNS en respuesta al frío, se une a su receptor beta-3 adrenérgico 

(Adrβ3) en las células del BAT, lo que provoca un aumento de cAMP, activando a la proteína 

quinasa A (PKA). La PKA puede fosforilar a la lipasa sensible a hormonas (HSL) activando 

la lipólisis, lo que promueve el aumento de la concentración intracelular de ácidos grasos 

libres. Los ácidos grasos son importados a la mitocondria por la carnitil palmitoyl transferasa 

1a,  

Ilustración 3. Diagrama de la adaptación termogénica. Durante la exposición al frío, al activarse el eje 

HPT, se promueve la liberación de hormonas tiroideas (HT). Éstas actúan de forma sinérgica con el sistema 

nervioso simpático (SNS) para promover la termogénesis en el tejido adiposo pardo (BAT por sus siglas en 

inglés). La norepinefrina, liberada por el SNS en respuesta al frío, es reconocida por el receptor beta-3 

adrenérgico (Adrβ3) en el BAT, lo que provoca un aumento de cAMP, activando a la proteína quinasa A 

(PKA). La PKA puede fosforilar a la lipasa sensible a hormonas (HSL) activando la lipólisis, lo que 
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promueve el aumento de concentración de ácidos grasos libres. Los ácidos grasos son importados a la 

mitocondria por la carnitil palmitoyl transerasa 1a, permitiendo la oxidación de éstos, lo que aumenta la 

actividad de la proteína desacopladora 1 (UCP1), la cual desacopla la fosforilación oxidativa produciendo 

calor. La PKA también fosforila el factor transcripcional CREB, aumentado así la síntesis de la Dio2, lo cual 

lleva a una mayor producción de T3 intracelular a partir de la desyodación de T4. De esta manera, T3 

aumenta la transcripción y actividad de la proteína UCP1. Además de esto, la T3 aumenta la actividad 

estimuladora de la norepinefrina. 

Obtenido de M. López, et al, 2013 

 

 

permitiendo la oxidación de éstos, lo que aumenta la actividad de la proteína desacopladora 

1 (UCP1), la cual desacopla la fosforilación oxidativa produciendo calor. La PKA también 

fosforila el factor transcripcional CREB, aumentado así la síntesis de la Dio2, lo cual lleva a 

una mayor producción de T3 intracelular a partir de la desyodación de T4. De esta manera, 

T3 aumenta la transcripción y actividad de la proteína UCP1, la cual libera calor, como se 

explica más adelante. Además de esto, la T3 aumenta la actividad estimuladora que la 

norepinefrina ejerce sobre la concentración intracelular de cAMP [López, et al, 2013]. En la 

ilustración 3 se puede observar este mecanismo. Debido a que la fosforilación oxidativa 

sucede en la mitocondria, un aumento en la cantidad de mitocondrias también promueve un 

aumento de la termogénesis. El coactivador de receptor-γ activado por el proliferador de 

peroxisoma (PGC-1α) es miembro de una familia de coactivadores que regulan de forma 

coordinada las rutas metabólicas en distintos tejidos. PGC-1α es un regulador maestro de la 

biogénesis mitocondrial. En tejido adiposo pardo, PGC-1α promueve la oxidación de ácidos 

grasos y la expresión de Ucp-1. La expresión de Pgc1a es activada por el frío, y ratones con 

mutaciones en esta proteína presentan una termogénesis deficiente [Lin, et al, 2005]. 

 

1.4 La adolescencia en ratas 

La adolescencia, frecuentemente definida como el periodo de transición físico, psicológico y 

social entre niñez y adultez [Blakemore, 2008], es una temporada crítica durante el desarrollo. 

En esta etapa hay cambios físicos y hormonales significativos. Específicamente, hay 

maduración del cerebro y del eje HPA. En humanos, el eje HPA madura antes que los 

sistemas cerebrales que controlan las emociones, la cognición y el aprendizaje, lo que 

posiblemente esté asociado con el aumento a la susceptibilidad a desarrollar psicopatologías 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1550413105001427#!
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en la adolescencia y el hecho de que estresores que suceden durante la adolescencia están 

asociados con la aparición de enfermedades psiquiátricas en etapas de desarrollo posteriores 

[Toledo-Rodríguez & Sandi]. 

 En ratas, se considera que la adolescencia dura desde el día postnatal (DP) 21-28 hasta el 

DP 55-60. Debido a la alta variabilidad con la que se presentan los marcadores físicos, 

muchos laboratorios clasifican las etapas de la adolescencia en ratas utilizando días 

postnatales [McCormick & Mathews, 2007]. La adolescencia se divide en tres etapas: la 

prepubertad o adolescencia temprana (DP 21-34) empieza desde el destete, y termina cuando 

empieza la pubertad, la cual se presenta aproximadamente en el DP 34. La pubertad o 

adolescencia media inicia el DP 34 y termina el DP 46, y la postpubertad o adolescencia 

tardía empieza el DP 46 y termina el DP 60 [McCormick & Mathews, 2007]. A partir del DP 

60, se considera que las ratas ya son adultas, en el sentido de que alcanzaron la madurez física 

y sexual. En ratas Wistar, las hembras alcanzan la pubertad alrededor del DP 34-36, que es 

cuando hay abertura vaginal, mientras que los machos alcanzan la pubertad hasta el DP 40-

42, cuando el glande se separa del prepucio [McCormick & Mathews, 2007]. Es importante 

resaltar que las edades en las que se encuentran estos marcadores pueden variar dependiendo 

de factores externos, incluyendo la dieta, el manejo de las ratas y exposición a 

glucocorticoides, y que la maduración sexual y neuroendócrina frecuentemente no suceden 

simultáneamente. La corticosterona alcanza los niveles observados en las ratas adultas entre 

el DP 21-28, a pesar de que otros componentes del eje HPA están desfasados, como el 

receptor de glucocorticoides en el cerebro, que alcanza los niveles adultos en las primeras 

dos semanas de vida. Las ratas en prepubertad liberan corticosterona por más tiempo que las 

ratas adultas cuando el eje HPA es estimulado, ya que los sistemas de retroalimentación no 

están completamente maduros [McCormick & Mathews, 2007]. Además de presentar 

diferencias en el funcionamiento del eje HPA con respecto a las ratas adultas, las ratas en 

prepubertad presentan una menor concentración de insulina y T4 y mayor T3 en la 

circulación. A pesar de que la prepubertad sea un factor significativo que modifica la cantidad 

de insulina, T4 y T3 en circulación, un estrés agudo por restricción de movimiento durante 

la prepubertad o en la adultez no tiene efectos a corto ni a largo plazo en estas hormonas 

[Romeo, et al, 2007]. 

En ratas adultas que son expuestas repetidamente a ciertos tipos de estrés, se presenta un 
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fenómeno de habituación, y se reduce la cantidad de glucocorticoides liberados cuando las 

ratas son expuestas a este estrés [McCormick & Mathews, 2007]. Este fenómeno, aunque 

bien documentado, puede presentar mucha variación entre individuos expuestos al mismo 

estrés. Por ejemplo, un estudio encontró que, de 54 ratas machos expuestos una vez por 

semana durante tres semanas a un estrés psicosocial moderado, sólo el 52% mostró una 

disminución en la liberación de ACTH y cortisol [Wüst, et al, 2005]. En ratas neonatas, no 

se presenta este fenómeno, y por el contrario la exposición al mismo tipo de estrés provoca 

un aumento en la liberación de ACTH y corticosterona. En la adolescencia media, la 

habituación (medida por la cantidad de corticosterona liberada) depende tanto del sexo del 

individuo como del tipo de estresor [McCormick & Mathews, 2007].  

 

 

 

2. Antecedentes 

2.1 El aislamiento social durante la adolescencia 

Diversos estímulos ambientales durante etapas tempranas del desarrollo pueden tener efectos 

neuroendócrinos y en el comportamiento de las ratas a largo plazo, y estos efectos son 

dependientes de la edad en la que suceden.  Por ejemplo, si se aísla socialmente a las ratas 

machos a partir del destete de forma que puedan oler, ver y escuchar a las demás ratas, se 

puede observar un decremento en la inhibición prepulso (IPP) del reflejo de la respuesta de 

sobresalto, mientras que, en ratas aisladas durante la etapa adulta, no se observa esta 

inhibición [L. S. Wilkinson, et al, 1994]. Además, se ha observado que el aislamiento social 

a partir del destete provoca que los machos aislados se vuelvan más agresivos [N. 

Wongwitdecha, C.A. Marsden, 1996]. Adicionalmente, el aislamiento social después del 

destete también provoca cambios en el cerebro. Se ha observado que la función del receptor 

GABAA disminuye en ratas machos aislados, además de que este tratamiento puede 

modificar tanto las concentraciones de esteroides neuroactivos [M. Serra, et al, 2000] como 

la actividad neuronal basal en ciertas regiones del hipocampo [S. Muchimapura, et al, 2002]. 

