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RESUMEN 
La hormona liberadora de tirotropina (TRH) sintetizada en el núcleo paraventricular del hipotálamo 

(NPV) participa en la regulación del eje hipotálamo-hipófisis-tiroideo (HHT). El TRH se sintetiza en 

diversas regiones del cerebro donde ejerce una función neuromoduladora, por ejemplo puede actuar 

como un neuropéptido anorexigénico. Su metabolismo es regulado por el estado de nutrición; en el 

ayuno, el eje tiroideo se inhibe: disminuye la síntesis del TRH en el NPV y su liberación, esto lleva a 

una disminución de la concentración sérica de tirotropina (TSH) y de las hormonas tiroideas (T3, 

triyodotironina y T4, tiroxina); paradójicamente la retroalimentación negativa está bloqueada debido a 

la disminución de la concentración circulante de leptina. El objetivo del estudio fue definir si existe una 

regulación diferencial en el funcionamiento del eje tiroideo entre la RA y la AN; y evaluar la respuesta 

neural en condiciones de un balance energético negativo ante un estímulo agudo como el frío. Se 

usaron ratas Wistar hembras adultas. El experimento duró 7 días. Los grupos que se utilizaron para el 

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

consumo libre de alimento y solución salina al 2.5% como bebida; Restricción alimentaria forzada 

(RA): consumo libre de agua y consumo de alimento isocalórico al grupo AN. Se disecaron el 

hipotálamo dorsal y mediobasal para la cuantificación de TRH por radioinmunoensayo (RIA), el NPV 

para semicuantificar el RNAm de pro-TRH, TRH-R1 (receptor tipo 1 para TRH) y pro-CRH (precursor 

de la Hormona liberadora de corticotropina); y la adenohipófisis para la semicuantificación de TRH-R1 

y PPII (enzima degradativa de TRH) por RT-PCR. En suero se midió la concentración de leptina por 

ELISA; y corticosterona, hormonas tiroideas, estradiol, prolactina y TSH por RIA. El grupo AN y RA 

disminuyeron su consumo de alimento un 83% y perdieron un 20% de peso vs el control (100%). En 

ambos grupos disminuyó la concentración sérica de leptina y estradiol, mientras que la concentración 

de corticosterona aumentó; la concentración sérica de prolactina disminuyó en la RA y no cambió en 

la AN.  En la RA, el eje tiroideo se encontró inhibido: aumentó el contenido de TRH en la eminencia 

media, la expresión de pro-TRH y de TRH-R1  en el NPV disminuyó sugiriendo una inhibición de la 

liberación hipotalámica de TRH; TSH, T3 y T4 disminuyeron (hipotiroidismo terciario). En la AN el 

contenido de TRH disminuyó en la eminencia media y la expresión de pro-TRH del NPV aumentó, 

sugiriendo una liberación hipotalámica del TRH. La concentración sérica de TSH aumentó, y las 

hormonas tiroideas disminuyeron (hipotiroidismo primario). La expresión de pro-CRH en el NPV en la 

RA y la AN disminuyó. En la adenohipófisis, la expresión de TRH-R1 en la RA aumentó vs el control y 

la AN. No se encontraron cambios en la expresión de la PPII. Los animales controles y de RA 

expuestos al frío presentaron una activación de las neuronas TRHérgicas del NPV, sin embargo en la 

AN no se observó un estímulo aditivo ante la exposición al frío. La concentración sérica de TSH 

aumentó solamente en los controles, T4 aumentó en todos los grupos siendo mayor en la AN, y T3 

aumentó solamente en la RA y la AN. Estos resultados revelan que existe una regulación diferencial 

del eje HHT  entre la RA y la AN, presentándose un hipotiroidismo terciario en la RA, y un 

hipotiroidismo primario en la AN. En los animales con RA se conservó la respuesta neural TRHérgica 

a la exposición al frío, pero no en los animales con AN. 

Neevia docConverter 5.1



 6

LISTA DE ABREVIATURAS 
 

α-MSH  hormona α estimulante del melanocito  

Ab  anticuerpo 

ACTH  hormona adrenocorticotrópica 

AgRP  péptido relacionado al agouti 

AN  anorexia inducida por deshidratación 

CART  transcrito regulado por cocaína y amfetamina 

CRH  hormona liberadora de corticotropina 

GC  glucocorticoides 

GH  hormona del crecimiento 

GR  receptor a glucocorticoides 

HD  hipotálamo dorsal 

HHA  hipotálamo-hipófisis-adrenal 

HHT    hipotálamo-hipófisis-tiroides 

HL  hipotálamo lateral 

HMB  hipotálamo mediobasal 

i.c.v.  intracerebroventricular 

i.p.  intraperitoneal 

MCH  hormona concentradora de melanina 

MC4R  receptor 4 de la melanocortina 

MR  receptor a mineralocorticoides 

NPY  neuropéptido Y 

NPV  núcleo paraventricular del hipotálamo 

POMC  proopiomelanocortina 

PPII  piroglutamil peptidasa II 

PRL  prolactina 

RA  restricción alimentaria forzada 

SNC  sistema nervioso central 

T3  triyodotironina 

T4  tiroxina 

TRH  hormona liberadora de tirotropina 

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

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

TSH  tirotropina 

 

 

Neevia docConverter 5.1



 7

I. INTRODUCCIÓN 
El mantenimiento del peso y la composición corporal dependen de una regulación central a 

través de regiones hipotalámicas y no hipotalámicas, así como de un control periférico a través de 

órganos del tracto gastrointestinal y del tejido adiposo, entre otros (Horvath et al., 2004; Bray, 2000; 

Havel, 2001). La interacción entre ambos sistemas está mediada por señales nerviosas, hormonas, 

neuropéptidos, nutrimentos y metabolitos. En la regulación del apetito y del gasto energético 

participan regiones hipotalámicas como el núcleo arcuato (ARC), núcleo paraventricular (PVN), el 

núcleo dorsomedial (DMH), el área hipotalámica ventromedial (VMH) y área hipotalámica lateral (HL), 

y regiones no hipotalámicas como el núcleo del tracto solitario (NTS) (Horvath et al., 2004). El tracto 

gastrointestinal (estómago, intestino, páncreas, hígado) informa al sistema nervioso central (SNC) de 

la ingesta de alimentos y de la homeostasis energética a través de señales metabólicas, mediadas por 

quimiorreceptores así como por señales neuroendocrinas específicas (Broberger y Hokfelt, 2001; 

Berthoud, 2002).  

Determinados factores orexigénicos y anorexigénicos, como pueden ser la grelina, insulina, 

leptina, entre otros, se generan moduladamente en el tracto gastrointestinal y el tejido adipso (en el 

caso de la leptina) en función al estado nutricional. Dichas señales interaccionan con neuropéptidos 

centrales implicados en la regulación del apetito y gasto energético como el neuropéptido Y (NPY), 

proteína relacionada al agouti (AgRP), orexinas, hormona concentradora de melanina (MCH), 

proopiomelanocortina (POMC), transcripto relacionado a cocaína y anfetaminas (CART), hormona 

liberadora de corticotropina (CRH), entre otros (Leibowitz y Wortley, 2004; Wynne et al., 2005). En 

definitiva, el tracto gastrointestinal y el SNC participan conjuntamente tanto en la regulación del 

apetito, a corto y mediano plazo, así como en el control del gasto energético y, por tanto, en la 

homeostasis energética y en la estabilidad de peso y composición corporal.  
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Regulación Hipotalámica de la Homeostasis Energética 

El hipotálamo integra información proveniente de señales centrales y periféricas para regular 

la homeostasis energética (Berthoud, 2002). Los péptidos orexigénicos y anorexigénicos (Ilustración 

1) que constituyen una gran parte del circuito neuronal que controlan la conducta alimentaria y el peso 

corporal, son sintetizados por las neuronas localizadas en los diferentes núcleos hipotalámicos 

(Leibowitz y Wortley, 2004). 

Estimulan la ingesta alimentaria Inhiben la ingesta 
alimentaria 

Neuropéptido Y (NPY) Hormona liberadora de 

Tirotropina  (TRH) 

Orexina/hipocretina Hormona liberadora de 

corticotropina (CRH) 

Péptido relacionado al agouti (AgRP) Leptina 

Hormona concentradora de melanina 

(MCH) 
Hormona α  estimulante del 

melanocito (α-MSH) 

Galanina Pro-opio-melanocortina 

(POMC) 

Glutamato Péptido similar al  glucagón 1 

(GLP-1) 

Ácido γ-aminobutírico (GABA) Transcrito regulado por cocaína 

y anfetamina (CART) 

 

Ilustración 1. Péptidos y neurotransmisores hipotalámicos involucrados en el control de la ingesta alimentaria. El 

lado izquierdo del recuadro señala algunas moléculas orexigénicas, es decir, estimulan la ingesta de alimento y 

disminuyen el gasto energético. En el lado derecho del recuadro  se muestran las moléculas anorexigénicas, es 

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

 

Núcleo Arcuato (ARC) 

El ARC se localiza en el hipotálamo mediobasal, y ha sido implicado en el control de la 

conducta alimentaria por varias razones. Primero, estudios realizados tanto en animales (Olney, 1969) 

como en humanos (Bray y Gallagher, 1975) han demostrado que lesiones en esta estructura 

hipotalámica provocan hiperfagia y obesidad. Segundo, las neuronas del ARC expresan receptores 

para diversas hormonas que participan en el control de la conducta alimentaria y de la homeostasis 

energética, como la leptina, insulina, corticosterona, estrógenos, progesterona y hormona del 

crecimiento (Elmquist et al., 1998; Marks et al.,  1990; Cintra y Bortolotti, 1992; Jirikowski et al.,  1986; 
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Fox et al.,  1990; Kamegai et al., 1996). Tercero, el ARC tiene dos poblaciones diferentes de neuronas 

(en cuanto a los neuropéptidos que sintetiza). En la parte media del ARC se encuentran neuronas que 

sintetizan al NPY y al AgRP, los cuáles estimulan la ingesta de alimento y disminuyen el gasto 

energético;  mientras que en la parte lateral del ARC se encuentran neuronas que sintetizan CART y 

la POMC del cual se deriva otro péptido, la hormona α  estimulante del melanocito (α-MSH) los cuáles 

inhiben la ingesta de alimento y aumentan el gasto energético (Cone et al.,  2001).  

El NPY es un potente orexigénico, y diferentes estudios han demostrado que la liberación de 

este neuropéptido al HL y NPV contribuye al aumento en la ingesta de alimento después de un 

periodo de ayuno (Elmquist et al., 1999; Kalra et al., 1991). La leptina disminuye el contenido de 

RNAm de NPY en el ARC, por lo tanto un mecanismo por el cual aumenta el apetito después de un 

periodo de ayuno es a través del aumento de la síntesis y liberación del NPY en el ARC como 

consecuencia de la disminución sérica de leptina (Ahima et al.,  1999; Woods et al.,  1998). 

A diferencia de lo que ocurre con el NPY, cuando se inyecta en el hipotálamo α-MSH o 

agonistas de sus receptores MC3/4, los animales desarrollan anorexia y pierden peso (Giraudo et al.,  

1998; McMinn et al., 2000). La deprivación de alimento con la subsecuente pérdida de peso provoca 

una disminución del RNAm de POMC en el ARC (Schwartz et al., 1997), mientras que la 

administración de leptina estimula su expresión (Thornton et al., 1997). El α-MSH es un agonista de 

los receptores MC3/4, los cuáles se encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro, con una alta 

expresión en el NPV, en la región perifornical del hipotálamo lateral y en el complejo vago dorsal 

(Cowley et al., 1999; Kishi et al., 2003; Mountjoy et al., 1994). En cambio, el AgRP es un antagonista 

endógeno de los receptores MC3/4, el cual estimula el apetito (Kim et al., 2000). 
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Núcleo Paraventricular del hipotálamo (NPV) 

El NPV es una estructura hipotalámica que regula varias funciones motoras asociadas con el 

balance energético (Berthoud, 2002; 2004). Estas funciones están controladas por dos diferentes 

grupos de neuronas: células neuroendócrinas que proyectan a la hipófisis y regulan la función 

endócrina;  y neuronas que tienen proyecciones descendentes y que regulan respuestas conductuales 

y autonómicas (Berthoud, 2002; 2004). 

Dentro de las neuronas con funciones neuroendócrinas, el NPV está constituido por células 

magnocelulares y parvocelulares; las neuronas magnocelulares sintetizan vasopresina y oxitocina, y 

sus axones se proyectan a la hipófisis posterior. Las neuronas parvocelulares del NPV sintetizan 

péptidos que además de tener funciones endócrinas, dentro del SNC funcionan como neuropéptidos 

anorexigénicos, estos son la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la hormona liberadora de 

tirotropina (TRH). Sus axones proyectan a la eminencia media, los péptidos son secretados a la 

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

1983). Las neuronas del NPV también están constituidas por neuronas autonómicas con axones que 

proyectan a neuronas preganglionares simpáticas en la médula espinal, que pueden influir en 

procesos asociados con la regulación del metabolismo energético como por ejemplo en la actividad 

gastrointestinal (Swanson y Sawchenko, 1983). 

Además, el NPV integra señales de CRH, NPY, AgRP y del sistema de las melanocortinas 

provenientes del HL  (en el caso de CRH) y ARC (Watts et al., 1999; Sawchenko y Swanson, 1983). 

El NPV es sensible a la administración de varios péptidos que han sido implicados en la ingesta 

alimentaria como colecistoquinina (CCK), NPY, grelina, orexinas, leptina y péptido similar al glucagon-

1 (GLP-1) (Hamamura et al., 1991; Lambert et al., 1995; Lawrence et al., 2002; Shirasaka et al., 2001; 

Elmquist et al., 1997; Van Dijk et al., 1996): por ejemplo, la administración de un agonista de las 

melanocortinas directamente al NPV inhibe el efecto orexigénico que tiene el NPY (Wirth et al., 2001) 

y la ingesta alimentaria (Giraudo et al., 1998); mientras que la administración de un antagonista de las  

melanocortinas (AgRP) en el NPV tiene el efecto contrario, aumenta la ingesta de alimento (Giraudo 

et al., 1998). También se ha observado que cuando se inyecta en este núcleo hipotalámico el NPY o 
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noradrenalina, se potencía su efecto sobre la ingesta de alimento (aumentando el consumo) 

(Leibowitz, 1978; Stanley y Leibowitz, 1985). 