Los efectos del aislamiento social no sólo son distintos dependiendo de la edad en la que se 
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presente, sino que también dependen del sexo del individuo que está siendo estresado. Por 

ejemplo, el aislamiento social en ratas adolescentes machos y hembras desde el día postnatal 

30 al día 50, altera la reactividad del eje HPA cuando los animales adultos son expuestos 30 

min a la restricción de movimiento (estrés psicológico); la liberación de ACTH y 

corticosterona es mayor en las hembras, mientras que en los machos es menor comparado 

con los animales controles [Weintraub,et al, 2010]. Este mismo aumento de liberación de 

corticosterona se observa al exponer a las ratas machos a choques eléctricos en la patas 

después de aislarlos durante 30 días después del destete [M. Serra, et al, 2000]. Además, en 

resultados preliminares de nuestro laboratorio, se observó que la separación materna durante 

la lactancia (un momento muy importante del desarrollo) atenúa la respuesta del eje tiroideo 

al frío en ratas macho adultas. Sin embargo, en estudios anteriores se ha observado que ratas 

que fueron aisladas desde el destete y posteriormente expuestas a re-socialización rescatan 

algunos de los síntomas provocados por el aislamiento social a largo plazo [Seffer, et al, 2015] 

pero no todos [Pascual, et al, 2016].  

 

2.2 Diferencias de los efectos del estrés dependientes del sexo del individuo 

La actividad del eje HPA responde a distintas concentraciones de hormonas sexuales en los 

individuos. En general, el estrógeno estimula la liberación de ACTH y de glucocorticoides 

mientras que la testosterona inhibe la actividad del eje HPA [V. Viau, et al, 2005]. La 

adolescencia está marcada por un aumento en la liberación basal de las hormonas del eje 

HPA y de las hormonas sexuales. Las diferencias dependientes del sexo en la actividad del 

eje HPA aparecen durante esta etapa del desarrollo, y el hecho de que en la adolescencia haya 

una activación más prolongada del eje HPA cuando se somete a estrés (comparado con la 

etapa adulta) provoca que el desarrollo del cerebro se vuelva vulnerable [V. Viau, et al, 2005]. 

En estudios anteriores se ha observado que un estrés durante la adolescencia puede provocar 

efectos que persisten durante la adultez, y estos efectos pueden ser dependientes del sexo. 

Específicamente, un estrés por aislamiento social durante la adolescencia aumenta la 

sensibilidad locomotora de las ratas hembras a la nicotina y anfetaminas en la etapa adulta, 

pero no de los machos [McCormick & Mathews, 2007]. Cuando son adultas, las ratas 

hembras muestran una mayor concentración de ACTH y corticosterona basal que las ratas 
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machos. Las altas concentraciones de corticosterona son amortiguadas parcialmente debido 

a que las ratas hembras también tienen una mayor concentración de globulina unidora de 

corticosterona, ya que sólo la corticosterona que no está ligada se considera biológicamente 

activa. Además, las ratas hembras tienen niveles más elevados de corticosterona y ACTH 

cuando son sometidas a un estrés durante el proestro que durante otras etapas del ciclo estral 

[Viau & Meaney, 1991]. En humanos, se observa que las mujeres adolescentes presentan 

más síntomas de depresión [B. L. Hankin, et al, 2007], y que son más vulnerables al estrés 

por rechazo social que los hombres adolescentes [L. R. Stroud, et al, 2002]. Sin embargo, 

muchos estresores psicológicos, como hacer operaciones aritméticas mentalmente, 

hostigamiento e incluso estresores del mundo real, como exámenes académicos provocan 

una mayor liberación de ACTH y cortisol en hombres jóvenes que en mujeres de la misma 

edad [B. M.Kudielka, C. Kirschbaum, 2005]. 

 

3. Justificación 

La adolescencia es una etapa crítica en el desarrollo. El estrés crónico durante este periodo 

tiene efectos a corto y largo plazo sobre la función del eje HPA en animales adultos, además 

de que existe una asociación clara entre una infancia o adolescencia estresante con 

alteraciones fisiológicas y conductuales en la vida adulta. No existe información sobre los 

efectos o cambios inducidos por el estrés en la adolescencia sobre la actividad del eje HPT 

en animales adultos. En el laboratorio se ha reportado que, en ratas adultas, la respuesta del 

eje HPT a la exposición al frío puede cambiar dependiendo del tipo de estrés agudo previo 

[Sotelo-Rivera, et al, 2014, Uribe, et al, 2011], sin embargo, desconocemos si esta respuesta 

se ve afectada en animales con un estrés crónico a una edad temprana. Por lo tanto, nos 

interesa determinar si las experiencias previas en una etapa importante del desarrollo, como 

en la adolescencia, tienen efectos sobre la actividad del eje HPT en animales adultos, si estos 

efectos son adaptativos o si aumentan la susceptibilidad del organismo a un estrés en la vida 

adulta y si dependen del sexo del individuo. Además, consideramos importante analizar los 

cambios a diferentes niveles de regulación del eje tiroideo. 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030105110400170X?via%3Dihub#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030105110400170X?via%3Dihub#!
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4. Hipótesis 

El aislamiento social desde el destete genera un estrés psicológico que modificará de manera 

diferencial entre machos y hembras el punto de ajuste del eje HPT en ratas adultas, alterando 

la respuesta adaptativa del eje tiroideo cuando los animales adultos sean expuestos al frío, lo 

que a su vez también alterará la expresión de algunos genes que regulan la termogénesis en 

el tejido adiposo pardo. 

 

5. Objetivos 

5.1 Objetivo general  

Evaluar los efectos del aislamiento social desde la pre-adolescencia y en respuesta a la 

exposición a un estrés físico agudo en ratas adultas machos y hembras sobre la actividad del 

eje HPT y la expresión de los genes que regulan la termogénesis en el tejido adiposo pardo. 

 

 

5.2 Objetivos particulares 

5.2.1 Estudiar los efectos del aislamiento social a partir de la pre-adolescencia y en la 

respuesta al frío en el animal adulto, en particular en la expresión de los genes que participan 

en regulación del eje HPT en el NPV del hipotálamo, hipotálamo medio-basal y pituitaria 

anterior, así como la concentración sérica de las hormonas TSH, T3 y T4 en ratas machos y 

hembras adultas. 

 

5.2.2 Analizar la respuesta adaptativa del tejido adiposo pardo en respuesta a la 

exposición al frío en ratas adultas machos y hembras para determinar si el aislamiento 

social la altera. 
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5.2.3 Determinar si el aislamiento social induce cambios sexo-específicos sobre la 

actividad del eje HPT en condiciones basales y en respuesta al frío. 

 

 

6. Metodología 

6.1 Animales 

Se usaron ratas hembras y machos de la cepa Wistar (3 meses de edad) del Bioterio del 

Instituto de Biotecnología, UNAM, para la cruza (un macho por dos hembras). Las ratas 

gestantes (n=10) se mantuvieron en cajas individuales con un ciclo de luz-oscuridad de 12 h 

(7:00 AM/7:00 PM) y con una temperatura constante de 22 ± 1 °C. Tuvieron libre acceso al 

alimento y agua. El alimento disponible era proporcional al número de ratas en cada caja. El 

día del nacimiento de las crías (día postnatal 0, DP0), se estandarizaron las camadas a ocho 

crías, tratando de tener 4 hembras y 4 machos por madre. Las ratas se mantuvieron en cajas 

de plástico con tapas de metal donde se colocó el alimento. 