La integración de señales que se da en el NPV produce cambios en otros sistemas 

neuroendócrinos. Proyecciones de NPY/AgRP y del α-MSH del ARC innervan a neuronas TRHérgicas 

en el NPV (Legradi y Lechan, 1999; Fekete et al., 2000). La liberación  de NPY/AgRP en el NPV 

ejercen un efecto inhibitorio en la expresión de TRH (Fekete et al., 2001; 2002; 2004), como 

consecuencia disminuye la concentración sérica de las hormonas tiroideas, lo que conlleva a una 

inhibición del eje tiroideo; mientras que las proyecciones del α-MSH tienen un efecto estimulador y 

previenen la inhibición de la expresión de TRH en el NPV inducido por el ayuno (Fekete et al., 2000). 

Las proyecciones de NPY al NPV también actúan sobre las neuronas CRHérgicas influyendo así 

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

 

Hipotálamo Lateral/área perifornical (HL) 

El hipotálamo lateral, conocido como el centro del hambre, está formado por neuronas que 

sintetizan neuropéptidos que estimulan la ingesta de alimento: las orexinas/hipocretinas (Sakurai et 

al., 1998) y el MCH (Bittencourt et al., 1992). Adicionalmente, el HL recibe proyecciones de 

NPY/AgRP del ARC (Elmquist et al., 1999), y éste núcleo es mucho más sensible que el NPV a los 

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

 

El ayuno aumenta los niveles del RNAm de MCH, su administración i.c.v. aumenta la ingesta 

de alimento (Qu et al., 1996) y provoca obesidad en las ratas (Marsh et al., 2002). Mientras que los 

ratones con alteraciones genéticas del MCH son hipofágicos, presentan un bajo peso y un gasto 

energético aumentado, a pesar de la disminución en la expresión de POMC en el ARC, y de la baja 

concentración sérica de leptina (Shimada et al., 1998; Marsh et al., 2002). Estos sistemas 

orexigénicos  ejercen sus efectos a través de proyecciones que tienen en distintas estructuras como el 

NPV, el ARC, el NTS y el núcleo dorsal del nervio vago (De Lecea et al., 1998; Peyron et al., 1998).  

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

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

adipostáticas (Campbell et al., 2003; Horvath et al., 1999).  

Dentro de esta integración hipotalámica de las señales periféricas, también están involucradas 

las neuronas sensibles a la glucosa presentes en el HL (Bernardis y Bellinger, 1996). Algunos 

estudios han sugerido que las neuronas que expresan orexinas pueden censar la concentración de 

glucosa dentro de esta región. La hipoglucemia aumenta la expresión de c-Fos en estas neuronas y 

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

 

 

Regulación hormonal periférica de la homeostasis energética 

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

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

anorexigénicos. Estas señales periféricas pueden dividirse en dos tipos: señales gastrointestinales y 

adipostáticas. 

1) Las señales gastrointestinales como la grelina o la colecistoquinina (CCK), ejercen un efecto a 

corto plazo. Estas señales gastrointestinales llegan al cerebro a través del nervio vago, el cual 

tiene proyecciones al NTS, ésta región a su vez tiene proyecciones hacia el hipotálamo 

(Berthoud, 2002). La función de estas señales del tracto gastrointestinal es la de regular la 

ingesta de alimentos en relación a eventos de tipo sensorial, como por ejemplo proveer 

información sobre la distensión gástrica, o la presencia de ciertos nutrimentos como por 

ejemplo de grasas (Broberger y Hokfelt, 2001). 

La grelina es un factor orexigénico sintetizado principalmente en el estómago. En humanos, 

este péptido es regulado por el volumen de alimento ingerido, su concentración sérica baja 

después de una comida y aumenta en periodos de ayuno (Tschop et al., 2001). En las ratas, 

la administración central o periférica de grelina aumenta la ingesta de alimento y el peso 

corporal, mientras que disminuye la lipólisis (Tschop et al., 2000). La grelina ejerce sus 

efectos orexigénicos a través de la regulación positiva de la expresión de NPY y AgRP en el 

ARC (Wang et al., 2002). 
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La CCK se sintetiza principalmente en el duodeno y yeyuno. Esta hormona es liberada en el 

intestino y a la circulación en respuesta a la presencia de nutrimentos en el tracto 

gastrointestinal, y permanece elevada hasta 5 horas después de su liberación (Liddle et al., 

1985). La CCK regula la digestión estimulando la liberación de enzimas pancreáticas y 

vesiculares, aumentando así la motilidad gástrica y disminuyendo el vaciamiento gástrico 

(Liddle et al., 1985; Moran y Schwartz, 1994). La administración periférica de CCK a humanos 

y animales, disminuye la duración y consumo de alimento (Gibbs et al., 1973; Kissileff et al., 

1981). Estudios hechos con ratones knockout del receptor tipo A para la CCK han sugerido 

que ésta hormona actúa en el hipotálamo dorsomedial para inhibir la expresión de NPY (Bi et 

al., 2001). 

 

2) Las señales adipostáticas como la leptina y la insulina, ejercen un efecto a largo plazo. La 

leptina sintetizada en el tejido adiposo y la insulina sintetizada en el páncreas, son dos 

hormonas que participan en el control de la homeostasis energética. La restricción calórica  

induce una disminución en la concentración sérica de leptina; este efecto puede revertirse con 

el consumo de alimento o con la inyección de insulina (Saladin et al., 1995). La circulación de 

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

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

neuronas que expresan los péptidos anorexigénicos POMC/CART en el ARC (Schwartz et al., 

2000). Por lo tanto cuando disminuye la concentración sérica de la leptina como en el caso del 

ayuno, las neuronas orexigénicas se activan y las anorexigénicas se inhiben (Leibowitz et al., 

2004; Wynne, 2005). 

La concentración sérica de insulina también está positivamente correlacionada con los 

depósitos de grasa, y después de la ingesta de alimento ésta aumenta rápidamente. En el 

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

y el peso corporal, a través de la regulación de la expresión del NPY y de POMC en el ARC 

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

En términos generales la anorexia describe simplemente una condición de pérdida del apetito 

o del hambre con una consecuente pérdida de peso. La anorexia puede clasificarse en dos grandes 

grupos dependiendo de la etiología de esta condición: la anorexia de origen patológico y la anorexia 

de origen adaptativo (Watts et al., 2007). 

La anorexia de tipo patológico puede subdividirse a su vez en dos, la Anorexia Nervosa, que 

se ha propuesto ser de origen psicológico, y la anorexia asociada a enfermedades degenerativas 

como el SIDA y el cáncer. En cambio, el segundo tipo de anorexia aparece como una respuesta 

adaptativa ante cambios homeostáticos, los cuáles pueden ser de origen externo que acompañan a 

algún tipo de estrés como la administración de lipopolisacáridos (Valles et al., 2000); o pueden ser de 

origen fisiológico como la deshidratación (Watts et al., 1999).  

 

ANOREXIA INDUCIDA POR DESHIDRATACIÓN 

La deshidratación ocasiona progresivamente en las ratas la reducción de la ingesta de 

alimento, generando una anorexia. Esta anorexia inducida por deshidratación se origina como una 

respuesta adaptativa que mantiene la homeostasis de los fluidos corporales, ya que en el proceso de 

la digestión se utiliza cierta cantidad de agua, y la respuesta del organismo bajo éstas condiciones es 

ahorrar la mayor cantidad posible de éste líquido. Se ha propuesto que los estímulos iniciales 

responsables de generar esta anorexia durante la deshidratación son: el aumento de la osmolalidad 

(deshidratación celular) y posiblemente el sabor de la sal  (Watts et al., 2007). 

Se han estudiado algunas vías neuronales hipotalámicas en este modelo. Watts y cols. 

encuentran que las ratas con anorexia inducida por deshidratación y las ratas con restricción 

alimentaria forzada (pareadas a las ratas con anorexia) presenta las mismas características 

endócrinas y neuropeptidérgicas que normalmente se observan en la restricción calórica: aumento de 

la concentración sérica de corticosterona y disminución de la concentración de leptina e insulina; en el 

ARC encuentran un aumento en la expresión de NPY, y disminución de la expresión de POMC y de 

neurotensina (Watts et al., 1999). La inyección de una dosis alta de NPY (1 μg) revierte la anorexia 

cuando se inyecta en el HL, sin tener ningún efecto cuando es inyectado en el NPV; mientras que 
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dosis más bajas de la inyección de NPY (0.5 μg) no tienen efecto sobre la anorexia en ninguno de 

estos dos núcleos hipotalámicos (Salter y Watts, 2003).  

A pesar de estos cambios neuroendócrinos, las ratas con anorexia continúan disminuyendo 

su ingesta de alimento; esto sugiere la existencia de otros mecanismos neuronales que se activan 

durante la anorexia para inhibir el consumo de alimento.  

El HL podría ser una estructura que participa en este tipo de anorexia, ya que la expresión de 

CRH (péptido anorexigénico) aumenta exclusivamente en las ratas deshidratadas antes de que 

desarrollen la anorexia, además hay una correlación positiva entre el aumento de la expresión de 

CRH en el HL con el grado de anorexia que presentan los animales (Watts et al., 1999). 

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

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

 

El Mesencéfalo en la Anorexia inducida por deshidratación 

Además de estudiar los cambios neuroendócrinos en las ratas con deshidratación, Sanders y 

Ritter (2000; 2001) estudiaron en estos animales, los cambios conductuales y endócrinos ante un 

estímulo metabólico: la administración de 2-deoxiglucosa. Los animales inyectados con 2-

deoxiglucosa ya sea por vía i.v. o i.c.v. presentan algunas respuestas compensatorias como son: 

aumento de la concentración sérica de corticosterona y de glucosa, y aumento de la ingesta de 

alimento (Sanders y Ritter, 2000; 2001). Las células glucoreceptoras localizadas en el mesencéfalo 

son los responsables de mediar estas respuestas ante la inhibición celular de la oxidación de glucosa 

por la inyección de 2-deoxiglucosa (Sanderes y Ritter, 2000). Los animales con anorexia inducida por 

deshidratación (ingieren una solución salina al 2.5%) inyectados con 2-deoxiglucosa, presentan el 

mismo aumento de corticosterona y glucosa en sangre observado en los animales controles (ingieren 

agua natural), sin embargo la respuesta de incrementar su ingesta de alimento se encuentra inhibida 

(Salter y Watts, 2003). Estos resultados sugieren que las proyecciones ascendentes del mesencéfalo 

que proveen de información sobre el estado metabólico del animal no están afectadas en la 

deshidratación. En su lugar, pareciera ser que la deshidratación actúa específicamente sobre 
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neuronas en el NPV y el HL para inhibir la ingesta de alimento cuando se inyecta 2-deoxiglucosa 

(Watts et al., 2007). 

Se han reportado cambios similares en pacientes con anorexia nervosa. La administración 

intravenosa de 2-deoxiglucosa o insulina a sujetos controles genera un aumento del apetito, pero en 

pacientes con anorexia nervosa no se reporta este aumento del apetito, a pesar de que su 

concentración sérica de glucosa y corticosterona está aumentada al  igual que en los sujetos controles 

(Nakai y Koh, 2001). 

 

El Telencéfalo en la Anorexia inducida por deshidratación 

 Neuner y cols. (2006) estudiaron si la manipulación del núcleo accumbens (n. accumbens) 

podía atenuar la anorexia inducida por deshidratación en las ratas, compararon los efectos de la 

inyección de muscimol (estimula la ingesta de alimento) en el n. accumbens entre ratas controles y 

deshidratadas. Encontraron que después de la inyección de muscimol  en el n. accumbens, los 

animales deshidratados disminuyen la cantidad de alimento consumido y el tiempo que pasan 

alimentándose, comparado con los animales controles. Los autores sugieren que la deshidratación 

actúa sobre elementos neuronales provenientes del n. accumbens que van hacia el hipotálamo, para 

así inhibir la ingesta de alimento. 
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ASPECTOS GENERALES DE LA HORMONA LIBERADORA DE TIROTROPINA (TRH)  

La hormona liberadora de Tirotropina participa en la regulación del eje hipotálamo-hipófisis-

tiroideo 

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

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

caracterizado por Boler y cols. (Boler et al., 1969) y Burgus y cols. (Burgus et al., 1969). Esta 

neurohormona peptídica es un factor hipotalámico que participa en la regulación del eje hipotálamo-

hipófisis-tiroideo (HHT) (Bowers et al., 1971) (Ilustración 2). Se sintetiza en el NPV del hipotálamo y 

es transportado a través de los axones acumulándose en la porción terminal de los nervios en la 

eminencia media, de donde es liberado. Así, el TRH alcanza el lóbulo anterior de la hipófisis a través 

de los vasos del sistema hipotálamo-hipófisis portal. En la adenohipófisis, el TRH se une a receptores 

específicos en las células tirótropas y lactótropas, estimulando la síntesis y liberación de tirotropina 

(TSH) y prolactina (PRL), respectivamente (Bowers et al., 1971). El TSH a su vez, estimula la síntesis 

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

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

 

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

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

del eje HHT (Leibel y Rosenbaum, 1995), a través de la disminución de la concentración del RNAm de 

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

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

de la termogénesis y el ahorro de las reservas energéticas.  

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

termogénicas al frío (Arancibia et al., 1996). La exposición al frío induce un aumento en los niveles del 

RNAm de pro-TRH y su liberación en el NPV (Uribe et al., 1993). Estos cambios llevan a un aumento 

en la circulación de las hormonas tiroideas, las cuales interactúan con las proteínas desacopladoras 

en el tejido adiposo pardo  aumentando así la producción de calor (Carvalho et al., 1991; Bianco 

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

(Horita, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Ilustración 2 El TRH del NPV participa en la regulación del eje hipotálamo-hipófisis-tiroides. El TRH estimula la 

síntesis y liberación de TSH en la adenohipófisis, ésta a su vez estimula la síntesis y liberación de las hormonas 

tiroideas (T3 y T4). Las hormonas tiroideas por retroalimentación negativa inhiben la síntesis de TSH en la 

adenohipófisis y la síntesis de TRH en el NPV. 

 

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

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

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

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

pequeña porción del péptido amino terminal; mientras que la mayor parte del propéptido de TRH (pro-

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

 

La región  5´ contiene la región promotora que codifica para varios elementos reguladores:  
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1. Dos  unidades sencillas que unen el receptor de la hormona tiroidea (TR) en su forma 

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

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

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

1998). 

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

al., 1998). 

 

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

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

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

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

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

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

 

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

aminoácidos (aa). Este precursor tiene un extremo amino-terminal (N-terminal) formado por una 

secuencia líder de 25 aa, 5 copias de la secuencia progenitora de TRH (Gln-His-Pro-Gly) flanqueada 

por pares de aa básicos (Lys-Arg o Arg-Arg), 4 péptidos intermedios entre las secuencias del TRH, un 

péptido N-terminal (prepro-TRH20-25-R-R-prepro-TRH53-74) y un péptido C-terminal (prepro-TRH154 o 160-

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

 

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

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

tamaño, pro-TRH. La hidrólisis del precursor para generar TRH biológicamente activo ocurre en los 

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

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

carboxipeptidasa E (CPE) para remover los residuos básicos (Nillni et al., 1997). Posteriormente el 
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tripéptido Gln-His-Pro-Gly es amidado por la acción de la enzima glicina α−amidante monooxigenasa 

(PAM), la cual usa la glicina C-terminal como el donador de la amida, mientras que el residuo Gln es 

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

 

Receptores de TRH 

La acción de TRH es mediada vía sus receptores (Gershengorn y Osman, 1996; Sun y 

Gershengorn, 2003). Existen dos tipos de receptores para TRH, el receptor tipo 1 (TRH-R1) y el 

receptor tipo 2 (TRH-R2).  

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

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

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

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

Gershengorn,  2003). 

 

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

neuroendócrina del péptido (Nillni, 1999). En el cerebro, el RNAm predomina  en regiones límbicas 

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

núcleo accumbens y la corteza piriforme (Calzá et al., 1992); también se encuentra ampliamente 

distribuido en varias estructuras hipotalámicas como el área anterior y posterior del hipotálamo, el 

hipotálamo lateral, el NPV y el núcleo dorsomedial (O´Dowd et al., 2000).   

 

Por otro lado, el RNAm del TRH-R2 está localizado en regiones del cerebro como en el área 

anterior del hipotálamo, áreas del hipotálamo lateral, el NPV, el hipocampo, la corteza frontoparietal 

(particularmente en áreas somatosensoriales, motoras y olfatorias), la amígdala y el tálamo (Mitsuma 

et al., 1999; O´Dowd et al., 2000), áreas que participan en procesos como la atención y el 

aprendizaje, el despertar y el sueño. Además, se encuentra en regiones que procesan información 

sensorial (Hinkle et al., 2002). También se ha observado que este receptor podría estar involucrado 

en funciones o procesos como  la nocicepción y en el control motor (O´Dowd et al., 2000).  

Neevia docConverter 5.1



 21

Inactivación de TRH 

El TRH es degradado por una metaloenzima específica, la piroglutamil peptidasa II (PPII) la 

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

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

 

La PPII tiene una alta especificidad por su sustrato, el TRH (Bauer et al., 1994). Esta enzima 

hidroliza el enlace de la pyroGlu-his del TRH. Es una metaloenzima de 260 kDa insertada en la 

membrana celular con su sitio catalítico orientado hacia el espacio extracelular (Heuer et al., 1998). 

En el SNC, esta enzima se localiza en la membrana de neuronas y no en células gliales (Bauer et al., 

1990; Cruz et al., 1991), mientras que en la adenohipófisis, se localiza preferentemente en las células 

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

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

 

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

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

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

receptores) a un 54% del control 16 horas después de su administración. Y Shomburg y Bauer (1995), 

reportaron que la inyección i.p. de T3 (30 μg/100 g peso corporal) aumenta la concentración del RNAm 

de la PPII en la adenohipófisis (10 veces por arriba del valor control). En ratas hipotiroideas (tratadas 

con n-propiltiouracilo, 200 mg/litro en el agua para beber), el RNAm de la PPII disminuye a un 50% del 

control el primer día del tratamiento, en la adenohipófisis. El efecto de las hormonas tiroideas sobre la 

actividad de la PPII es específico de la adenohipófisis, ya que en cerebro la actividad de la enzima no 

cambia significativamente (Schomburg y Bauer, 1995; Lin y Wilk, 1998). 

La actividad de la PPII en la adenohipófisis también es regulada dependiendo de las 

condiciones energéticas del animal, por ejemplo en ratas jóvenes (28 días de edad) que han estado 

en condiciones de ayuno durante 48 hrs, disminuye significativamente la actividad de la PPII en la 

adenohipófisis (de Gortari et al., 2000). 
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Adicionalmente, el  TRH es degradado en suero por la acción de la tiroliberinasa. Como la 

PPII, la tiroliberinasa tiene un alto grado de especificidad por el TRH (Schomburg y Bauer, 1995; 

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

(Schmitmeier y Bauer, 2002). La tiroliberinasa también es regulada por la concentración de las 

hormonas tiroideas en ratas (Ponce et al., 1988), en el hipotiroidismo disminuye la concentración 

sérica de esta enzima, mientras que en el hipertiroidismo aumenta (White et al., 1976). Además, se ha 

reportado que en humanos la tiroliberinasa está asociada positivamente al índice de masa corporal, 

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

 

 

Regulación del Metabolismo del TRH en el Eje Neuroendócrino 

 

Hormonas Tiroideas 

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

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

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

el hipotálamo (Yen, 2001). 

 

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

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

aumenta la concentración del RNAm de TRH en el NPV (T4 está baja mientras que TSH está elevada) 

(Taylor et al., 1990).  

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

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

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

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

et al., 1994).  
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La expresión del TRH-R1 está regulada por diferentes señales extracelulares, incluyendo la 

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

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

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

disminuye la respuesta del receptor a TRH.  

 

Glucocorticoides 

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

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

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

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

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

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

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

(Kakucska et al., 1995).  

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

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

paradójicamente también se encuentra disminuido el contenido del RNAm de TRH en el hipotálamo 

(Blake et al., 1991).  

 

 

Leptina y Péptidos Hipotalámicos 

La leptina juega un papel importante en la regulación neuroendócrina del eje HHT. En el 

ayuno disminuye la concentración sérica de leptina, inhibiéndose el eje tiroideo y activándose el eje 

adrenal (van Haasteren et al., 1995). En condiciones de ayuno o restricción alimentaria cuando la 

concentración sérica de leptina es baja, disminuye el RNAm de pro-TRH en el NPV y la concentración 

sérica de las hormonas tiroideas, mientras que la concentración de corticosterona aumenta (Blake et 

al., 1991; van Haasteren et al., 1995). Estos efectos causados por el ayuno pueden revertirse con la 
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inyección i.p. e i.c.v. de leptina en ratas (Ahima et al., 1996; Legradi et al., 1997; Fekete et al., 2005). 

In vitro, la leptina aumenta la liberación del TRH hipotalámico de ratas que han estado en ayuno por 

48 hrs (Kim et al., 2000). 

 

La leptina regula la biosíntesis de pro-TRH del NPV y su liberación hipotalámica (Ilustración 

3): puede actuar directamente sobre las neuronas TRHérgicas del NPV (Kim et al., 2000) activando el 

promotor del gen de TRH in vivo (Guo et al., 2004), a través de la activación del transductor de 

señales y del activador de la transcripción 3 (STAT-3) (Guo et al., 2004; Huo et al., 2004); o puede 

actuar indirectamente sobre las células del ARC estimulando la expresión génica de POMC y por lo 

tanto a la α−ΜSH (péptido anorexigénico), e inhibiendo la expresión del NPY y del AgRP los cuales 

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

 

 
Ilustración 3. Regulación del eje tiroideo por la leptina a través de su acción directa o indirecta sobre las 

neuronas TRHérgicas del NPV del hipotálamo. La secreción de leptina del tejido adiposo estimula la expresión 

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

adenohipófisis y glándula tiroides, respectivamente. 
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Otros Estímulos 

El frío y la succión (ej. durante el amamantamiento) estimulan la liberación de TRH 

hipotalámico, acompañado de un aumento del RNAm de TRH en el NPV del hipotálamo (Uribe et al., 

1993; Sánchez et al., 2001; Fjeldheim et al., 2005). La liberación de TRH en respuesta a la exposición 

al frío en ratas, está mediada por mecanismos adrenérgicos (Arancibia et al., 1989) y trae como 

consecuencia una elevación rápida de la concentración sérica de TSH y de las hormonas tiroideas.  

El estímulo de la succión en ratas, provoca la liberación hipotalámica de TRH, lo que induce la 

síntesis y liberación de prolactina de la hipófisis, e involucra la activación de neuronas 

serotoninérgicas que proyectan del núcleo de rafé al hipotálamo (Barofsky et al., 1983; Uribe et al., 

1993). Ambos estímulos aumentan también la concentración sérica de corticosterona (Uribe et al., 

1993).  

 

 

El TRH como Neuromodulador 

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

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

1999) como la amígdala, el hipocampo y el núcleo accumbens (Lechan y Jackson, 1982; Méndez et 

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

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

encontrando una menor concentración en cerebelo. 

 

Aparte de su función comúnmente conocida como hormona hipofisiotrópica, este péptido, 

también puede funcionar como neuromodulador en el SNC debido a que presenta las siguientes 

características: más del 50% de TRH se localiza en terminales nerviosas, en el cerebro se encuentran 

receptores de alta afinidad para el TRH (Calzá et al., 1992), y además en el cerebro y la 

adenohipófisis es degradada por la PPII, la cual se encuentra cerca de los sitios de liberación del TRH 

(Bauer et al., 1999). 
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El TRH induce varias funciones. La inyección i.c.v. de TRH en ratas provoca distintos efectos 

como la inducción del despertar, incrementa la actividad motora y la motilidad gástrica, provoca 

taquicardia e hipertensión, mejora el aprendizaje y/o la memoria, eleva la temperatura corporal, 

revierte el efecto narcótico provocado por el alcohol, tiene efectos antidepresivos y disminuye la 

ingesta de alimento y agua (Horita, 1998). 

 

 

REGULACIÓN DE LAS NEURONAS TRHérgicas EN DIFERENTES MODELOS DE RESTRICCIÓN 

ENERGÉTICA 

La restricción calórica ejerce efectos sobre el eje HHT: La expresión de TRH en el NPV 

disminuye, mientras que el contenido del péptido aumenta en la eminencia media, sugiriendo una 

inhibición de su liberación, lo cual se puede corroborar por la disminución en la concentración sérica 

de TSH y de las hormonas tiroideas, que se observa tanto en ratas machos como hembras (Blake et 

al., 1991; van Haasteren et al., 1995; 1996) y la realimentación (van Haasteren et al., 1995) o la 

inyección de leptina restablecen la actividad del eje tiroideo (Legradi et al., 1997). Estos cambios del 

eje tiroideo surgen como una respuesta adaptativa inducida por la restricción calórica, que conduce a 

la preservación de energía en situaciones de un balance energético negativo. 

En nuestro laboratorio también se ha estudiado los cambios en el metabolismo de TRH en el 

SNC en condiciones de ayuno: en las ratas adultas con un periodo de ayuno de 48 h, aumenta el 

contenido de TRH en la eminencia media mientras que disminuye en el NPV; ocurre también una 

disminución del contenido de TRH y de su RNAm en la amígdala  (de Gortari et al., 2000); mientras 

que en ratas jóvenes (21 días de edad), aumenta la concentración de TRH en el hipocampo y 

disminuye en el núcleo accumbens en el ayuno (de Gortari et al., 2000). Esto sugiere que  el papel del 

TRH en la conducta alimentaria es independiente, al de su papel como hormona.  
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II. JUSTIFICACIÓN 
Hasta este momento todavía no han sido dilucidados por completo los mecanismos 

neuronales responsables de desarrollar los distintos tipos de anorexia, sin embargo se sugiere que 

por lo menos deben de compartir un mecanismo o una vía neuronal en común que sería responsable 

de regular la conducta alimentaria y el peso corporal. 

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

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

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

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

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

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

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

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

contenido en la amígdala (Gutiérrez-Mariscal et al., 2008); en modelos genéticos de ansiedad está 

aumentado el prepro-TRH 178-199 (Suzuki et al., 2001) en el NPV del hipotálamo. 

También el metabolismo del TRH es regulado por el estado energético en el que se encuentra 

el animal, por ejemplo, en la restricción calórica (ayuno forzado durante 24 h, y restricción forzada por 

48 h) se observa una dismunición de la actividad del eje tiroideo: disminuye la expresión de pro-TRH 

en el NPV, mientras que en la eminencia media (de donde es liberado el péptido) aumenta el 

contenido de TRH, como consecuencia disminuye en suero la concentración de TSH y de las 

hormonas tiroideas, generándose un hipotiroidismo terciario (Blake et al., 1991; Rondeel et al., 1995; 

Van Haasteren et al., 1995, 1996; de Gortari et al., 2000). Por lo tanto, uno de los propósitos de este 

trabajo es estudiar cómo se regula el eje tiroideo en un diferente modelo de restricción calórica, donde 

el animal voluntariamente reduce su ingesta de alimento, pero que también se encuentra en un estado 

de balance energético negativo.  

 

Para esta finalidad, se propone utilizar el modelo de anorexia inducida por deshidratación, el 

cual resulta ser un paradigma útil para estudiar los cambios neuroendócrinos durante la anorexia en 

las ratas, ya que la anorexia se genera a partir del segundo día de que los animales ingieren una 

Neevia docConverter 5.1



 28

solución salina al 2.5% reduciendo su ingesta de alimento en un 75% al quinto día; y cuando se les 

restituye la solución salina por agua, en minutos los animales restablecen su ingesta de alimento 

(Watts et al., 1999). Por lo tanto, este modelo puede ayudar a estudiar cuáles son las vías neuronales 

que regulan la ingesta de alimento (específicamente las que la inhiben), en dónde se localizan y cómo 

están organizadas. Adicionalmente, se ha reportado que en las ratas con anorexia inducida por 

deshidratación aumenta la concentración del RNAm de CRH en el hipotálamo lateral; estos cambios 

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

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

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

región en la anorexia inducida por deshidratación. Además, las neuronas CRHérgicas del hipotálamo 

lateral tienen innervaciones hacia el NPV (Watts et al., 1999), por lo que sugerimos que es posible 

que las neuronas TRHérgicas del NPV pudieran ser un blanco de acción del CRH en la anorexia 

inducida por deshidratación.  