 

 

6.2 Estrés por aislamiento social 

A partir del DP 21, al destete, la mitad de las ratas (machos y hembras) fueron alojadas 

aleatoriamente de forma individual hasta su vida adulta. Las ratas aisladas se mantuvieron en 

el mismo cuarto que las ratas que no estaban aisladas, de modo que pudieran oler, ver El resto 

de los animales se mantuvieron en grupos de 4 durante la adolescencia y en grupos de 2-3 

animales/caja llegando a la edad adulta (DP 60). Durante este tiempo no se manipuló a los 

animales excepto para el cambio de cama (2 veces/semana) y se registró su peso y consumo 

de alimento. El alimento se pesó cada dos días y el peso una vez a la semana. Los animales 

tuvieron acceso ad libitum al alimento y agua. Para corroborar nuestros resultados, se 

hicieron 2 experimentos independientes en hembras y 3 experimentos independientes para 
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machos, ya que, en el primer experimento de machos, el grupo control presentaba valores 

basales de corticosterona muy elevados. Para determinar si el aislamiento social tenía efectos 

sobre la masa grasa de las ratas y si este estrés y el frío cambian la masa de las glándulas 

adrenales, extrajimos y pesamos el tejido adiposo de tipo visceral (gonadal y retroperitoneal) 

y el subcutáneo (interescapular), así como las glándulas adrenales. A continuación, se 

muestra una figura con los grupos de estudio utilizados: 

 

6.3 Estrés agudo por exposición al frío 

En el DP 70, las ratas adultas se expusieron a 4 ° C (grupo de frío) o se mantuvieron a 

temperatura ambiente (control) durante una hora. El grupo de frío se mantuvo en aislamiento 

durante la exposición a 4 ° C. Una vez transcurrida la hora, todos los animales fueron 

sacrificados inmediatamente por decapitación con una guillotina. Se obtuvo la sangre troncal 

para cuantificar la concentración sérica de T3 y T4 por ELISA, de TSH y corticosterona por 

RIA y de triglicéridos con tiras reactivas (Accutrend, Roche). Se obtuvieron las glándulas 

adrenales en fresco, el tejido adiposo blanco gonadal, retroperitoneal e interescapular, y se 

almacenaron a -70°C para análisis posteriores. El cerebro y la adenohipófisis se extrajeron y 

almacenaron a -70°C para cuantificar por RT-PCR de punto final la expresión de ARNm de 

Trh en el NPV del hipotálamo; Trhde y Dio2 en hipotálamo mediobasal (que contiene la 

eminencia media), el ARNm de Trh-r1, Tshβ y Dio2 en adenohipófisis y el ARNm de Ucp-

1, Dio2, Pgc1a y el receptor β3 adrenérgico en tejido adiposo pardo.  
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Número de ratas por experimento: 

 

Se usaron las siglas N. T.A. (naïve, temperatura ambiente) para denominar a las ratas que fueron mantenidas 

en compañía de otras ratas y que no fueron expuestas a frío, ISO T.A. (isolation, temperatura ambiente) para 

denominar a las ratas aisladas que no fueron expuestas a frío, las N. 4°C fueron las ratas que no fueron aisladas 

pero que sí se expusieron al frío e ISO 4°C las ratas que fueron aisladas y expuestas al frío. 

 

 

Alojados en 

grupo 

(N. T. A.)  
  

Aislados 

 
(ISO. T. A.)  
  

Aislados + 

frío 
(ISO 4°C)  
  

Alojados en 

grupo + frío 
(N. 4°C)  
  

Machos  

Exp. 1: 

9 ratas 

  

Machos  
Exp. 1: 
9 ratas 
  

Machos  
Exp. 1: 
9 ratas 
  

Machos  
Exp. 1: 
9 ratas 
  

Machos  
Exp. 2: 
8 ratas 
  

Machos  
Exp. 2: 
8 ratas 
  

Machos  
Exp. 2: 
8 ratas 
  

Machos  
Exp. 2: 
8 ratas 
  

Machos  
Exp. 3: 
8 ratas 
  

Machos  
Exp. 3: 
7 ratas 
  

Machos  
Exp. 3: 
8 ratas 
  

Machos  
Exp. 3: 
8 ratas 
  

Hembras 
Exp. 1: 
7 ratas 
  

Hembras 
Exp. 1: 
7 ratas 
  

Hembras 
Exp. 1: 
8 ratas 
  

Hembras 
Exp. 1: 
7 ratas 
  

Hembras 
Exp. 2: 
8 ratas 
  

Hembras 
Exp. 2: 
8 ratas 
  

Hembras 
Exp. 2: 
8 ratas 
  

Hembras 
Exp. 2: 
8 ratas 
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6.4 Extracción de ARN total por el método de tiocianato de guanidina 

Todos los cerebros fueron disecados manualmente, se realizaron dos cortes de 1 mm de 

grosor. Del primer corte (Bregma -0.84 a -1.92 mm, Paxinos y Watson 2005) se obtuvo el 

NPV utilizando un ponche de 1 milímetros de diámetro y del segundo corte (Bregma -1.92 a 

-2.92 mm, Paxinos y Watson 2005) se obtuvo el hipotálamo mediobasal utilizando un ponche 

de .5 milímetros de diámetro. Para cuantificar la expresión de los genes involucrados en la 

regulación de la termogénesis en el tejido adiposo pardo, este se disecó y se pesó una pequeña 

porción (aproximadamente .015 gramos) por rata. La extracción del ARN total se realizó 

utilizando el método de extracción por tiocianato de guanidina [Chomczynski & Sacchi, 

1987].  

El primer día se homogenizó el tejido en buffer de tiocianato de guanidina. Se usó 1 ml de 

buffer por cada 0.1 g de tejido y se adicionó 7 µl de β-mercaptoetanol por cada ml de buffer. 

Se homogenizaron las muestras usando un sonicador marca Ultrasonic Homogenizer serie 

4710. Posteriormente, las muestras se centrifugaron 10 minutos a 2870 rpm a 4°C y se 

recuperó el sobrenadante. Después se desnaturalizaron y removieron las proteínas añadiendo 

fenol/cloroformo y extrayendo el sobrenadante después de centrifugar las muestras durante 

22 minutos a 10,000 rpm. Finalmente se precipitó toda la noche el ARN usando una cantidad 

de isopropanol igual al volumen recuperado. 

El segundo día se centrifugaron las muestras a 13500 rpm por 30 min a 4°C y se disolvió el 

precipitado en un buffer de tiocianato de guanidina y se precipitaron toda la noche en 

isopropanol. 

El tercer día se centrifugaron las muestras y se adicionó etanol para remover las sales. 

Después, se solubilizó el ARN en agua tratada con DEPC (0.1% dietil pirocarbonato). Se 

tomó un microgramo de ARN y se diluyó en 12 microlitros de agua tratada con DEPC para 

llevar a cabo la retrotranscripción.  
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6.5 Medición de la expresión génica mediante RT-PCR semi-cuantitativa 

de punto final 

Después de extraer el ARN, se llevó a cabo una retrotranscripción para obtener ADN 

complementario (c) a partir del ARN extraído. Se usó 1 microgramo de ARN suspendido en 

12 microlitros de agua tratada con DEPC. Para la retrotranscripción primero se 

desnaturalizaron las muestras durante 5 minutos a 65 °C y luego se agregó la mezcla de 

reacción: 8.9 µl de agua, 6 µl de Buffer para retrotranscripción, 3 µl de DTT, 1 µl de 

oligonucleótido dT (500ng/ µl), 0.6 µl de dNTPs (0.6 Mm) y 0.5 µl de enzima RT. Después, 

cantidades fijas de este ADNc se amplificaron mediante PCR usando la mezcla para PCR: 

entre 2- 4 µl de ADNc dependiendo del gen [Uribe, et al, 2014], entre 35-38 µl de agua, 5 µl 

de buffer para TAQ polimerasa 10x, 1 µl de dNTPs (10 Mm), 1 µl de oligonucleótidos (25 

pmol) sentido y antisentido, 0.5 µl de Taq polimerasa y 2.5 µl de MgCl2 (1.5 mM). El 

producto se corrió en un gel de agarosa al 2% y las bandas obtenidas se cuantificaron por 

densitometría. Para determinar cuántos µl de ADNc y cuántos ciclos se amplificó cada gen, 

se hicieron varios PCRs con distintas cantidades de ADNc y distintos ciclos, y se eligieron 

los que mejor permitieran diferenciar las distintas concentraciones de las bandas en el gel de 

agarosa. 

 Secuencia ADNc TM Ciclos Tamaño del 

amplificado 

Dio2 S     5’ GATGCTCCCAATTCCAGTGT 3’ 

AS 5’ AGGCTGGCAGTTGCCTAGTA 3’ 

2 µl 64° 26 ó 

27 

200 pb 

UCP1 S     5’ GGATCAAACCCCGCTACACTG 3’ 

AS 5’ CAGGATCCGAGTCGCAGAAAA 3’ 

2 µl 64° 18 450 pb 

PGC1-α S     5’ ATGGAGTGACATAGAGTGTGC  3’ 

AS 5’ GTGCTAAGACCGCTGCATTC 3’ 

3 µl 64° 28 459 pb 

TRH-R1 S 5’ GATCCGCCACAGCCAGACTCACCAG 3’ 

AS 5’ ACCCAGAGAAGCAGGCAGCGTGACA 3’ 

4 µl 67° 28 350 pb 

TSHβ S    5’ TTGGTTTTGACAGCCTCGTG 3’ 4 µl 55° 18 350 pb 
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AS 5’ TTCCGTGCTTTTCGCTCTTG  3’ 

Adrβ3 S     5’ TCTGTGCTGGCTGCCCTTCTT 3’ 

AS 5’ CTTCTCCTCCCCCAACCCTCAA 3’ 

4 µl 64° 28 351 pb 

TRH S 5’ GACAGCTAGTGAAGGGAACAGG 3’ 

AS 5’ CCCTGGATGGAGTCTGATGT 3’ 

4 µl 64° 23 358 pb 

Cyc S 5’CGAGCTGTTTGCAGACAAAGTTCC 3’ 

AS 5’ GATGGGGTGGGGGTGCTCTC  3’ 

4 µl 64° 18 ó 

19 

503 pb 

Tabla 1. Oligonucleótidos complementarios y condiciones de amplificación para cada 

gen 

Se utilizó ciclofilina en cada PCR para normalizar la cuantificación de cada gen. 