 

También proponemos estudiar la respuesta neuronal hipotalámica de TRH en los animales 

con una restricción calórica (forzada y voluntaria) ante un estímulo adicional como es el frío. El ayuno 

es un estrés de tipo fisiológico, que como ya se mencionó inhibe el eje tiroideo, sin embargo existen 

otros tipos de estrés que también regulan el metabolismo del TRH, como por ejemplo, el frío que es 

un estrés físico de origen externo. En este caso, se observa en los animales una activación del eje 

tiroideo: aumenta la expresión de TRH en el NPV, y la liberación de TSH y de las hormonas tiroideas 

(Arancibia et al., 1996; Pacak y Palkovits, 2001; Sánchez et al., 2001, 2007). 
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III. HIPÓTESIS 
La regulación diferencial en la actividad de las neuronas TRHérgicas del NPV y del 

funcionamiento del eje tiroideo en las ratas con anorexia inducida por deshidratación comparadas con 

las de restricción alimentaria forzada, sugerirán la participación de este neuropéptido en la regulación 

central de la conducta alimentaria. 

 
IV. OBJETIVOS 

General: 

Definir cómo se regula el eje hipotálamo-hipófisis-tiroideo en la restricción alimentaria forzada 

(RA) y en la anorexia inducida por deshidratación (AN, restricción alimentaria voluntaria) en ratas 

hembras. 

 

Específicos: 

1. Comparar los cambios en el metabolismo de TRH del NPV y el funcionamiento del eje tiroideo 

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

modelo animal de consumo restringido de alimento (restricción forzada). 

2. Estudiar si la restricción energética crónica, afecta la respuesta neuronal TRHérgica del NPV 

ante un estímulo agudo como la exposición al frío. 

3. Evaluar si la restricción calórica induce conductas de ansiedad de manera diferencial entre la 

restricción alimentaria forzada y la anorexia inducida por deshidratación, utilizando la prueba 

de enterramiento defensivo.  
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V. MATERIALES Y MÉTODOS.  

Animales 
En todos los experimentos se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar en edad adulta (250 

g de peso), las cuales se mantuvieron en cajas individuales para registrar su consumo de alimento y 

agua, estuvieron en condiciones controladas de 12 h de luz-oscuridad (luz de las 7 a las 19 hrs) y a 

una temperatura controlada de 23°C. Todos los experimentos se llevaron a cabo en el Instituto 

Nacional de Psiquiatría “RFM”, excepto los experimentos de exposición al frío los cuales se llevaron a 

cabo en el bioterio del Instituto de Biotecnología, UNAM. Antes de iniciar el experimento, hubo una 

semana de adaptación en el cual los animales tuvieron acceso ilimitado a la comida (Rodent Diet 

5001: 28% de proteínas, 12.13% de grasas y 59.8% de hidratos de carbono) y agua. Los animales se 

pesaron en la semana de adaptación para que los grupos tuvieran un peso homogéneo al iniciar el 

experimento. 

 

Experimentos 

En todos los experimentos realizados, se ofrecieron a las ratas 50 g de alimento diariamente 

(excepto al grupo de restricción alimentaria forzada) y 150 ml de líquido. Los experimentos tuvieron 

una duración de 7 días. Los grupos que se formaron fueron los siguientes: 

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

2. Grupo de Anorexia por deshidratación (AN): con consumo de alimento ad libitum y una solución 

salina al 2.5%  (NaCl de SIGMA) como medio de bebida (Watts et al., 1999). 

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

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

 

Experimento de Cinética. 

Con la finalidad de conocer en qué momento del experimento se presentan cambios 

significativos en el eje hipotálamo-hipófisis-tiroideo en las ratas con anorexia y en la restricción 

alimentaria forzada, se sacrificaron los animales en diferentes tiempos: día 1, 3, 5 y 7 de iniciado el 

experimento. 
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Experimento de Exposición al Frío. 

Se realizó un experimento independiente, donde los tres grupos de animales mencionados 

anteriormente fueron sometidos a un estímulo agudo el séptimo día de iniciado el experimento. De 

cada grupo se seleccionaron aleatoriamente 5 ratas, las cuales fueron  introducidas a un cuarto frío a 

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

 

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

Se registró también el consumo de alimento e ingesta de líquido diariamente.  

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

experimentos sucesivos los animales fueron sacrificados al séptimo día por decapitación, entre las 10 

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

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

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

la PPII, por RT-PCR. 

De los cerebros congelados, se hicieron manualmente cortes coronales (aprox. -0.6 a -3.6 mm de 

bregma [Paxinos,  2005]) para disectar el hipotálamo dorsal (HD: H 7.2 a 8.2 mm; L –1.0 a 1.0 mm) y 

el hipotálamo mediobasal (HMB: H 8.2 a 9.8 mm; L –1.0 a 1.0 mm) para cuantificar el contenido de 

TRH por radioinmunoensayo (RIA). Para otra serie de experimentos se disectó manualmente el NPV 

del hipotálamo utilizando un ponche de 1 mm de diámetro, el cual se obtuvo de un corte coronal (H 

7.2 a 8.2 mm; L –0.5 a 0.5 mm [Paxinos, 2005]), para semi-cuantificar los RNAm´s de pro-TRH, TRH-

R1 y pro-CRH, por RT-PCR.  

El suero se usó para cuantificar la concentración de proteínas por el método de Bradford 

(Bradford et al., 1976), de leptina por el método de ELISA (para evaluar cambios metabólicos que 

pudieran estar relacionados con la pérdida de peso)  y la concentración de corticosterona (como 

medida del estrés), TSH, y hormonas tiroideas (T3 y T4) (como medida de la adaptación del eje 

tiroideo), estrógenos y prolactina, por RIA.  

Adicionalmente se disectó la grasa blanca (ovárica) y la grasa parda (subescapular), y se 

pesaron inmediatamente después de la disección. 
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Extracción de TRH. 

Los hipotálamos disectados (HD e HMB) fueron homogenizados en 500 μl de ácido acético al 

20% con un sonicador (vibra cell VC 130). Posteriormente, se centrifugaron las muestras  a 14,000 

rpm durante 15 min a 4ºC (Eppendorf Centrifuge 5810 R). Se extrajeron 420 μl del sobrenadante y se 

colocaron en tubos de microcentrífuga. Se agregaron 800 μl de metanol al 100%, se agitaron las 

muestras en un vórtex (Daigger Vortex Genie 2) y se guardaron a –20ºC durante 12 h. Las muestras 

fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante 15 min a 4ºC. Se extrajo todo el sobrenadante y se colocó 

en otros tubos de microcentrífuga para la evaporación del líquido (Vacufuge concentrator 5301) por un 

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

 

Radioinmunoensayo de TRH.  

Se preparó por triplicado una curva estándar conteniendo concentraciones de 5, 10, 25, 50, 

100, 250, 500, 1000 y 2000 pg de TRH en 100 μl de amortiguador RIA (amortiguador de fosfatos 50 

mM pH 7.5 + BSA al 0.25% + 150 mM NaCl + azida de sodio al 0.02% en agua desionizada). 

También se preparó por triplicado un estándar interno hipotalámico con 20, 40, 80 y 160 μl de un 

extracto de tejido evaporado a sequedad y resuspendidos en 100 μl de amortiguador RIA. Las 

muestras de TRH fueron evaporadas y resuspendidas en el amortiguador RIA de acuerdo al 

contenido esperado de TRH. Para el hipotálamo dorsal se adicionaron  500 μl, y para el hipotálamo 

medio basal se agregaron 250 μl.  Se agitaron las muestras en el vórtex y se  centrifugaron durante 5 

min a 12,000 rpm a 4ºC. Se tomaron por duplicado 100 μl de cada muestra y se colocaron en tubos 

de vidrio de 12 x 75 mm. Posteriormente se prepararon los tubos controles: los totales (T) (cuentas 

por minuto (cpm) totales), los NSB (unión no específica) y se adicionaron 200 μl de amortiguador RIA 

y por último se prepararon los tubos Bo (ausencia de TRH) y se adicionaron 100 μl de amortiguador 

RIA. A todos los tubos, excepto los T y NSB,  se agregaron 100 μl de anticuerpo contra  TRH (R2 

dilución de trabajo, 1:10,000) (Joseph-Bravo et al., 1979) y después se adicionó a todos los tubos 100 

μl (5,000 cpm) de I125 TRH. Se incubaron los tubos entre 36 y 48 h a 4°C. 
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Terminado el tiempo de incubación, se precipitaron todas las muestras, excepto los T, con 1 

ml de etanol absoluto frío, se centrifugaron (Beckman J-6B) a 3,000 rpm durante 30 min a 4ºC. Se 

aspiró el sobrenadante con un extractor de vacío y se realizó la lectura de las cpm en un aparato de 

conteo de radiaciones gamma (LKB Wallace Miligamma Counter). Se transformaron los valores de 

cpm de la curva estándar y de las muestras a pg de TRH, utilizando el Software “enri” de 

transformación matemática a través de una  regresión logit-log.  

 

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

Se extrajo el RNA total del NPV y de la adenohipófisis por el método de tiocinato de guanidina 

(Chomczynski et al., 1987). Para la purificación del RNA, se agregó a los tejidos congelados 150 μl de 

solución D (4 M de tiocinato de guanidina, 25 mM de citrato de sodio, 0.5% de sarcosil pH 7.0, y 0.1 M 

de β-mercaptoetanol), posteriormente los tejidos fueron homogenizados con un sonicador (Sonics 

Vibra Cell Ultrasonic Procesor). Y se adicionaron las siguientes soluciones agitando en el vórtex 

después de cada paso: 1/10 del volumen del homogenado de acetato de sodio (2 M, pH 4.0), un 

volumen de fenol saturado en agua y 0.2 del volumen de cloroformo:alcohol isoamílico (49:1 v/v). Se 

dejaron reposando las muestras en hielo durante 15 min. y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 20 

min a 4°C. Se recuperó la fase acuosa y se adicionó un volumen de isopropanol. Se guardaron las 

muestras a –20°C durante toda la noche.  

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

sobrenadante y se almacenó en otros tubos de centrifugación. Al precipitado se le adicionó 1/3 del 

volumen inicial del homogenado de solución D y un volumen de isopropanol, se guardaron las 

muestras una hora a –20°C; posteriormente se centrifugaron a 14,000 rpm, se obtuvo el sobrenadante 

y se guardó en otros tubos; al precipitado se le adicionó un volumen de etanol al 75% y se 

centrifugaron las muestras a 14,000 rpm durante 12 min. Posteriormente se obtuvo el sobrenadante y 

el precipitado se resuspendió en agua, se adicionó 1/20 de acetato de sodio y 2 volúmenes de etanol 

absoluto del volumen de agua. Se almacenaron las muestras a –20°C durante toda la noche. 

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

sobrenadante y el precipitado se resuspendió en etanol al 75%; se centrifugaron las muestras a 
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14,000 rpm durante 12 min a 4°C (este paso se realizó 2 veces), se obtuvo el sobrenadante y el 

precipitado se secó en el savant durante 5 min. Posteriormente, el precipitado se resuspendió en 30 μl 

de agua y se realizó la lectura de las muestras en un espectrofotómetro (Eppendorf) a 260, 230 y 280 

nm. Si la relación 260/230 de las muestras fuera menor a 1.5 se adicionaría 1/25 de acetato de sodio 

más 3 volúmenes de etanol, y se almacenaban las muestras a –20°C, repitiéndose los pasos del 

tercer día. Por último se prepararon alícuotas de 1.5 μg de RNA en 12 μl de agua tratada con dietil 

pirocarbonato (DEPC) para realizar más tarde la transcripción reversa-reacción en cadena de la 

polimerasa (RT-PCR), también se prepararon otras alícuotas de 0.5 μg de RNA en 4 μl de agua 

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

 

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

Las alícuotas preparadas con una concentración de 1.5 μg de RNA se calentaron en baño 

maría a 65°C durante 5 min y posteriormente se colocaron las muestras directamente en hielo. Se 

adicionó a cada tubo la mezcla de RT: 8.9 μl de agua bidestilada tratada con DEPC, 6.0 μl de buffer 

RT 5 X (250 mM Tris-HCl, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2), 3.0 μl de ditiotreitol (DTT, 0.1M 10 X), 0.6 μl 

de dNTPs 10 mM, 1.0 μl de oligo dT (0.5 μg/μl) y 0.5 μl de transcriptasa reversa (M-MLV RT, 200 

u/μl). Se incubaron las muestras a 37°C durante 2 h. Al término de la incubación se tomaron 4 μl  de 

la mezcla de reacción de cDNA y se adicionó la mezcla de PCR a cada tubo: 35 μl de agua 

bidestilada estéril, 5 μl de buffer Taq DNA polimerasa (5 u/μl) 10 x, 1.0 μl de dNTPs 10 mM, 1.0 μl del 

correspondiente oligonucleótido sentido y antisentido, 2.5 μl de MgCl (1.5 mM) y 0.5 μl de Amplificasa 

5 u/μl (Biogénica). 

Posteriormente se colocaron los tubos en el termociclador Eppendorf (Mastercycler Gradient). 

En la tabla 1 se muestran las secuencias de los oligonucleótidos analizados, así como de los genes 

controles, y en la tabla 2 los ciclos y condiciones de amplificación para cada gen: 
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GEN SECUENCIA SENTIDO SECUENCIA ANTISENTIDO 

TRH 

Lechan et al., 
1986 

(5´-3´): 

GGACCTTGGTTGCTGTCGACTCTGGCTTTG 

(5´-3´): 

ATGACTCCTGCTCAGGTCATCTAGAAGCT 

TRH-R1 

De la Peña et al., 
1992 

(5´-3´): ACCCAGAGAAGCAGGCAGCGTGACA (5´-3´): 

GATCCGCCACAGCCAGACTCACCAG 

CRH 

Jingami et al., 
1985 

(5´-3´): AGAAGAGAGCGCCCCTAAAC (5´-3´): ATCAGAATCGGCTGAGGTTG 

PPII 

Schauder et al., 

1994 

(5´-3´): GGACACCCAAATAATTGCT (5´-3´): CTGGATCGCATACAAAAAG 

Ciclofilina 

Danielson et al., 

1988 

(5´-3´): GGGGAGAAAGGATTTGGCTA (5´-3´): ACATGCTTGCCATCCAGCC 

G3PDH  

Tso et al., 1985 

(5´-3´):  

CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC 

(5´-3´): 

TGAAGGTCGGTGTCAACGGATTTGGC 

 
Tabla 1. Secuencias de oligonucleótidos mandados a elaborar en la Unidad de Síntesis de 

Oligonucleótidos del Instituto de Biotecnología de la UNAM. 