 

6.6 Cuantificación de la concentración sérica de hormonas por ELISA 

(Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) 

Se midió la concentración sérica de T3 y T4 utilizando un kit de ELISA (número de catálogo 

600 para T3 y 601 para T4 de Diagnóstica Internacional, Jal.) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Brevemente la prueba consistió en: 

Primero se realizó la adición de la muestra problema.  

Después se lleva a cabo la unión del antígeno específico al anticuerpo tapizado en el pocillo. 

Luego se hace el lavado del pocillo para eliminar el exceso de antígeno no unido.  

Después se adiciona el anticuerpo secundario conjugado con la enzima HRP (peroxidasa de 

rábano) y hay una unión del anticuerpo secundario al antígeno.  

Luego del paso anterior se lava el pocillo para eliminar el exceso de anticuerpo no unido y 

se adiciona el substrato. 

Finalmente, hay unión del substrato a la enzima y se lleva a cabo la reacción colorimétrica y 

cuantificación en el espectrofotómetro a 450 nm para T3 (sensibilidad 0.25 ng/ml) y T4 

(sensibilidad 0.5 µg/dl). 
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6.7 Medición de la concentración sérica de hormonas mediante 

Radioinmunoensayo (RIA) 

La concentración sérica de TSH y corticosterona se cuantificó por radioinmunoensayo, el 

cual está bien establecido en nuestro laboratorio desde hace varias décadas [Cohen, et al, 

1982]. 

La curva estándar se preparó por triplicado con 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000, 4000 

y 8000 pg/200 µl de amortiguador para RIA (amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.5 + 150 

mM NaCl + 0.25% BSA+ 50 mM EDTA). A estos tubos se les agregó anticuerpo contra la 

hormona a detectar. Para las muestras se tomaron 50 µl de suero de rata y se diluyeron 1:3 

en amortiguador para RIA para un total de 200 µl y después se agregó anticuerpo contra la 

hormona a detectar. Se incubaron los tubos a temperatura ambiente toda la noche y 

posteriormente se añadieron 100 µl de hormona marcada a cada tubo. Después de dejarlos 

incubando otra vez toda la noche se les añadió anticuerpo contra IgG de conejo (dilución 

1:40 en PBS, el cual consiste en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.5 + 150 mM NaCl) 

y 100 µl de suero normal de conejo al 2% en PBS. Después de dejarlos incubando por 2 horas 

a temperatura ambiente, se les añadió 1 ml de polietilenglicol al 4% en PBS y se centrifugaron 

a 5,000 rpm por 30 min a temperatura ambiente. Finalmente se cuantificaron las cuentas por 

minuto de cada tubo en un contador gamma. 

 

 

6.8 Medición de la actividad de la desyodasa 2 mediante ensayo 

radiométrico 

Para purificar las proteínas, se siguieron los siguientes pasos: 

Primero, se disecaron 50-60 mg de BAT y luego se agregó el buffer de homogenización (100 

mM NaPO4 pH6.8, 0.25M Sacarosa, 1mM EDTA pH6.8, 20mM DTT, completar el  

volumen  final  con  H2O  milli  Q) 1:10 g/ml y se homogenizó el tejido, teniendo cuidado 

de que no se calentara. Después de esto, se centrifugó a 4°C por 10 minutos a 700 g y se 

recuperó la fase intermedia usando aguja y jeringa y se pasó a otro tubo. Luego, se centrifugó 

este tubo por 11 minutos a 10,000 g y se recuperó el sobrenadante, se pasó un volumen fijo 
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de cada muestra a un tubo de ultracentrífuga y se centrifugó por 1 hora a 150,000. Luego, se 

desechó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 70-100 µl de buffer de homogenización, 

se dio un pulso de sonicación y se transfirió a un tubo limpio. Se cuantificaron las proteínas 

usando el método de Bradford usando 2.5 µl para cada muestra y se hicieron alícuotas con 

10 µg de proteína en 50 µl de buffer de homogenización y se guardaron a -80°C.  

La actividad de la D2 se midió por ensayo radiométrico en el tejido adiposo pardo como lo 

reportado por [Pavelka, 2010]. Se usó T4 marcada con I125 como sustrato y se agregaron 10 

μg de proteína de BAT y se incubó por 60 minutos. Se purificaron las hormonas marcadas 

usando Sephadex LH 20 (Sigma-Aldrich). El I125 se separó con 50WX2, l00–200 mesh (Bio-

Rad Life Sciences). Al final se cuantificaron las cuentas por minuto de cada muestra 

utilizando un contador gamma. 

 

6.9 Medición de temperatura corporal 

La temperatura corporal se midió con un termómetro por vía anal inmediatamente después 

de que cada rata fuera sacrificada. 

 

6.10 Análisis estadístico 

Debido a que los duplicados de los experimentos realizados en los machos fueron 

reproducibles, se juntaron los datos y las gráficas se representaron como el promedio del % 

de diferencia vs el grupo N.T.A. ± E.E.M. (error estándar medio). En el caso de las hembras, 

encontramos resultados opuestos en algunos parámetros analizados, por lo tanto, se muestran 

las gráficas de ambos experimentos representados como el % de diferencia vs el grupo N.T.A. 

± E.E.M. Los resultados se analizaron por ANOVA de 3 vías seguido de la prueba post hoc 

de Fisher. Estos análisis se hicieron usando el software Stat view versión 4.53. Se consideró 

una diferencia estadísticamente significativa con una p < 0.05, la cual se denota en las 

gráficas con un asterisco. En caso de que la p <0.01, se indica con dos asteriscos. 
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7. Resultados 

7.1 Efecto del aislamiento social sobre el peso corporal y el consumo de 

alimento 

Para estudiar los efectos del aislamiento sobre el crecimiento de los animales, se registró el 

peso corporal de los mismos. No se observaron cambios significativos entre los grupos 

aislados y los no aislados en el peso de las ratas macho ni de las hembras. Las ratas ganaron 

peso constantemente desde el inicio del experimento hasta el día del sacrificio (figura 1). Las 

ratas machos ganaron más peso que las ratas hembras como era de esperarse. Las ratas 

aisladas (tanto machos como hembras) consumieron más alimento por peso corporal que las 

ratas controles durante la adolescencia, pero en la adultez esta diferencia desapareció. 

 

    Figura 1. Peso corporal de los animales. 

Se registró el peso de los animales a partir del día en que fueron aislados hasta el día del sacrificio. 

No se observaron diferencias dependientes del aislamiento social. # p<0.05 con respecto al grupo 

control del mismo sexo. & p<0.05 con respecto a los dos grupos de hembras. El último punto es 

el día postnatal 72. 
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Figura 2. Promedio de alimento consumido diariamente en la adolescencia y adultez 

(gramos/gramos). 

En esta gráfica se observa un incremento en el alimento consumido tanto por las ratas macho como las hembras 

durante la adolescencia por las ratas aisladas cuando se comparan con las ratas que no fueron aisladas. Se 

muestra el promedio del consumo de alimento/día en la adolescencia (DP21-59) y en la adultez (DP60-70). 

 

 

 

7.2 Efecto del aislamiento social y el frío sobre el peso del tejido adiposo, 

las glándulas adrenales y la concentración sérica de corticosterona. 

No se observaron cambios significativos en los pesos de los tejidos adiposos (figura 2 y 3) ni 

en las glándulas adrenales (figura 5 y 6) entre ninguno de los grupos estudiados ni en machos 

ni en hembras.  

 

Figura 3. Peso de las grasas blancas en machos. 

En esta figura no se observan efectos del aislamiento social sobre las grasas blancas de ratas macho. Se muestran, 

de izquierda a derecha, los promedios de cada grupo de los pesos divididos entre el peso corporal de cada rata 

de los siguientes tejidos para las ratas machos: tejido adiposo blanco (WAT) gonadal, retroperitoneal e 

interescapular y la sumatoria de los tres. El aislamiento social no provocó cambios en el peso de las grasas. 
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 Figura 4. Pesos de las grasas blancas en hembras. 