 

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

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

 
Tabla 2.  Ciclos y condiciones de amplificación para cada gen analizado. Los ciclos varían 

dependiendo del tejido analizado debido a que la cantidad del RNAm es diferente. 
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Después de amplificar los genes, se semi-cuantificaron por electroforesis los productos de la 

PCR. La ciclofilina y la G3PDH se utilizaron como genes control. Se preparó un gel de agarosa al 2% 

para todos los amplificados (para 75 ml: se usaron 1.5 g de agarosa standard-lowr [Biorad], 15 ml de 

TBE 5X y se aforó a 75 ml con agua milliQ). 

Del producto de PCR se tomaron 12 μl del gen en cuestión, 4 μl del gen control y se 

adicionaron 2 μl del loading buffer (0.025 g de azul de bromofenol, 0.025 g de xileno cyanol, 5 ml de 

glicerol) para teñir el cDNA. Posteriormente se realizó la semi-cuantificación de los genes por 

densitometría utilizando el programa de American Applied Biotechnology. 

 

Cuantificación de Proteínas por el Método de Bradford. 

Se diluyeron 10 µl de suero de rata en 100 µl de agua destilada. De esta dilución se tomaron 

por duplicado alícuotas de 10 µl para la determinación de proteínas. Se preparó una curva estándar 

por duplicado con las siguientes concentraciones: 20, 40, 60, 80, 100, 120 y 140 µl (1 µg/µl BSA). Se 

adicionó a todos los tubos 5 ml del colorante (Bio-Rad), se dejaron todos los tubos reposando durante 

5 min y se realizó la lectura de la absorbancia en el espectrofotómetro a 595 nm. 

 

Ensayo enzimático inmunométrico de leptina (ELISA). 

Para cuantificar la concentración sérica de leptina se utilizó el kit colorimétrico de leptina 

marca CALBIOCHEM. Este kit utiliza un anticuerpo policlonal para la leptina, el cual está inmovilizado 

en la placa para unir la leptina presente en las muestras. Después de una incubación de corta 

duración, se lava el exceso de la muestra y se adiciona un anticuerpo policlonal para la leptina de 

ratón marcada con peroxosidasa de rábano. Este anticuerpo marcado se une a la leptina capturada 

en la placa. Después de una siguiente incubación, se lava el exceso del anticuerpo y se adiciona el 

sustrato. El sustrato reacciona con el anticuerpo marcado el cual está unido a la leptina.  

Se lavó la placa dos veces con 200 μl  de la solución de lavado (solución detergente salina de 

fosfatos). Se depositaron 100 μl del buffer de ensayo (solución salina de fosfatos, contiene proteínas y 

detergentes) en el pozo S0 (0 pg/ml) y 100 μl de las soluciones estándar del 1 al 7 en los pozos 

correspondientes, la concentración de la leptina en la curva estándar fue la siguiente: 6,400; 3,200; 
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1,600; 800; 400; 200 y 100 pg/ml, respectivamente. Posteriormente se depositaron las muestras (25 μl 

de suero más 75 μl de buffer de ensayo) en los pozos correspondientes, se agitó ligeramente la placa, 

y se incubó durante una hora a 37°C. Después de la incubación se lavó la placa 10 veces adicionando 

200 μl de la solución de lavado y posteriormente se aspiró el contenido de los pozos. Se adicionaron 

100 μl del anticuerpo de conejo contra la leptina de ratón en todos los pozos excepto en el blanco y se 

incubó la placa durante 30 min a 37°C. Se lavó nuevamente la placa 10 veces adicionando 200 μl de 

la solución de lavado y se aspiró el contenido de la placa. Posteriormente, se adicionó a cada pozo 

100 μl de la solución de sustrato (1 tableta TMB, 2.5 ml del buffer de sustrato [solución de fosfatos], 

2.75 ml de una solución de hidróxido de peróxido al 0.01%). Se incubó la placa durante 30 min a 

temperatura ambiente; para detener la reacción se adicionó a cada pozo 100 μl de una solución de 

ácido sulfúrico 1 N en agua. Posteriormente se realizó la lectura en el espectrofotómetro a 450 nm; la 

absorbancia es directamente proporcional a la concentración de la leptina en la muestra. Los 

resultados se expresan en pg/ml y se obtienen por regresión lineal. La sensibilidad del ensayo es de 

4.76 pg/ml. 

   

Radioinmunoensayo de Corticosterona. 

Se utilizaron 4 μl de suero diluido en 2 ml de amortiguador diluyente de esteroides (50 mM 

amortiguador de fosfatos  pH 7.5 y 150 mM de NaCl). De esta dilución se tomaron 500 μl de todas las 

muestras.  

Se preparó una curva estándar como sigue: se tomaron 500 ml  de las soluciones preparadas 

(Corticosterona estándar ICN Farmacéutica) que contenían 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000, y 

5000 pg/500 ml. Se pusieron los siguientes volúmenes de amortiguador diluyente de esteroides: tubos 

de B0  (ausencia de la hormona) 500 ml; en los tubos NSB (unión no específica) 500 ml + 100 ml 

amortiguador fosfatos; y en los tubos T (cuentas totales), 600 ml. Todos los tubos se incubaron a 98ºC 

durante 10 min y se dejaron enfriar a temperatura ambiente.  

El anticuerpo (Ab) se preparó a partir de alícuotas de 20 μl a una dilución inicial de 1:12. Cada 

alícuota se diluyó con 1.98 ml de agua destilada, obteniendo una dilución de trabajo de 1:1200. Se 

adicionaron a todos los tubos (excepto los T y NSB) 100 μl de Ab. Posteriormente se adicionaron a 
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todos los tubos 100 μl de la corticosterona tritiada (1 μl 3H-Corticosterona + 9 ml buffer diluyente= 

10,000 cpm/100 μl). Se mezclaron los tubos con un vórtex y se incubaron durante 24 h a 4ºC. Pasado 

el tiempo de incubación, se agregaron 200  μl de una solución de carbón-dextrán a 4ºC (excepto a los 

T) y se agitaron los tubos. Se incubaron durante 20 min a 4ºC y se centrifugaron a 3,000 rpm durante 

15 min. El sobrenadante de cada tubo se transfirió a tubos para conteo de radiaciones β   y se 

adicionaron 4 ml de líquido de centelleo (Ecolite, ICN). Cada tubo fue medido en un contador de 

radiaciones β (Beckman) durante un minuto.  

Se transformaron los valores de cpm de la curva estándar y de las muestras a pg de 

corticosterona utilizando el Software “enri” de transformación matemática a través de una  regresión 

logit-log. Los resultados se expresan en  ng de corticosterona por ml de suero. Este ensayo tiene un 

límite de detección de 5 pg; y una variabilidad de 8% inter-ensayo y 7% intra-ensayo. 

 

Radioinmunoensayo para TSH y Prolactina. 

Para cuantificar la concentración sérica de TSH  y de prolactina se empleó el protocolo y 

materiales de la NIDDK (National Hormone and Pituitary Program). Para TSH se utilizaron 50 μl de 

suero de rata diluidos 1:3 en amortiguador RIA (la sensibilidad del ensayo es de 5 pg, con un 

coeficiente de variabilidad inter-ensayo del 13% e intra-ensayo del 6%); y para prolactina se empleó 

50 μl de suero de rata sin diluir (la sensibilidad del ensayo es de 15 pg, con un coeficiente de 

variabilidad inter e intra-ensayo del 5%).  

La curva estándar (por triplicado) se preparó de la siguiente manera: a los tubos NSB se 

adicionó 300 μl de amortiguador RIA (amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.5 + 150 mM NaCl + 

0.25% BSA + 50 mM EDTA), a los tubos Bo se adicionó 200 μl del amortiguador RIA y 100 μl de Ab 

contra TSH o prolactina. Posteriormente, se preparó la curva estándar con 10, 25, 50, 100, 250, 500, 

1000, 2000, 4000 y 8000 pg/200 μl de amortiguador RIA y se adicionó 100 μl de Ab contra TSH o 

prolactina. También se preparó una curva con suero de ratas controles (eutiroideas). Se prepararon 

tubos con 10, 25, 50, 100 y 200 μl de suero, se completaron a 200 μl con amortiguador RIA y se 

adicionó 100 μl de Ab contra TSH o prolactina. 
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A las muestras problema se les adicionó 100 μl de Ab contra TSH o prolactina, y se acompletó 

a un volumen final de 300 μl  con amortiguador RIA. 

Posteriormente se incubaron todos los tubos a temperatura ambiente durante 18-24 h. Terminado el 

tiempo de incubación, se adicionó a todos los tubos 100 μl  de 125I-TSH o prolactina (10,000 cpm) y se 

incubaron de nuevo a temperatura ambiente entre 18 y 24 h. Después se adicionaron a los tubos 

(excepto los T) 100 μl de anticuerpo contra IgG de conejo (dilución de  1:40 en PBS [amortiguador de 

fosfatos 50 mM pH 7.5 y 150 mM de NaCl]) y 100 μl de suero normal de conejo al 2% en PBS. Todos 

los tubos se dejaron incubando a temperatura ambiente durante 2 h. Terminado el tiempo de 

incubación, se agregó a todos los tubos (excepto los T) 1 ml de polietilenglicol al 4% en PBS y se 

centrifugaron a 5,000 rpm durante 30 min. Se aspiró el sobrenadante y se realizó la lectura de cada 

tubo en un contador gamma. 

Se transformaron los valores de cpm de la curva estándar y de las muestras a pg de TSH o 

prolactina utilizando el Software “enri” de transformación matemática a través de una  regresión logit-

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

 

Radioinmunoensayo de Hormonas Tiroideas. 

Para cuantificar la concentración sérica de T3 y T4 se utilizaron los kits  “Coat-A-Count total T3”  

y “Coat-A-Count total T4”, respectivamente, de la marca DPC. El antisuero de ambos kits son 

altamente específicos para estas hormonas, con una reactividad cruzada del 100% para la T3 y la T4, y 

extremadamente baja con otros compuestos que se encuentran de manera natural en las muestras. 

Ambos kits son radioinmunoensayos de fase sólida donde la T3 y T4 total marcadas con 125I, compiten 

durante un tiempo fijo con la hormona presente en la muestra del animal por sitios de unión con el 

anticuerpo.  
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Radioinmunoensayo de T3. 

Se marcaron cuatro tubos de ensayo: 2 T y 2 NSB. De los tubos recubiertos con “T3 total Ab”, 

se marcaron por duplicado la curva estándar desde la A (unión máxima) hasta la F; la curva va de 0, 

20, 50, 100, 200 y 600 ng/dl de T3, también se marcaron por duplicado los tubos para las muestras. 

Posteriormente se colocaron 100 μl del calibrador cero (A) en los tubos NSB y A, y 100 μl de 

cada uno de los calibradores restantes y  de las muestras sin diluir en cada tubo previamente 

marcado. Se agregó 1 ml de 125I T3 a todos los tubos y se agitaron en vórtex. Se incubaron los tubos 

durante 2 h a 37°C en baño maría. Después de la incubación se decantaron por completo los tubos 

excepto los T. Finalmente se cuantificaron las muestras en el contador gamma durante 1 min. Se 

transformaron los valores de cpm de la curva estándar y de las muestras a pg de T3, utilizando el 

Software “enri” de transformación matemática a través de una  regresión logit-log. Los resultados se 

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

 

Radioinmunoensayo de T4. 

Se marcaron cuatro tubos de ensayo: 2 tubos T  y 2 tubos NSB. De los tubos recubiertos con 

“T4 total Ab”, se marcaron por duplicado la curva estándar desde la A (unión máxima) hasta la F; la 

curva va de 0, 1, 4, 10, 16 y 24 μg/dl de T4; también se marcaron por duplicado los tubos para las 

muestras. Posteriormente se colocaron 25 μl del calibrador cero (A) en los tubos NSB y A, y 25 μl de 

cada uno de los calibradores restantes y de las muestras sin diluir en cada tubo previamente 

marcado. Se agregó 1 ml de 125I T4 total a todos los tubos y se agitaron en vórtex. Se incubaron los 

tubos durante 1 hora a 37°C en baño maría. Después de la incubación se decantaron por completo 

los tubos excepto los T. Finalmente se contaron las muestras en el contador gamma durante 1 min. 

Se transformaron los valores de cpm de la curva estándar y de las muestras a pg de T4 utilizando el 

Software “enri” de transformación matemática a través de una  regresión logit-log. Los resultados se 

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

Para cuantificar la concentración sérica de estradiol se utilizó el kit “Ultra-Sensitive Estradiol 

RIA” de la marca DSL. Todos los tubos se prepararon por duplicado. Se adicionaron 200 μl de los 

estándares, controles y muestras problema (suero de rata) a los tubos previamente marcados. 

Posteriormente se añadió a todos los tubos (excepto T y NSB) 100 μl de antisuero contra estradiol. Se 

agitaron los tubos en el vórtex y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h. Pasado el tiempo 

de incubación  se adicionaron a todos los tubos 100 μl de estradiol marcado con 125I. Se agitaron los 

tubos y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 h. Se adicionó 1 ml del reactivo para la 

precipitación a todos los tubos excepto a los T. Se agitaron en el vórtex y se dejaron reposando a 

temperatura ambiente durante 20 min, se centrifugaron todos los tubos (excepto los T) durante 20 min 

a 1,500 x g. Se decantaron los tubos excepto los T, y se introdujeron en un contador gamma durante 

1 min. Se transformaron los valores de cpm de la curva estándar y de las muestras a pg de estradiol 

utilizando el Software “enri” de transformación matemática a través de una  regresión logit-log. Los 

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

Para determinar si los animales con restricción alimentaria forzada o con anorexia por 

deshidratación se encuentran ansiosos, se realizó la prueba de enterramiento defensivo, paradigma 

utilizado para evaluar conductas relacionadas a la ansiedad (Treit et al., 1981; De Boer y Koolhaas, 

2003).  

Debido a que se ha reportado previamente que las ratas que ingieren una solución salina al 

2.5% desarrollan anorexia a partir del segundo día (Watts et al., 1999), se sometieron los tres grupos 

(controles, RA y AN) a la prueba de enterramiento defensivo el tercer día de iniciado el experimento. 

La prueba consiste en poner la rata en una caja de acrílico con aproximadamente 5 cm de 

aserrín y un electrodo en un extremo de la misma, cuando el animal entra en contacto con este 

electrodo  ocurre una descarga eléctrica de 0.3 mA. La prueba dura 10 min y se lleva a cabo en un 

cuarto oscuro, la prueba es videograbada para poder realizar posteriormente los análisis.  