En esta figura no se observan efectos del aislamiento social sobre las grasas blancas de ratas macho. Se muestran, 

de izquierda a derecha, los promedios de cada grupo de los pesos divididos entre el peso corporal de cada rata 

de los siguientes tejidos para las ratas hembra: tejido adiposo blanco (WAT) gonadal, retroperitoneal e 

interescapular y la sumatoria de los tres. El aislamiento social no provocó cambios en el peso de las grasas. 

 

El aislamiento social no indujo cambios sobre la concentración basal de corticosterona en los 

machos (figura 7). En respuesta a la exposición al frío, la concentración sérica de 

corticosterona aumentó significativamente en animales controles, como se ha reportado 

[Zoeller, et al, 1990, Sotelo-Rivera, et al, 2014]). La exposición al frío también provocó un 

aumento de concentración de corticosterona sérica en los animales aislados, sin embargo, 

este aumento fue mayor en el grupo aislado que en el grupo control (figura 7). En el 

experimento 1 de hembras, el aislamiento social indujo un aumento en la concentración basal 

de corticosterona, y el estrés por frío aumentó significativamente la concentración de 

corticosterona sólo en las ratas controles (figura 8). En el experimento 2 de hembras el 

aislamiento social indujo una disminución en la concentración basal de corticosterona, e igual 

que en los machos, el estrés por frío aumentó significativamente la concentración sérica de 

corticosterona tanto en las ratas controles como las aisladas (figura 9). Es importante resaltar 

que, al ser expuestas a frío, las ratas hembras tanto del experimento 1 como del 2 mostraron 

un menor aumento en la concentración de corticosterona en suero con respecto a las ratas 

machos independientemente del aislamiento. 
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Figura 5. Pesos de las glándulas adrenales en machos. 

En esta figura no se observan efectos del aislamiento social sobre las glándulas adrenales de ratas macho. Se 

muestran los promedios de los pesos de la glándula adrenal izquierda, derecha y la sumatoria de ambos divididos 

entre el peso corporal de cada rata. El aislamiento social no provocó cambios en el peso de las glándulas 

adrenales. 

 

 

 

Figura 6. Pesos de las glándulas adrenales en hembras. 

En esta figura no se observan efectos del aislamiento social sobre las glándulas adrenales de ratas macho. Se 

muestran los promedios de los pesos de la glándula adrenal izquierda, derecha y la sumatoria de ambos divididos 

entre el peso corporal de cada rata. El aislamiento social no provocó cambios en el peso de las glándulas 

adrenales. 
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Figura 7. Concentración sérica de corticosterona en ratas macho. 

En machos, el aislamiento induce un mayor aumento en la concentración sérica de corticosterona en respuesta 

al frío.  En esta gráfica se observa un aumento en la concentración sérica de corticosterona, en respuesta al frío, 

tanto en las ratas naïve, como las aisladas, siendo mayor en éstas últimas.  

 

 

Figura 8. Concentración sérica de corticosterona en ratas hembra del Exp. 1. 

En hembras, el aislamiento induce un aumento en la concentración basal de corticosterona a T.A. y en respuesta 

al frío. En esta gráfica se observa un aumento en la concentración sérica de corticosterona en las ratas aisladas 

a T.A. y en respuesta al frío, comparado con los animales controles.  
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Figura 9. Concentración sérica de corticosterona en ratas hembra del Exp. 2. 

En hembras, el aislamiento indujo una disminución en la concentración basal de corticosterona, pero no en 

respuesta al frío. En esta gráfica se observa una disminución en la concentración sérica de corticosterona en las 

ratas aisladas a T.A. y un aumento de las ratas que fueron expuestas a frío comparadas con los animales 

controles. También se observa un aumento en la concentración de corticosterona en las ratas aisladas que fueron 

expuestas a frío comparadas con las ratas aisladas que no lo fueron. 

 

 

7.3 Efecto del aislamiento social y el frío sobre la actividad del eje HPT 

En las ratas macho, no se observaron cambios en la actividad del eje HPT inducidos por el 

aislamiento social (figura 10), y en respuesta al frío, el grupo naïve presentó un aumento 

significativo en la concentración sérica de TSH como se ha reportado previamente [Jospeh-

Bravo, et al, 2015], mientras que la respuesta al frío estuvo inhibida en los animales aislados 

(figura 10). En el hipotálamo mediobasal, el aislamiento social indujo una disminución en la 

expresión de la Dio2 y la Trhde; y la exposición al frío no tuvo efectos sobre la expresión de 

estos genes en ninguno de los grupos experimentales (figura 11); mientras que en la 

adenohipófisis no se encontraron cambios significativos bajo ninguna condición 

experimental estudiada (figura 12). En las ratas hembras el aislamiento social no tuvo efectos 

sobre la actividad del eje HPT en las ratas adultas en ninguno de los dos experimentos (figura 

13, 14), sin embargo, en respuesta al frío, encontramos diferencias entre el experimento 1 y 

2 en la concentración sérica de TSH y de las hormonas tiroideas. En el experimento 1, 

aumentó la concentración sérica de TSH tanto en el grupo naïve (y también fue mayor vs los 
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machos) como en el aislado (figura 13), mientras que en el experimento 2 aumentó la 

concentración sérica de T3 y T4 en ambos grupos expuestos al frío (figura 14). Por lo tanto, 

decidimos guardar los cerebros de las hembras del experimento 2 para analizar, más adelante, 

la expresión de Trh en el NPV y de Dio2 y Trhde en el HMB por hibridación in situ. No se 

encontraron cambios en la expresión de los genes analizados en el hipotálamo mediobasal en 

ninguna condición experimental estudiada del experimento 1 (figura 15) ni en la 

adenohipófisis del experimento 2 (figura 16). Desafortunadamente, el ARN de las 

adenohipófisis del experimento 1 de las hembras se degradó durante la extracción.  

 

Figura 10. Cuantificación de hormonas y genes del eje HPT de ratas macho. 

En ratas macho el aislamiento induce un aumento en la concentración sérica de TSH e inhibe su aumento en 

respuesta al frío. En la gráfica azul se indica la cuantificación del mensajero de Trh en el NPV del hipotálamo, 

en rojo la concentración de TSH, en amarillo de T3 y en verde de T4. En la cuantificación de TSH sérico se 

observa un aumento en las ratas N 4°C comparados con las N.T.A. y una inhibición en el incremento de TSH 

en respuesta al frío en las ratas aisladas. (Trh indica el ARNm de TRH) 
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Figura 11. Cuantificación de genes asociados con la regulación del eje HPT en el HMB 

en ratas macho. 

El aislamiento induce una disminución del ARNm de Trhde y Dio2 en el HMB de ratas macho. En esta gráfica 

se observa en la cuantificación de Trhde (el mensajero de PPII) y Dio2 una disminución en ISO T.A. comparado 

con N. T.A. y también en ISO 4°C comparado con N 4°C. (Trhde indica el ARNm de PPII, Dio2 indica el 

ARNm de la desyodasa 2). 

 

 

Figura 12. Cuantificación de genes asociados con la regulación del eje HPT en 

adenohipófisis de ratas machos. 

El aislamiento social no tiene impacto sobre el ARNm de Tshb, Dio2 ni Trhr1 en adenohipófisis de ratas macho. 

En esta gráfica no se observa ningún cambio significativo. (Tshb indica el ARNm de la subunidad b de la TSH, 

Dio2 indica el ARNm de la desyodasa 2 y Trh-r1 indica el ARNm del receptor de TRH) 
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Figura 13. Cuantificación de hormonas y genes del eje HPT de ratas hembras Exp. 1. 

El aislamiento social no tiene impacto sobre el ARNm de TRH en el NPV ni en la concentración sérica de HT 

y TSH en ratas hembra. En esta gráfica se observa un aumento de la concentración sérica de TSH en las ratas 

que fueron expuestas a frío comparadas con las ratas que no lo fueron. (Trh indica el ARNm de TRH) 
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Figura 14. Cuantificación de hormonas del eje HPT de ratas hembras Exp. 2. 

El aislamiento social no modifica la concentración sérica de TSH, T3 ni T4 en ratas hembra. En esta gráfica se 

observa un aumento en la concentración sérica de T3 y T4 en las ratas que fueron expuestas a frio en 

comparación con las que no lo fueron.  

 

 

 

Figura 15. Cuantificación de genes asociados con la regulación del eje HPT en HMB de 

ratas hembras del Exp. 1. 

El aislamiento social provoca un aumento del ARNm de Dio2 en HMB a T. A. en ratas hembra. En esta gráfica 

se observa una disminución de Dio2 de ratas aisladas a T.A. comparadas con las  ratas control. (Trhde indica el 

ARNm de PPII, Dio2 indica el ARNm de la desyodasa 2)  
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Figura 16. Cuantificación de genes asociados con la regulación del eje HPT en 

adenohipófisis de ratas hembras del Exp. 2. 