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

a) Latencia de enterramiento (LE): tiempo registrado desde el inicio de la prueba hasta que la 

rata empieza a enterrar el electrodo por primera vez. Es una medida de reactividad. 

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

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

mayor tiempo de enterramiento mayor ansiedad. 

c) Número total de choques recibidos antes y después de empezar a enterrar el electrodo. 

 

Análisis de resultados 

Se obtuvo para todos los datos la media y el error estándar de la media (EEM). Para realizar 

comparaciones entre los grupos se usó un análisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido por la 

prueba post-hoc de Fisher (software Stat View, SAS Institute). Y para el experimento de cinética y los 

experimentos del frío se usaron un análisis de varianza de dos vías también seguido por la prueba 

post-hoc de Fisher. Se consideró una diferencia estadísticamente significativa cuando la p<0.05.  
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VI. RESULTADOS 

INGESTA DE ALIMENTO Y LÍQUIDO. 

El grupo de la AN a lo largo del experimento tuvo acceso ilimitado al alimento y líquido. En 

cambio al grupo de la RA se le restringió el alimento, ofreciéndoles la misma cantidad que consumía 

el grupo de la AN; la figura 1 muestra los valores de 6 experimentos independientes. A pesar de que 

el grupo de la AN tuvo acceso ilimitado al alimento, su consumo disminuyó significativamente desde el 

primer día vs el control (AN: 8 ± 0.5 g, C: 13 ± 0.54 g), para el séptimo día su consumo de alimento ya 

había disminuido un 83% vs el control (AN: 2.4 ± 0.54 g, C: 13.8 ± 0.7 g; F(2,93)= 286.21, p<0.0001) 

(Fig. 1A). Para el séptimo día la ingesta energética disminuyó significativamente en un 82 y en un 

84% en la RA y la AN, respectivamente vs el grupo control (C: 104.45 ± 3, RA: 17 ± 1.4, AN: 17.7 ± 

1.6 Kcal/kg de peso corporal; F(2,112)= 546.92, p<0.0001) (Tabla 3). 

 En cuanto a la ingesta de líquido, ésta disminuyó significativamente desde el primer  día en el 

grupo de la RA, y para el séptimo día su ingesta de líquido disminuyó a un 55%. En cambio el grupo 

de la AN aumentó significativamente su ingesta de líquido desde el primer día hasta el séptimo, 

aumentando a un  153% vs el control (RA: 36 ± 2 ml, AN: 99 ± 8 ml, C: 64 ± 4 ml; F(2,93)= 67.2, 

p<0.0001) (Fig. 1B). 
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Figura 1. Consumo de alimento (A) e ingesta de líquido (B) durante los 7 días del experimento. 
Los resultados muestran la media ± EEM  (n = 8/grupo/experimento; 6 experimentos independientes); los datos 

fueron analizados por ANOVA de una vía seguida por la prueba post-hoc de Fisher para comparar diferencias 

entre grupos, considerándose significativa cuando * p<0.05 vs C, + vs RA. 
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CAMBIOS EN EL PESO CORPORAL. 

 Tanto los animales de la RA como los de la AN perdieron peso durante el experimento, sin 

embargo el grupo de la AN tuvo una mayor pérdida de peso que los animales con RA. El grupo de la 

RA perdió peso significativamente a partir del cuarto día, y para el séptimo día la pérdida de peso fue 

del 18%. En cambio el grupo de la AN perdió peso significativamente desde el primer día del 

experimento, y para el séptimo día ya había perdido un 26% de peso con respecto al control (RA: 212 

± 6 g, AN: 193 ± 6.2 g, C: 260 ± 10 g; F(2,93)= 76.02, p<0.0001) (Fig. 2). 

 

 

Fi
gura 2. Cambios en el peso corporal durante los 7 días del experimento. Los resultados muestran la 

media ± EEM (n = 8/grupo/experimento; 6 experimentos independientes); los datos fueron analizados por ANOVA 

de una vía seguida por la prueba post-hoc de Fisher para comparar diferencias entre grupos, considerándose 

significativa cuando * p<0.05 vs C, + vs RA. 
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CINÉTICA DE CAMBIOS EN EL EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-TIROIDEO. 

Para poder determinar en qué momento de la anorexia por deshidratación se presentan 

cambios significativos en la regulación del eje tiroideo, se sacrificaron a los animales en el día 1, 3, 5 y 

7. Ya se sabe que en condiciones donde se presenta un balance energético negativo, el eje tiroideo 

se inhibe (Blake et al., 1991; Rondeel et al., 1995; van Hassteren et al., 1995; 1996). En el grupo de la 

RA se encontraron los cambios esperados: los niveles del RNAm de pro-TRH del NPV disminuyeron 

significativamente desde el día 5, y para el día 7 la expresión de pro-TRH disminuyó a un 52%; en 

cambio en el grupo de la AN los niveles del RNAm de pro-TRH del NPV aumentaron 

significativamente desde el día 5, y para el día 7 la expresión de pro-TRH aumentó un 36% [Día 7, C: 

100 ± 13%, RA: 48 ± 11% , AN: 136 ± 7%; el ANOVA de dos vías solamente mostró diferencia 

significativa entre grupos (F(2,28)= 10.5, p<0.001)] (Fig. 3A). 

 

La concentración sérica de TSH en la RA no presentó cambios significativos, en cambio en el 

grupo de la AN la concentración de TSH aumentó significativamente vs el C y la RA desde el día 5, y 

para el día 7 la concentración de esta hormona había aumentado un 46% (Fig. 3B) [el ANOVA de dos 

vías mostró una diferencia significativa entre grupos (F(2,36)= 8.45, p<0.001) y una diferencia 

significativa entre la interacción de grupos y tiempos de sacrificio (F(6,36)= 4.04, p<0.01)]. La 

concentración sérica de T4 disminuyó en el día 7 en la RA vs el C, mientras que en el grupo de la AN 

no se encontraron cambios significativos (Fig. 3C) [el ANOVA de una vía mostró diferencias 

significativas entre la RA y el grupo control en el día 7 (F(2,8)= 6.5, p<0.05); el ANOVA de dos vías 

mostró una diferencia significativa entre los tiempos de sacrificio (F(3,34)= 6.18, p<0.001)].  La 

concentración sérica de T3 disminuyó significativamente en los dos grupos experimentales, desde el 

día 5 en la RA y desde el día 3 en la AN, y para el día 7 la concentración sérica de T3 había 

disminuido un 39% en la RA y un 30% en la AN (Fig. 3D) [el ANOVA de dos vías mostró una 

diferencia significativa entre grupos (F(2,36)= 13.93, p<0.0001), y tiempos de sacrificio (F(3,36)= 14.78, 

p<0.0001)]. 
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Figura 3.  Cinética de cambios en el eje Hipotálamo-Hipófisis-Tiroideo. Los animales fueron 

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

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

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

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

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

significativa cuando * p<0.05 vs C, + vs RA. 
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La concentración sérica de corticosterona aumentó significativamente en la RA a partir del día 

5 (C: 350 ± 44, RA: 471 ± 20 ng/ml), mientras que en la AN la concentración de corticosterona 

aumentó desde el día 3 (C: 365 ± 43, AN: 537 ± 24 ng/ml), para el séptimo día, la concentración 

sérica de corticosterona en la AN era mayor comparada con el control y la RA (C: 332 ± 16, RA: 454 ± 

22, AN: 543 ± 18 ng/ml), [el ANOVA de dos vías solamente mostró diferencias significativas entre 

grupos (F(2,36)= 24.18, p<0.0001] (Fig. 4). 

 

 

 

 
Figura 4.  Cinética de cambios en la concentración sérica de coritcosterona. Los animales fueron 

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

presentan en ng/ml. Los datos se analizaron con un ANOVA de dos vías, seguido por la prueba post-hoc de 

Fisher, se consideró una diferencia significativa cuando * p<0.05 vs C, + vs RA. 
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CAMBIOS DEL EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓFISIS-TIROIDEO AL SÉPTIMO DÍA. 

Debido a que la mayoría de los cambios significativos encontrados en el eje HHT se 

observaron hasta el día 7,  en los experimentos posteriores los animales fueron sacrificados al 

séptimo día. Se llevaron a cabo 6 experimentos independientes con una n= 4-8. 

Se pesó el tejido adiposo blanco y pardo inmediatamente después de que los animales fueron 

sacrificados. Ambos grupos experimentales tuvieron una pérdida significativa del tejido adiposo blanco 

(F(2,27)= 4.012, p<0.05), mientras que no hubo cambios significativos en el peso del tejido adiposo 

pardo (Tabla 3). La concentración sérica de proteínas no cambió significativamente en ningún grupo 

experimental (Tabla 3). 

También se cuantificaron distintas hormonas que participan en la regulación del eje tiroideo. 

La concentración de leptina y estradiol disminuyeron significativamente tanto en la RA como en la AN 

(leptina: F(2,43)= 45.4, p<0.0001; estradiol: F(2,25)= 11.75, p= 0.001) (Tabla 3). Mientras que la 

concentración de corticosterona aumentó en ambos grupos experimentales como se esperaba (F(2.20)= 

26.8, p<0.0001) (Tabla 3). 

Adicionalmente se semi-cuantificó la expresión de pro-CRH del NPV como control de 

reproducibilidad para evaluar la respuesta a la RA y a la AN (Watts et al., 1999). La expresión de pro-

CRH disminuyó de igual manera en la RA y en la AN (Tabla 3).    

Para evaluar la respuesta del eje tiroideo a la restricción alimentaria forzada y a la anorexia 

inducida por deshidratación se analizaron distintos parámetros del mismo. Se semi-cuantificó por RT-

PCR el RNAm de pro-TRH y su receptor tipo 1 (TRH-R1) en el NPV, y el contenido de este péptido en 

el hipotálamo dorsal (HD) y en el hipotálamo medio basal (HMB) por RIA. Los niveles de RNAm de 

pro-TRH en el NPV disminuyeron significativamente en la RA, mientras que en la AN aumentaron 

(RA: 55 ± 4%, AN: 131 ± 8%, C: 100 ± 5%; F(2,45)= 36.76, p<0.0001). En cambio, los niveles del RNAm 

de TRH-R1 en el NPV solamente disminuyeron significativamente en el grupo de la RA (RA: 68 ± 6%, 

AN: 89 ± 4%, C: 100 ± 9%; F(2,37)= 5.62, p<0.01) (Fig. 5A). El contenido de TRH en el HMB aumentó 

significativamente en la RA, y en el grupo de la AN se observó una tendencia a disminuir pero no 

alcanzó significancia estadística (RA: 148 ± 9%, AN: 76 ± 4%, C: 100 ± 12%; F(2,14)= 8.02, p<0.01) 

(Fig. 5A). No se encontraron cambios significativos en el contenido de TRH del HD. 
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En la adenohipófisis, los niveles del RNAm de TRH-R1 aumentaron significativamente en el 

grupo de la RA vs el control, mientras que en la AN solamente se observó una disminución 

comparado con la RA (RA: 150 ± 18%, AN: 66 ± 11%, C: 100 ± 16%; F(2,32)= 7.99, p<0.001) (Fig. 5B). 

En cambio los niveles del RNAm de la PPII no cambiaron significativamente en ningún grupo 

experimental. 

 

La concentración sérica de TSH disminuyó significativamente en el grupo de la RA, mientras 

que aumentó en el de la AN (RA: 68 ± 5%, AN: 155 ± 11%; C: 100 ± 6%; F(2,114)= 32.04, p<0.0001). La 

concentración sérica de T4 y T3 disminuyeron significativamente tanto en la RA como en la AN vs el 

control (T4: F(2,55)= 20.04, p<0.0001; T3: F(2,50)= 25.14, p<0.0001). 

La concentración sérica de prolactina disminuyó significativamente un 80% en la RA 

comparado con el grupo control y la AN (F(2,20)= 26.82, p<0.0001) (Tabla 3). 
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Figura 5. Cambios del Eje Hipotálamo-Hipófisis-Tiroideo al séptimo día. Los datos se presentan como el 

promedio ± EEM en % del promedio del grupo control. Los valores del RNAm de pro-TRH, TRH-R1 y PPII ya sea 

en el NPV o adenohipófisis están calculados con el cDNA del gen de estudio/ciclofilina. (A) RNAm de pro-TRH y 

TRH-R1 en el NPV (n= 16), contenido de TRH en el hipotálamo dorsal (HD) y en el hipotálamo mediobasal (HMB) 

(n= 8). (B) RNAm de TRH-R1 y de PPII en adenohipófisis (n= 10). (C) Concentración sérica de tirotropina (TSH), 

T3 y T4  total (TSH, C: 2.1 ± 0.22 ng/ml, n=40; T4, C: 1.94 ± 0.27 μg/dl, n=19; T3, C: 73 ± 4.7 ng/dl, n=19). Los 

datos se analizaron con un ANOVA de una vía, seguido por la prueba post-hoc de Fisher, se consideró una 

diferencia significativa cuando * p<0.05 vs C, + vs  RA. 
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 Control Restricción 
Alimentaria Forzada

Anorexia inducida 
por Deshidratación 

Energía consumida 
(kcal/kg de peso/día) 

      104 ± 3       17 ± 1.4 a       17.7 ± 1.6 a 

Peso corporal (g)       260 ± 10 
 

    212 ± 6 a        193 ± 6 a, b 

 
TAB (g/kg) 

 
        22 ± 2       16 ± 2 a          17 ± 1 a 

TAP (g/kg) 
 

       1.9 ± 0.2      1.4 ± 0.1         1.4 ± 0.1 

Proteína 

(μg/ml) 
      133 ± 2.5     123 ± 4.5        130 ± 4.6 

RNAm de pro-CRH  
(% del control) 

 
      100 ± 10 

 
      81 ± 4 a 

 
         80 ± 4 a 

Leptina 
(% del control) 

      100 ± 8 

    (425 ± 33 pg/ml) 

      33 ± 4 a          37 ± 5 a 

Corticosterona 
(% del control) 

      100 ± 7 

    (151 ± 15 ng/ml) 

      263 ± 23 a        218 ± 17 a 

Estradiol 
(% del control) 

      100 ± 13 

      (26 ± 4 pg/ml) 

      40 ± 9 a 

 
         31 ± 6 a 

 

Prolactina 

(% del control) 

      100 ± 9 

   (0.97 ± 0.09 ng/ml) 

      20 ± 4 a 

 
       101 ± 9 b 

 

 
Tabla 3. Efectos de la restricción alimentaria forzada y la anorexia inducida por deshidratación 
en el día 7. Todos los animales fueron sacrificados en el día 7, los datos de todos los experimentos se 

calcularon como el % del grupo control (= 100% y expresado como la media ± EEM). La energía consumida se 

calculó considerando que el alimento ofrecido a los animales provee 3.04 Kcal/g; las Kcal consumidas fueron 

normalizadas por Kg de peso corporal. El tejido adiposo blanco (TAB) y el tejido adiposo pardo (TAP) fueron 

pesados (g) y normalizados por los kg de peso corporal. Las hormonas séricas fueron cuantificadas por 

radioinmunoensayo (RIA). Número de determinaciones analizados para calcular los datos presentados: energía 

consumida y peso corporal n= 35; leptina n= 17; corticosterona n= 8; determinaciones restantes n= 10. Los datos 

fueron analizados con un ANOVA de una vía seguido por la prueba post-hoc de Fisher, se consideraron 

diferencias significativas cuando p<0.05;  (a) diferencia significativa vs control, y (b) vs RA. 
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RESPUESTA NEUROENDÓCRINA A LA EXPOSICIÓN AL FRÍO. 