El aislamiento social no tiene efectos sobre el ARNm de Tshb, Dio2 y Trh-r1en adenohipófisis de ratas hembras. 

En esta gráfica no hay cambios estadísticamente significativos. (Tshb indica el ARNm de la subunidad b de la 

TSH, Dio2 indica el ARNm de la desyodasa 2 y Trh-r1 indica el ARNm del receptor de TRH) 

 

7.4 Efecto del aislamiento social y el frío sobre la temperatura corporal y 

el tejido adiposo pardo 

Las hembras tienen, en promedio, una mayor temperatura corporal comparadas a los machos, 

a pesar de que su temperatura varíe con el ciclo estral [Marrone, et al, 1976], tanto a 

temperatura ambiente como a 4°C; no se observó una disminución en la temperatura corporal 

de los animales controles ni aislados después de una hora de exposición al frío (tabla 2). 

En condiciones basales, el aislamiento social no tuvo efectos sobre la expresión de los genes 

que participan en regular la termogénesis del tejido adiposo pardo, en ninguno de los sexos 

estudiados (figuras 17, 18 y 19) excepto por un pequeño aumento en la expresión de la Pgc1a 

en el experimento 1 de las hembras (figura 18).  En los machos, la exposición al frío provocó 

un aumento en la expresión de Dio2 independientemente de las condiciones de alojamiento 

de las ratas (figura 17) y disminuyó la expresión de Adrβ3 en las ratas naïve, pero no en las 

aisladas (figura 17). En las hembras, el frío indujo un aumento en la expresión de la Pgc1a 

en las ratas naïve del experimento 1 (figura 18), mientras que en el experimento 2 la expresión 

de Pgc1a aumentó tanto en las ratas alojadas en grupo como en las aisladas (figura 19). La 

actividad de la D2 aumentó en ambos sexos en respuesta al frío, independientemente de la 
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condición de alojamiento de las ratas (figuras 20 y 21). 

 

 N. T. A. ISO T. A. N. 4°C ISO 4°C 

Machos 36.3 °C 
±0.3 

36 °C 
±0.1 

35.8 °C 
±0.2 

36 °C 
±0.2 

Hembras 38.8 °C 
±0.2 

38.3 °C 
±0.2 

38.3 °C 
±0.2 

38.2 °C 
±0.2 

Tabla 2. Temperatura corporal de ratas machos y hembras  

El frío y el aislamiento social no provocaron cambios significativos en la temperatura de las ratas. Las ratas 

hembras tienen una temperatura corporal más alta que las ratas machos.  

 

Figura 17. Cuantificación de genes asociados con la termogénesis en BAT de ratas 

machos.  

El aislamiento social induce una modificación en la expresión de Adrb3 en respuesta al frío en ratas macho. En 
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esta gráfica se observa una disminución del ARNm de Adrb3 en ratas control que fueron expuestas a frío 

comparadas con las que no lo fueron. Además, las ratas que fueron expuestas a frío presentan un aumento en el 

ARNm de Dio2 comparado con las ratas que no lo fueron.  (PGC1α indica el ARNm de PGC1α, Ucp-1 el 

ARNm de UCP-1, β 3-ar el ARNm de β3-AR y Dio2 el ARNm de la desyodasa 2) 

 

 

Figura 18. Cuantificación de genes asociados con la termogénesis en BAT de ratas 

hembras del Exp.1. 

En esta gráfica se observa un aumento del ARNm de Pgc1-a sérico tanto en ratas aisladas que se mantuvieron 

a T.A. como ratas control que fueron expuestas a frío comparadas con las ratas control que no fueron expuestas 

a frío en ratas hembras.  (PGC1α indica el ARNm de PGC1α, Ucp-1 el ARNm de UCP-1, β 3-ar el ARNm de 

β3-AR y Dio2 el ARNm de la desyodasa 2) 
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Figura 19. Cuantificación de genes asociados con la termogénesis en BAT en ratas 

hembras del Exp. 2. 

El aislamiento social no induce cambios en la expresión de genes asociados con la termogénesis en BAT en 

ratas hembras. En esta gráfica se observa un aumento en la expresión de Pgc1-a de las ratas que fueron expuestas 

a frío comparadas con las que no lo fueron. (PGC1α indica el ARNm de PGC1α, Ucp-1 el ARNm de UCP-1, 

Adrb3 el ARNm de β3-AR y Dio2 el ARNm de la desyodasa 2) 
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Figura 20. Actividad de D2 en BAT de ratas machos. 

El aislamiento social no modifica la actividad de D2 en BAT de ratas machos. Aquí se observa un aumento de 

las ratas N. 4°C comparadas con N. T. A. y de ISO 4°C con ISO T.A. (D2 indica a la proteína desyodasa 2) 

 

 

Figura 21. Actividad de D2 en BAT de ratas hembras. 

El aislamiento social no modifica la actividad de D2 en BAT de ratas hembras. En esta gráfica se observa un 

aumento de las ratas N. 4°C comparadas con N. T. A. y de ISO 4°C con ISO T.A. (D2 indica a la proteína 

desyodasa 2) 

 

8. Discusión 

La adolescencia es una etapa del desarrollo vulnerable a diferentes tipos de estresores, ya que 

en este periodo diversos sistemas neuronales continúan desarrollándose y también existe una 

reorganización neuronal. El aislamiento social es un modelo de estrés crónico leve que resulta 

en alteraciones metabólicas [Perelló, et al, 2006; Jahng, et al, 2012; Arcego, et al, 2018; 
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Schiavone, et al, 2017] y conductuales como aumento en la actividad locomotora, ansiedad 

y agresión; también afecta la reactividad neuroendócrina en respuesta al estrés y estas 

alteraciones son sexualmente dimórficas [Pisu, et al, 2016]. 

 

8.1 Efectos del aislamiento social y el frío sobre el peso corporal y el tejido 

adiposo 

Algunos estudios previos han reportado que el aislamiento social induce una mayor ganancia 

de peso con respecto a los animales que son alojados en grupo [Fone & Porkess, 2008; 

Weintraub, et al, 2010].  Sin embargo, la mayoría de los estudios no encuentran diferencias 

en la ganancia de peso [Schubert, et al, 2009; Sahakian, et al, 1982; Thorsell, et al, 2005; 

Sánchez, et al, 1997; Weiss, 2003], lo cual coincide con nuestros resultados tanto para ratas 

machos como para hembras, y aunque se ha reportado que el estrés en otras etapas tempranas 

del desarrollo (durante la lactancia), como el estrés por separación materna, puede provocar 

la acumulación de tejido adiposo blanco [Bemardi, et al, 2013], ni las ratas machos ni las 

hembras aisladas en este estudio presentaron cambios en el peso de los distintos tejidos 

adiposos extraídos, sugiriendo que el aislamiento social no provocó un desbalance energético 

en nuestro modelo experimental.  Se ha reportado que los animales que son aislados desde la 

pubertad, presentan una mayor acumulación de grasa visceral en la adultez [Schiavone, et al, 

2017] e hiperplasia de la grasa inguinal y retroperitoneal [Sun, et al, 2014]. Sin embargo, no 

encontramos cambios significativos en los pesos de las grasas blancas que extrajimos 

(gonadal, interescapular y retroperitoneal). Estos resultados pueden ser explicados debido a 

que en ratas machos que fueron aislados no se observó una modificación de las hormonas 

tiroideas o de la concentración de corticosterona dependiente del aislamiento a temperatura 

ambiente, las cuales tienen efectos sobre el tejido adiposo, como discutido anteriormente. En 

ratas hembras, es posible que los cambios que se observan en la concentración de 

corticosterona y en algunos de los genes en BAT hayan fluctuado dependiendo de la etapa 

del ciclo estral en el que se encontraban las ratas, provocando que el tejido adiposo se 

mantuviera constante a largo plazo, como se observó. 
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8.2 Efectos del aislamiento social y el frío sobre las glándulas adrenales y 

la concentración sérica de corticosterona 

Las glándulas adrenales son esenciales para la respuesta al estrés del organismo y son 

reguladas tanto por el eje HPA como por el sistema simpato-adrenal. El estrés crónico puede 

inducir una hiperplasia e hipertrofia de estas glándulas, aumentando su peso [Ulrich-Lai, et 

al, 2006; Koolhaas, et al, 2011]. El aislamiento en las hembras puede aumentar el peso de las 

glándulas adrenales, aunque es un evento que no se observa frecuentemente [Syme, 1973]. 

Nosotros no encontramos cambios en el peso de las glándulas adrenales de las ratas hembras 

ni machos. En estudios anteriores, el aislamiento social parece no tener efectos sobre el peso 

de las glándulas adrenales de las ratas machos [Gamallo, et al, 1981; Sánchez, et al, 1997; 

Holson, et al, 1991] como observamos en nuestros resultados. A pesar de que la mayor parte 

de los estudios no observan cambios en el peso de las glándulas adrenales, sí hay un efecto 

reportado denominado el “síndrome de estrés por aislamiento” que afecta el comportamiento 

de las ratas [Holson, et al, 1991]. Este síndrome consiste en que, a pesar de que la actividad 

basal de las glándulas adrenales no haya sido alterada, y que no se observen cambios en el 

peso, (como fue nuestro caso) la respuesta al estrés sí se afecta. Por lo tanto, la falta de 

cambios en el peso de las glándulas adrenales en este experimento es indicativo de que no 

hay diferencia en la actividad basal de éstas, pero no descarta la posibilidad de que las ratas 

presenten el síndrome de estrés por aislamiento a juzgar por el incremento de corticosterona 

observado al exponer a las ratas aisladas al frío. 

En los machos aislados que fueron expuestos al frío durante una hora, se indujo una mayor 

liberación de corticosterona a la circulación comparado con los animales controles que 

también fueron sometidos al frío (figura 7). Este resultado sugiere que las ratas machos 

pueden presentar el “síndrome de estrés por aislamiento”, ya que hay una liberación 

aumentada de glucocorticoides cuando son expuestas a un estrés agudo en su vida adulta. A 

pesar de que en las ratas hembras aisladas no se observó una diferencia significativa en la 

concentración de corticosterona comparado a las ratas que no fueron aisladas en respuesta al 

frío, el delta entre el grupo aislado a T.A. y el aislado a 4°C fue mayor vs los animales 

controles en el experimento 1 (figura 8). En el experimento 2 (figura 9), se observa una 

disminución de la corticosterona sérica en las ratas aisladas contra las que no lo fueron, y un 

aumento independiente del aislamiento cuando las ratas hembras fueron expuestas al frío. El 
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hecho de que las ratas reaccionen de forma distinta al aislamiento y al frío puede deberse a 

la etapa del ciclo estral en la que se encontraban, que puede afectar la reactividad del eje 

HPA. Específicamente, durante el proestro hay una mayor liberación de corticosterona en 

respuesta al estrés [Viau & Meaney, 1991; McCormick & Mathews, 2007], lo que podría 

explicar el aumento de la concentración de corticosterona en ratas aisladas a temperatura 

ambiente en el exp.2, mientras que este aumento no se observó en el exp.1. A pesar de esto, 

ratas hembras que fueron aisladas por 24 horas que se encontraban en proestro fueron menos 

propensas a mostrar conductas de ansiedad que sus contrapartes en estro [Palanza, et al, 2001].  

 

 

8.3 Efectos del aislamiento social y el frío sobre la actividad del eje HPT 

El eje hipotálamo-pituitaria-tiroides es uno de los principales sistemas endócrinos encargado 

de regular el metabolismo energético, y alteraciones en su funcionamiento puede llevar a un 

desequilibrio en el balance energético [López, et al, 2013; Baxter & Web, 2009]. En este 

estudio, encontramos que el aislamiento social a partir de la adolescencia y hasta la vida 

adulta induce cambios en el sistema TRHérgico en los machos adultos, pero no en las 

hembras. Como recordatorio, el eje HPT está controlado por la TRH, sintetizada en el NPV 

del hipotálamo, y el péptido maduro es liberado en la eminencia media del hipotálamo 

mediobasal (HMB), donde puede ser inactivado por la PPII localizada en los tanicitos, 

limitando de esta forma la cantidad de TRH que llega a la pituitaria anterior [Fekete & Lechan, 

2014]. Los tanicitos localizados en el tercer ventrículo también expresan altos niveles de la 

Dio2, que convierte la T4 a T3, la cual actúa de forma parácrina en las neuronas TRHérgicas 

para inhibir su síntesis [Fekete & Lechan, 2007]. En las ratas machos que fueron aislados, 

observamos una disminución en la expresión de la Trhde (el ARNm de PPII) y de la Dio2 en 

el HMB, estos cambios probablemente hayan contribuido al aumento en la concentración 

sérica de TSH observada en estos animales. La expresión hipotalámica de Dio2 es regulada 

por diferentes estímulos hormonales, metabólicos y ambientales.  La D2 es regulada por la 

concentración circulante de T4, por ejemplo, durante el ayuno, cuando la concentración 

sérica de T4 es baja, aumenta el ARNm y la actividad de la D2 en el hipotálamo mediobasal 

[Diano, et al, 1998; Lazcano, et al, 2015]; la elevada concentración de corticosterona junto 
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con una disminución en la concentración de leptina en el ayuno, contribuyen al aumento 

observado en la expresión de Dio2 en el hipotálamo [Coppola, et al, 205]. La regulación de 

la expresión de Dio2 en hipotálamo también es sensible a diferentes estresores, y se ha 

reportado un aumento en los niveles de su actividad y ARNm cuando animales adultos son 

sometidos a un estrés agudo [Helmreich & Tylee 2011; Baumgartner, et al, 1998], sin 

embargo, nosotros encontramos que el estrés crónico a partir de una edad temprana inhibe su 

expresión en ratas machos, mientras que en las hembras sí observamos un aumento en la 

expresión de Dio2, lo que podría contribuir a que se observe una tendencia de disminución 

de TSH sérica. Al igual que la D2, la expresión de Trhde en el HMB es regulada por la 

concentración circulante de las hormonas tiroideas y por el estado energético del animal, 

aumentando los niveles de su ARNm a las 48h de un ayuno y disminuyendo en el 

hipotiroidismo [Lazcano, et al, 2015]. La expresión de la Trhde también es regulada en los 

tanicitos en respuesta a un estrés crónico, ratas machos adultos que fueron separados de su 

madre 3h diarias durante la lactancia, presentan una expresión elevada de Trhde en la 

eminencia media [Jaimes-Hoy, et al, 2016]. La disminución en los niveles de ARNm de 

Trhde en HMB que encontramos en los machos aislados podría estar ligada a la disminución 

en la concentración intrahipotalámica de T3, debido a la baja expresión de Dio2 en los 

tanicitos sin embargo se desconoce este dato a la fecha [Lazcano, et al, 2015]. 

Las neuronas TRHérgicas del hipotálamo responden a distintas condiciones fisiológicas 

como a cambios energéticos y a estímulos ambientales como el frío. En respuesta a éste, la 

síntesis de Trh aumenta de manera rápida y transitoria, estimulando la liberación de TSH 

[Sotelo-Rivera, et al, 2014] y unas horas después (2h) el aumento de las hormonas tiroideas 

en la circulación [Hefco, et al, 1975], activándose así la respuesta termogénica del tejido 

adiposo pardo.  En nuestro estudio, reprodujimos los resultados reportados que la 

concentración sérica de TSH aumenta en los machos que fueron expuestos 1 hora al frío: si 

bien no encontramos un aumento significativo en la expresión de Trh en el NPV, observamos 

una tendencia, y la concentración sérica de TSH aumentó significativamente como se ha 

reportado [Zoeller, et al, 1990, Sotelo-Rivera, et al, 2014; Uribe, et al, 1991]. En cuanto a las 

ratas hembras, si bien se ha reportado que el frío induce la expresión de c-fos (el cual puede 

ser usado como un marcador de actividad neuronal [Bullit, 1990; Hoffman, et al, 1993]) en 

aproximadamente el 25% de las neuronas TRHérgicas del NPV [Sánchez, et al, 2001], el 
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aumento en la expresión de Trh en ratas vírgenes tiene una variación mayor comparado a los 

machos [Sánchez, et al, 2001] y los niveles de su ARNm son regulables dependiendo del 

ciclo estral de las ratas [Uribe, et al, 1991]. Además, se ha observado un aumento de la 

actividad basal de la glándula tiroides durante el estro [Soliman & Reineke, 1954]. Esto 

podría explicar por qué no hay un aumento de las HT en el exp.1 de ratas hembras en 

respuesta al frío en comparación con las ratas que estaban a temperatura ambiente, a pesar 

de que se puede observar el aumento de la TSH. Por el contrario, en las ratas en proestro se 

observa un aumento de la concentración de corticosterona en respuesta al estrés [Viau & 

Meaney, 1991], y éste puede inhibir la activación del eje HPT por el frío, provocando que no 

se observe un aumento de TSH [Sotelo, et al, 2014], como se vio en las ratas hembras del 

Exp.2. Por lo tanto, es importante que en experimentos futuros se realice un frotis vaginal a 

las ratas para determinar su ciclo estral y tomarlo en cuenta al momento de analizar e 

interpretar resultados, o bien ciclar a las ratas. 