El séptimo día de iniciado el experimento, se seleccionaron al azar 5 ratas de cada grupo para 

someterlas a un estrés agudo antes de ser sacrificadas. Los animales se introdujeron a un cuarto frío 

a 4ºC durante una hora.  

El peso de la grasa blanca y de la grasa parda no varió después de la exposición al frío, sin 

embargo como en experimentos anteriores, el peso de la grasa blanca disminuyó significativamente 

en los animales con RA y AN que permanecieron a temperatura ambiente (RA: 8 ± 0.8, AN: 7 ± 0.7, C: 

15 ± 1.8 g/kg; el ANOVA de dos vías solamente mostró una diferencia significativa entre grupos 

F(2,57)= 11, p<0.0001).  

 

 Por otro lado, se reprodujeron los cambios en el metabolismo TRHérgico descritos 

anteriormente en los animales que se mantuvieron a temperatura ambiente. La expresión de pro-TRH 

del NPV disminuyó un 46% en el grupo de la RA y aumentó un 47% en el grupo de la AN (RA: 54 ± 

4%, AN: 147 ± 10%, C: 100 ± 6%) (Fig. 6A). 

 En las ratas controles expuestas al frío durante 1 hora se observó el esperado aumento en la 

expresión de pro-TRH que ha sido reportado anteriormente (Uribe et al., 1993; Sánchez et al., 20001; 

2007). También se observó un aumento significativo en los niveles del RNAm de TRH en las ratas con 

RA expuestas al frío, mientras que en el grupo de la AN no se observó una respuesta aditiva de las 

neuronas TRHérgicas ante el estímulo del frío (Fig. 6B) [el ANOVA de dos vías mostró una diferencia 

significativa entre los grupos expuestos al frío (F(2,42)= 3.76, p<0.05), entre diferentes condiciones de 

temperatura (F(1,42)= 42.21, p<0.0001), e interacción entre estas dos variables (F(2,42)= 29.06, 

p<0.0001)]. 

 

La concentración sérica de TSH solamente aumentó significativamente en el grupo control 

expuesto al frío vs su propio control (animales mantenidos a temperatura ambiente) (Fig. 6B) [el 

ANOVA de dos vías solamente mostró una diferencia significativa entre los grupos (F(2,21)= 8.39, 

p<0.001]. Por el contrario, la concentración sérica de T4 aumentó significativamente en todos los 

animales expuestos al frío, observándose un mayor incremento en el grupo de la AN vs la RA; en 
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cambio la concentración sérica de T3 aumentó igual en el grupo de RA y AN expuestos al frío, sin 

presentarse un cambio significativo en el grupo control expuesto al frío (Fig. 6B) [T4: el ANOVA de dos 

vías mostró una diferencia significativa entre grupos (F(2,18)= 130.83, p<0.0001), diferentes 

condiciones de temperatura (F(1,18)= 63.64, p<0.0001), e interacción (F(2,18)= 8.14, p<0.01; n= 4); T3: el 

ANOVA de dos vías mostró una diferencia significativa entre grupos (F(2,16)= 34.01, p<0.0001), y 

diferentes condiciones de temperatura (F(1,16)= 58.69, p<0.0001), la interacción de estas dos variables 

no fue significativa; n= 4]. 

La concentración sérica de corticosterona aumentó significativamente en todos los grupos de 

animales expuestos al frío comparado a los animales mantenidos a temperatura ambiente (Fig. 6B)  

[el ANOVA de dos vías mostró una diferencia significativa entre los grupos (F(2,23)= 13.02, p<0.001), 

diferentes condiciones de temperatura (F(1,23)= 57.71, p<0.0001), e interacción entre estas dos 

variables (F(2,23)= 6.83, p<0.05)]. 

Como se esperaba, no se encontraron cambios significativos en la concentración sérica de 

prolactina en los animales expuestos al frío vs los animales mantenidos a temperatura ambiente (Fig. 

7), ya que el frío estimula únicamente la liberación de las hormonas tiroideas, pero no la de prolactina 

(Sánchez et al., 2007). 
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Figura 6. Respuesta Neuroendócrina a la Exposición al Frío. Diez ratas por grupo fueron sometidas a 

un paradigma de restricción alimentaria forzada o a una anorexia inducida por deshidratación, el séptimo día, 5 

animales/grupo se mantuvieron a temperatura ambiente (TA) y las otras 5 se expusieron a 4ºC durante una hora 

antes de ser sacrificadas. Los datos se presentan como el promedio ± EEM en % del promedio del grupo control 

mantenido a TA. Los valores del RNAm de pro-TRH del NPV  están calculados con el cDNA de pro-

TRH/ciclofilina. Corticosterona: C-TA= 145 ± 7 ng/ml, n= 5; TSH: C-TA= 1.5 ± 0.17 ng/ml, n= 5; T4: C-TA= 2.3 ± 

0.14 μg/dl, n= 4; T3: C-TA= 86 ± 5 ng/dl, n= 4. Los datos se analizaron utilizando un ANOVA de dos vías seguido 

por la prueba post-hoc de Fisher, considerándose significativo cuando la p<0.05 * vs Control-TA; + vs RA-TA; & 

vs su propio control mantenido a TA.  

A 

B 
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Figura 7. Cuantificación de Prolactina sérica el día 7 en el experimento del Frío. Diez ratas por 

grupo se sometieron a una restricción alimentaria forzada o a una anorexia inducida por deshidratación, el 

séptimo día, 5 animales/grupo se mantuvieron a temperatura ambiente (TA) y las otras 5 se expusieron a 4ºC 

durante una hora antes de ser sacrificadas. Los datos se presentan en ng/ml ± EEM. Los datos se analizaron con 

un ANOVA de dos vías, seguido por la prueba post-hoc de Fisher, se consideró una diferencia significativa 

cuando * p<0.05 vs control; + vs RA. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Neevia docConverter 5.1



 57

PRUEBA DE ENTERRAMIENTO DEFENSIVO: MODELO DE ANSIEDAD. 
En las ratas con AN expuestas al frío, no se observó una respuesta aditiva a este estímulo 

como en el caso de la RA, a pesar de que en ambos grupos experimentales hubo una respuesta 

disminuida a la liberación de corticosterona. Por lo tanto, se analizó si esto podría deberse a una 

respuesta diferencial ante el estrés.   

Para evaluar conductas de ansiedad en las ratas, se utilizó la prueba de enterramiento 

defensivo. Los grupos de RA y AN para el tercer día de iniciado el experimento ya habían disminuido 

significativamente su consumo de alimento (RA-forzado y AN-voluntario) en un 39%, y la 

concentración sérica de T3  estaba disminuido sin todavía haber cambios significativos en la expresión 

de pro-TRH (Fig.3), por lo tanto se seleccionó este día para someter a todos los grupos de animales a 

la prueba de enterramiento defensivo. 

La latencia (tiempo en que el animal tarda en enterrar el electrodo a partir del primer choque), 

que representa la reactividad del animal ante un estímulo desagradable, disminuyó de igual manera 

en la RA y la AN comparado con el control (C: 90 ± 14, RA: 52 ± 4, AN: 51 ± 6.6 seg [F(2,26)= 5.74, 

p<0.01]) (Fig. 8A). El tiempo de enterramiento, que refleja la ansiedad en el animal, fue mayor en la 

AN vs el control; el grupo de la RA mostró una tendencia a aumentar el tiempo de enterramiento pero 

no fue significativo (C: 151 ± 17, RA: 199 ± 24, AN: 247 ± 21 seg [F(2,26)= 4.83, p= 0.01]) (Fig. 8B).  El 

número de choques fue el mismo en los tres grupos (C: 3 ± 0.4, RA: 3 ± 0.4, AN: 3 ± 0.5 choques 

[F(2,26)= 0.27, p= 0.75]) (Fig. 8C). Estos datos sugieren que las diferencias en los parámetros 

conductuales se deben a la ansiedad que presenta el animal, y que los animales con RA y AN 

presentaban un mayor grado de ansiedad que los animales controles en el momento que se realizó la 

prueba; sin diferencia aparente entre ambos grupos experimentales. 
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Figura 8. Prueba de Enterramiento Defensivo: Modelo de Ansiedad. Los grupos control, RA y AN 

fueron sometidos a la prueba de enterramiento defensivo para evaluar conductas de ansiedad. Esta prueba se 

llevó a cabo el tercer día de iniciado el experimento cuando los grupos experimentales habían disminuido 

significativamente su consumo de alimento en un 39%. La prueba se llevó a cabo en un cuarto oscuro, tuvo una 

duración de 10 min y fue videograbada para analizar posteriormente los diferentes parámetros. (A) Latencia, 

tiempo en que tarda el animal en enterrar el electrodo a partir del primer choque, representa la reactividad del 

animal ante un estímulo desagradable. (B) Tiempo de enterramiento, tiempo acumulativo en que el animal pasa 

enterrando el electrodo a lo largo de la prueba, refleja la ansiedad del animal. (C) Número de choques, cantidad 

de choques que recibe el animal a lo largo de la prueba. Los datos fueron analizados con un ANOVA de una vía 

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

El SNC juega un papel fundamental en el control del metabolismo energético y en la 

regulación de la conducta alimentaria. Diferentes vías neuronales hipotalámicas a través de la 

integración de señales periféricas (como hormonas y nutrimentos) y de señales neuronales 

provenientes del sistema límbico regulan la ingesta de alimentos y el gasto energético (Berthoud, 

2002; Horvath et al., 2004). Uno de estos núcleos hipotalámicos de importancia es el NPV, que 

integra señales de distintos tipos (neuronales y periféricos) provenientes del ARC, del hipotálamo 

lateral, de la corteza prefrontal, de regiones del sistema límbico y del tallo cerebral para generar una 

respuesta endócrina y conductual (Berthoud, 2002; Wynne, 2005; Watts et al., 2007). El NPV participa 

en el control de la ingesta de alimentos a través de la regulación de procesos metabólicos, de la 

digestión y absorción de nutrimentos; además está involucrado en cambios en la ingesta de alimentos 

inducido por el estrés (Berthoud, 2002). 

Durante los últimos años se han desarrollado diversas herramientas, como estudios 

anatómicos y de modificación genética, técnicas electrofisiológicas, farmacológicas y conductuales, 

para manipular y estudiar los mecanismos moleculares y celulares que regulan la homeostasis 

energética y la conducta alimentaria.  

 
En nuestro laboratorio para determinar si existía una regulación diferencial en el 

funcionamiento del Eje HHT entre el modelo de restricción alimentaria forzada (RA) y el de restricción 

alimentaria voluntaria (anorexia inducida por deshidratación, AN). Analizamos los cambios y la 

regulación del eje hipotálamo-hipófisis-tiroideo en ambos modelos, y posteriormente estudiamos la 

respuesta neural TRHérgica del NPV ante un estímulo agudo (el frío) cuando los animales presentan 

una restricción energético-proteica.  

 

Las ratas sometidas a la restricción alimentaria forzada (RA) y a la anorexia inducida por 

deshidratación (AN, restricción voluntaria) presentaron los mismos cambios metabólicos reportados 

previamente en ratas machos (Watts et al., 1999),  tales como pérdida de peso corporal y de tejido 

adiposo blanco, disminución de la concentración sérica de leptina y aumento de corticosterona, así 

como una disminución en la expresión de pro-CRH del NPV (Watts et al., 1999).  
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En cambio, se encontró una regulación diferencial del eje HHT entre la RA y la AN. En la RA, 

como se ha reportado previamente (Blake et al., 1991; van Haasteren et al., 1995; 1996; de Gortari et 

al., 2000), se presentó un hipotiroidismo terciario:  La concentración sérica de TSH, T3 y T4 

disminuyeron, al igual que la expresión de pro-TRH en el NPV, mientras que el contenido de TRH en 

el hipotálamo medio basal aumentó (eminencia media), lo cual sugiere una inhibición de la liberación 

hipotalámica de TRH, apoyado por el aumento en la expresión de TRH-R1 en la adenohipófisis. Estos 

cambios que se presentaron en la RA son generados en respuesta a la disminución de la 

concentración circulante de leptina (Nillni et al., 2000; Harris et al., 2001) y al aumento de la 

concentración sérica de corticosterona (Kakucska et al., 1995; Alkemade et al., 2005), los cuales son 

inducidos a su vez por la restricción calórica. En cambio, en la AN no se observaron estos cambios 

adaptativos del eje HHT ante la restricción calórica voluntaria, por el contrario, estas ratas 

desarrollaron un hipotiroidismo de tipo primario: la concentración sérica de TSH aumentó comparado 

con el control y la RA, pero las concentraciones de T3 y T4 disminuyeron, además la expresión de pro-

TRH en el NPV aumentó y el contenido de TRH en el hipotálamo medio basal disminuyó, sugiriendo 

un aumento de la liberación hipotalámica del péptido vs la RA. 