El aislamiento social indujo una respuesta diferencial sobre la actividad del eje HPT entre los 

machos y hembras que fueron expuestos 1 hora al frío. El aumento en la concentración sérica 

de TSH inducido por el frío se encontró inhibido en los machos; mientras que, en las hembras 

aisladas, se observó una activación del eje HPT, reflejado por un aumento en la concentración 

de TSH en el experimento 1 y un aumento en la concentración de T3 y T4 en suero en el 

experimento 2. La activación del eje HPT en respuesta al frío puede verse atenuada en 

condiciones donde hay una exposición a un estrés agudo previo al estímulo del frío como el 

aislamiento por 2 horas [Uribe, et al, 2011] o una inyección de corticosterona 1 hora antes de 

que los animales sean expuestos a 4°C [Sotelo, et al, 2014], así que es posible que el aumento 

de concentración de corticosterona sérica observado en las ratas macho aisladas que fueron 

expuestas a frío haya contribuido a que no se presentara un aumento de la concentración 

sérica de TSH inducido por el frío en estas ratas. Se ha reportado que el eje HPT presenta 

diferencias dimórficas dependiendo del sexo, por ejemplo, las hembras presentan una menor 

concentración sérica de TSH y de expresión de TSHβ en hipófisis, mayor concentración 

sérica de T3 y menor actividad hepática de D1 comparado con los machos en condiciones 

basales [Cizza, et al, 1996; Marassi, et al, 2007]. Además, estas diferencias entre sexos, sobre 

la actividad del eje HPT ante un reto metabólico en animales con un historial de estrés crónico 

se ha reportado previamente. Por ejemplo, ratas adultas machos que fueron estresados 
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durante el periodo de la lactancia, presentan una respuesta disminuida del eje HPT después 

de 48 horas de ayuno; mientras que las hembras con estrés neonatal conservan la respuesta 

adaptativa del eje tiroideo ante el ayuno que representa un estado de balance energético 

negativo [Jaimes-Hoy, et al, 2016]. 

 

8.4 Efectos del aislamiento social y el frío en el tejido adiposo pardo  

Las HT participan en la regulación de la actividad del tejido adiposo pardo (BAT), una de 

sus principales funciones en este tejido es la de estimular la termogénesis a través de la 

regulación de la expresión de las proteínas desacopladoras (UCP), la cual puede llegar a 

componer hasta el 20% de la proteína mitocondrial [Lafontan & Berlan, 1993]. La actividad 

metabólica del BAT es iniciada por el sistema nervioso simpático (SNS) a través de su 

interacción con los receptores beta-adrenérgicos, pero requiere de la presencia de HT, las 

cuales, además, pueden modificar el número de receptores beta-adrenérgicos que se 

encuentran en BAT [de Jesus, et al, 2001; Lafontan & Berlan, 1993]. Las HT son 

transportadas a los adipocitos del BAT, donde por acción de la D2, aumenta la concentración 

intracelular de T3 a partir de T4. T3, a través de su receptor TRα, aumenta la respuesta del 

AMPc a la estimulación simpatoadrenérgica, mientras que el TR-β aumenta la expresión de 

la Ucp1 [de Jesus, et al, 2001]. Alteraciones en estos mecanismos, pueden poner en riesgo la 

sobrevivencia de los animales cuando son expuestos a una temperatura baja. El receptor 

Adrb3 es el principal receptor adrenérgico responsable de la respuesta termogénica, y el frío 

indujo una disminución de su expresión en las ratas controles como era de esperarse 

[Scarpace, et al, 1999], pero no en las ratas que fueron aisladas. Sin embargo, una hora de 

exposición al frío estimuló, tanto en las ratas controles como los aislados, la expresión 

(machos) y actividad (machos y hembras) de la D2 en el BAT, como se ha reportado 

previamente [Murakami, et al, 2001; Sotelo-Rivera, et al, 2014]; así como la expresión de la 

Pgc1a en las hembras; aunque no observamos cambios en los niveles del ARNm de la Ucp1, 

al igual que en el reporte de Sotelo-Rivera y cols. (2014). Estos resultados sugieren que, a 

pesar de que el aislamiento social altera la actividad basal del eje HPT, el mecanismo 

termogénico de las ratas no se ve afectado, y son capaces de mantener una temperatura 

corporal constante en respuesta a una 1 hora de exposición al frío, como se muestra en la 
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tabla2. 

 

 A continuación, se presenta una tabla (tabla 3) con un resumen de las gráficas que se 

expusieron anteriormente. Sólo se muestran las mediciones en que se vieron diferencias 

significativas en al menos uno de los grupos. En esta tabla se pueden apreciar las diferencias 

que provoca el aislamiento social entre ratas machos y hembras. 

Elemento 

medido 

Aislados 

vs Naïve  

T.A. 

Machos 

Naïve 

frío vs 

T.A. 

Machos 

Aislados 

frío vs 

Aislados 

T.A. 

Machos 

Aislados 

frío vs 

Naïve 

frío 

Machos 

Aislados 

vs Naïve  

T.A. 

Hembras 

Naïve 

frío vs 

T.A. 

Hembras 

Aislados 

frío vs 

Aislados 

T.A. 

Hembras 

Aislados 

frío vs 

Naïve 

frío 

Hembras 

Alimento 

consumido 

 No 

aplica 

No 

aplica 

No 

aplica 

 No 

aplica 

No 

aplica 

No 

aplica 

Corticosterona 

sérica 

                   

o 

                             

o  

           

o 

TSH sérica 

 

               

o 

          

o 

 

T3 sérica      o o  

T4 sérica      o o  

Trhde en 

HMB 

        

Dio2 en HMB         

Adrβ3 en 

BAT 

        

Dio2 en BAT         

Pgc1-a en 

BAT 
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o o 

Actividad de 

D2 en BAT 

        

 

Tabla 3. Resumen de los resultados. 

Todas las flechas azules indican un aumento significativo, las líneas azules horizontales indican que no hubo 

cambio y las flechas rojas indican una disminución. En caso de que aparezca más de un símbolo en la misma 

casilla, eso indica que ambos resultados fueron observados. 

 

9. Conclusiones 

Aislar a las ratas a partir de una edad temprana, importante en la maduración neuroendócrina, 

induce cambios sexo-dependientes, que perduran en la vida adulta. El aislamiento social 

produjo cambios sobre la actividad basal del eje HPT solamente en las ratas macho, 

específicamente, en la expresión de los genes que regulan el metabolismo TRHérgico en el 

hipotálamo mediobasal y en la concentración sérica de TSH. La activación del eje HPT 

inducida por la exposición al frío, está inhibida en los machos que estuvieron aislados, 

mientras que, en las hembras, esta respuesta adaptativa se conserva. Estos resultados sugieren 

una mayor susceptibilidad por parte de las ratas machos de la actividad basal del eje HPT, 

así como a un reto metabólico, después de un estrés crónico psicológico durante la 

adolescencia. A pesar de estos cambios en el eje tiroideo, nuestros resultados sugieren que la 

respuesta termogénica del tejido adiposo inducido por el frío se conserva tanto en las ratas 

machos como en las hembras, lo que permite que las ratas mantengan regulada su temperatura 

corporal después de una hora de exposición al frío. Es posible que alteraciones en estos 

sistemas afecten la supervivencia de las ratas machos al exponerlas a frío por más tiempo, ya 

que el eje HPA y HPT son fundamentales para la regulación de la homeostasis energética. 

Debido a que ratas machos y hembras tienen diferentes vulnerabilidades en las distintas 

etapas de desarrollo, la actividad del eje HPT de las ratas hembras podría ser más susceptible 

que la de los machos a un estresor psicológico durante una etapa de desarrollo distinto a la 

adolescencia. Nuestros resultados abren la puerta para la exploración de los efectos de 

estresores en distintas etapas del desarrollo sobre el eje HPT y las diferencias entre los sexos. 
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En la ilustración 4 se resumen los efectos que tiene el aislamiento social sobre las ratas 

machos y hembras. 

 

 

Ilustración 4. Resumen de los efectos que tiene el aislamiento social sobre el eje HPT y la termogénesis en 

BAT en ratas machos y hembras. El aislamiento social produjo cambios sobre la actividad basal del eje HPT 

solamente en las ratas macho. La activación del eje HPT inducida por la exposición al frío, está inhibida en 

los machos que estuvieron aislados, mientras que, en las hembras, esta respuesta adaptativa se conserva. 
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10. Perspectivas 

1.- Repetir el experimento en ratas hembra teniendo cuidado de ciclar a las ratas para 

estudiar el efecto del ciclo estral sobre el estrés por aislamiento social. 

2.- Medir la expresión de PPII y D2 en HMB de ratas hembra del Exp. 2 y ratas macho del 

Exp. 3.  

3.- Medir la expresión de TRH en NPV de ratas hembra Exp. 2 y ratas macho del Exp. 3. 
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