Esta regulación diferencial de las neuronas TRHérgicas observado entre la RA y la AN no 

pudo ser el resultado de la disminución de la concentración sérica de leptina y/o del aumento de la 

concentración de la corticosterona, ya que estas dos hormonas cambiaron igual en ambos grupos 

experimentales. La leptina, hormona sintetizada en el tejido adiposo blanco, puede estimular la 

expresión del gen de TRH directamente a través de la activación de sus receptores (ObRb) 

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

2000), o indirectamente a través de la activación del α-MSH y de la inhibición del NPY, los cuales 

tienen innervaciones en las neuronas de TRH del NPV, y además estas neuronas expresan el 

receptor de α-MSH y de NPY (Fekete et al., 2000; Harris et al., 2001). Por el otro lado, la 

corticosterona  inhibe la síntesis de pro-TRH en el NPV (Kakucska et al., 1995; Alkemade et al., 2005) 

a través de la activación de su receptor (GR) localizado en las neuronas TRHérgicas (Ceccatelli et al., 

1989) y de la unión al elemento de respuesta a los glucocorticoides (GRE) en el promotor del gen de 

TRH (Lee et al., 1988). 
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 Existen otros péptidos hipotalámicos sintetizados en el ARC que son regulados por la 

concentración circulante de leptina, como el NPY (el cual inhibe la expresión de TRH) y la POMC 

(precursor del α-MSH, el cual estimula la expresión de TRH), como se mencionó anteriormente. Sin 

embargo, el aumento de la síntesis de TRH en el NPV en la AN no puede atribuirse tampoco a estos 

neuropéptidos, ya que se regulan igual tanto en la RA como en la AN: aumenta la expresión de NPY y 

disminuye la de POMC en el ARC (Watts et al., 1999). 

Estos resultados sugieren que en la AN debe existir un diferente mecanismo de regulación. 

Un posible elemento que podría estar involucrado es una regulación diferencial en la actividad 

hipotalámica de la desiodasa II (DII) entre la RA y la AN, esta desiodasa regula la síntesis local de T3, 

la cual puede modular a su vez la expresión de pro-TRH en el NPV. En condiciones de ayuno, la 

disminución de la concentración de leptina y el aumento de la corticosterona regulan la DII 

hipotalámica, aumentando su actividad y expresión (Bianco et al., 2002; Coppola et al., 2005). Otro 

estudio ha revelado que la inyección i.c.v. de un lipopolisacárido bacterial (LPS) a ratas, induce un 

aumento en la expresión de DII en el hipotálamo medio basal, y es independiente a la concentración 

sérica de las hormonas tiroideas y de los glucocorticoides (Fekete et al., 2005). Por lo tanto, se 

propone que la regulación diferencial en la actividad de la DII en hipotálamo puede ser responsable de 

las diferencias encontradas entre al RA y la AN en la expresión hipotalámica de TRH.  

  

Otro posible mecanismo neuronal que proponemos podría estar implicado en el aumento de la 

expresión de pro-TRH en el NPV en las ratas con AN es a través del pro-CRH del hipotálamo lateral. 

Watts  y cols. (1999) observaron por hibridación in situ, que la expresión de pro-CRH en el hipotálamo 

lateral aumenta exclusivamente en las ratas con anorexia durante 5 días de deshidratación y no 

cambia en la RA, además este aumento se relaciona con el grado de anorexia que presentan los 

animales; y las neuronas CRHérgicas del hipotálamo lateral tienen proyecciones hacia el NPV (Watts 

et al., 1999), a su vez, este núcleo hipotálamico expresa el receptor tipo 2 del CRH (CRH-R2, el cual 

media la acción anorexigénica del CRH) y se ha demostrado previamente que el RNAm de CRH-R2 

disminuye específicamente en la AN (Jaimes, 2006); y la inyección de un antagonista específico para 

CRH-R2 (Antisauvagina-30) en el NPV evita el aumento de la síntesis de TRH en los animales con 
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anorexia por deshidratación (Mancera, 2007). Adicionalmente, la inyección de CRH en el NPV en las 

ratas inhibe la ingesta de alimento inducida por el NPY (Menzaghi et al., 1993; Heinrichs et al., 1993); 

y resultados preliminares de nuestro laboratorio han revelado que in vitro, el CRH puede aumentar la 

síntesis de TRH en células hipotalámicas. No podemos descartar entonces que el CRH del 

hipotálamo lateral sea un efector del TRH en el NPV en éste modelo animal de anorexia, ya que otros 

péptidos en el ARC, como el NPY, POMC (que afectan la expresión de TRH del NPV) y neurotensina 

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

 

El TRH ejerce sus acciones a través de la activación de sus receptores (TRH-R1 y R2), los 

cuales son regulados de manera diferencial por el péptido dependiendo del paradigma utilizado y de 

la estructura límbica estudiada (Gutiérrez-Mariscal et al., 2008; de Gortari et al., 2006; Sánchez et al., 

2001). Se ha propuesto que TRH-R1 participa en la señalización del TRH en áreas cerebrales con 

funciones neuroendócrinas (ej. NPV y el ARC), además de que también se localiza en la 

adenohipófisis (Calzá et al., 1992; Heuer et al., 1998). En la RA se encontró una disminución 

significativa de los niveles del RNAm de TRH-R1 del NPV, mientras que en la AN no se observaron 

cambios significativos. La regulación de este receptor observado en la RA podría deberse a la acción 

del TRH proveniente de otras estructuras hipotalámicas que tienen proyecciones hacia el NPV, como 

por ejemplo el hipotálamo lateral, el ARC y el núcleo dorsomedial (Berthoud, 2002). Actualmente 

existe poca información sobre las proyecciones de las neuronas TRHérgicas. Se sabe que el HDM, el 

cual también participa en la regulación de la conducta alimentaria y del peso corporal (Bellinger y 

Bernardis, 2002) tiene proyecciones directas a las neuronas TRHérgicas del NPV (Mihály et al., 2001); 

además hay expresión de TRH en el HDM en condiciones normales (sin ningún tipo de estímulo 

previo) (Heuer et al., 2000), y su expresión también es regulable en este núcleo hipotalámico; por 

ejemplo, una restricción alimentaria del 50% durante 12 días disminuye la síntesis de TRH en HDM 

(Lindblom et al., 2005). Se ha sugerido que esta estructura hipotalámica podría estar involucrada en la 

regulación del eje HHT alterando la sensibilidad de las neuronas hipofisiotrópicas de TRH a la 

retroalimentación negativa de las hormonas tiroideas (Mihály et al., 2001), a través de su receptor 

TRH-R1. 
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Cuando el TRH es liberado de la eminencia media en el hipotálamo, viaja por el sistema 

portahipofisiario para ejercer su acción en la adenohipófisis a través de su receptor tipo 1 (inhibiendo 

su expresión) (Narayanan et al., 1992; Yu et al., 1998). TRH-R1 también es regulado por hormonas 

como el estradiol y las hormonas tiroideas, aumentando y disminuyendo respectivamente su 

expresión (Hinkle et al., 1981; Yamada et al., 1992; Kimura et al., 1994; Schomburg et al., 1995).Los 

elementos del metabolismo TRHérgico estudiados en la adenohipófisis sugieren que en la AN hubo 

una liberación hipotalámica normal del TRH, ya que la expresión de TRH-R1 en este grupo 

experimental fue igual al grupo control, en cambio en la RA la expresión del receptor aumentó 

comparada con el control y la AN, sugiriendo una inhibición en la liberación de TRH de la eminencia 

media.  Otros resultados que también apoyan una activación del eje tiroideo en la AN y una inhibición 

en la RA, es que en la AN la concentración sérica de TSH aumentó, mientras que la concentración de 

prolactina fue normal. En cambio en la RA la concentración sérica de TSH y de prolactina estaban 

disminuidas comparado con el control y la AN. 

 

RESPUESTA NEUROENDÓCRINA A LA EXPOSICIÓN AL FRÍO. 

Después de observar que el eje HHT de los animales con anorexia inducida por 

deshidratación no presentaron la adaptación típica (hipotiroidismo terciario) que se da en condiciones 

de una restricción calórica, como en el caso de la RA, decidimos estudiar si esta falta de adaptación 

podría afectar la respuesta de las neuronas TRHérgicas del NPV y la función del eje tiroideo ante un 

estímulo agudo como es el frío. Se expusieron a los animales al frío (4ºC) durante una hora debido a 

que es un estímulo que activa el eje HHT: las neuronas TRHérgicas del NPV se activan, aumentando 

la expresión de pro-TRH y su liberación hipotalámica, lo que lleva a un aumento en la liberación de 

TSH y de las hormonas tiroideas, sin haber una liberación de prolactina (Arancibia et al., 1996; Pacak 

et al., 2001; Sánchez et al., 2001; 2007).   

A pesar de que el grupo de la RA desarrolló un hipotiroidismo terciario (disminución en la 

expresión de pro-TRH en el NPV) inducida por la restricción calórica, cuando se sometieron estos 

animales al frío se observó una respuesta incrementada de las neuronas TRHérgicas, reflejado por un 
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aumento en los niveles del RNAm de pro-TRH en el NPV. También aumentó la concentración sérica 

de las hormonas tiroideas vs su respectivo control a temperatura ambiente, lo que sugiere que hay 

una activación de las neuronas hipofisiotrópicas, sin embargo no podemos descartar la opción de que 

también haya una activación de las neuronas TRHérgicas localizadas en la zona rostral del NPV, las 

cuales son neuronas no hipofisiotrópicas, es decir, que no están involucradas en la regulación del eje 

tiroideo pero que también son estimuladas por el frío (Sánchez et al., 2001). 

En cambio cuando el grupo de la AN fue expuesto al frío no se observó un estímulo adicional 

al que ya existía previamente cuando los animales se encontraban a temperatura ambiente, ya que 

los niveles del RNAm de pro-TRH en el NPV fueron los mismos comparados con su propio control. 

Estos datos podrían sugerir que la anorexia inducida por deshidratación altera la respuesta de las 

neuronas TRHérgicas ante el estímulo del frío evitando una mayor activación. Otra opción que 

sugerimos, es que la deshidratación no solamente afecta a las neuronas hipofisiotrópicas de TRH, si 

no que también activa a las neuronas no hipofisiotrópicas del NPV, y por esta razón cuando los 

animales son expuestos al frío ya no se observa un respuesta aditiva de las neuronas TRHérgicas, lo 

que apoyaría la participación del TRH en la regulación de la conducta alimentaria en otras zonas del 

NPV; sin embargo sería necesario llevar a cabo una hibridación in situ para poder saber con detalle 

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

 

La activación de las neuronas TRHérgicas del NPV por la exposición al frío está mediado por 

estimulación noradrenérgica (Arancibia et al., 1996). En cultivos de células hipotalámicas, la 

noradrenalina aumenta la transcripción de TRH, y éste efecto es inhibido por acción de la 

corticosterona (Cote-Velez et al., 2005). Sin embargo, la falta de una respuesta aditiva de las 

neuronas de TRH en el NPV que se observó en la AN no puede deberse al aumento de la 

concentración de corticosterona, ya que los animales controles expuestos al frío presentaron el mayor 

incremento de este glucocorticoide, y aún así se observó una activación de las neuronas TRHérgicas 

comparado con su propio control (animales controles en temperatura ambiente). 

La concentración sérica de TSH solamente aumentó significativamente en las ratas controles 

expuestas al frío. En la RA y la AN no se observaron cambios significativos, esto podría deberse a 
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una respuesta retardada de TSH a la liberación de TRH. También se observó un efecto del frío sobre 

la concentración sérica de las hormonas tiroideas, sin embargo fue diferente entre grupos. En los tres 

grupos (C, RA y AN), la exposición al frío estimuló la liberación de T4, pero fue mayor en la AN; en 

cambio la concentración sérica de T3 solamente aumentó significativamente en la RA y la AN. El frío 

afecta la actividad de las desiodasas de manera diferencial dependiendo del tejido, estimula la 

activación de la desiodasa I (DI) en hígado (Reed et al., 1994; Lisboa et al., 2003) y de la DII en tejido 

adiposo pardo (Silva et al., 1983), mientras que disminuye en la tiroides (Lisboa et al., 2003). Este 

aumento en la concentración sérica de T3 que se observa exclusivamente en la RA y la AN después 

de una hora de exposición al frío podría sugerir una mayor actividad de las desiodasas en estos 

grupos inducido por la activación del sistema simpático que se presenta en los animales hipotiroideos 

(Bianco et al., 2005; Silva et al., 2006). 

Como se mencionó anteriormente, el frío activa el eje HHT aumentando la liberación de TSH y 

de las HT, pero no estimula la liberación de prolactina (Sánchez et al., 2007); esto mismo se observó 

en nuestros animales, los cuáles no presentaron cambios significativos en la concentración sérica de 

prolactina cuando fueron expuestos al frío durante una hora. 

 

El frío es un estrés agudo de tipo fisiológico que afecta el eje HHA y el eje HHT; sin embargo 

otros tipos de estrés, como la prueba de enterramiento defensivo, representan un estrés de tipo 

psicológico que además tiene efectos sobre algunas regiones del sistema límbico (ej. amígdala, 

hipocampo) y que participan en la regulación del eje adrenal ante un estímulo de estrés (Helmreich et 

al., 1999; Pacak y Palkovits, 2001; Makino et al., 2002; Mizoguchi et al., 2003; Herman et al., 2005). 

Se ha observado que un estrés de origen psicológico, como la inmovilización o la prueba de 

enterramiento defensivo, puede modificar la expresión de TRH (Pacak y Palkovits, 2001; Gutierrez, 

2002); por lo tanto, utilizando la prueba de enterramiento defensivo determinamos si existía una 

diferencia en la conducta de ansiedad entre la RA y la AN; y si esto pudiera participar en la regulación 

diferencial del funcionamiento del eje tiroideo entre estos dos grupos. Se ha reportado previamente 

que la prueba de enterramiento defensivo induce un aumento en la síntesis de TRH en el hipotálamo 

y una disminución de su contenido en la eminencia media (Gutierrez-Mariscal, 2008). Por lo tanto, 
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estos datos y los reportados en este trabajo sugieren que la ansiedad que presentan estos animales 

no está participando en la regulación diferencial del eje HHT observado entre la RA y la AN, ya que 

ambos grupos tuvieron el mismo grado de ansiedad, que fue mayor comparado con el control, pero no 

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

 Las neuronas TRHérgicas del NPV, así como el funcionamiento del eje tiroideo se regulan de 

manera diferencial en la RA (hipotiroidismo terciario) y la AN (hipotiroidismo primario) a pesar de que 

tuvieron una deficiencia energética similar y de que presentaron los mismos cambios metabólicos. 

Estos datos muestran que la anorexia inducida por deshidratación genera un efecto específico en las 

neuronas TRHérgicas del NPV, ya que ante la exposición al frío no hubo un mayor estímulo en la 

expresión de pro-TRH del NPV en los animales con AN. Si esto pudiera deberse a que la anorexia por 

deshidratación estimula tanto las neuronas hipofisiotrópicas como las no hipofisiotrópicas antes de 

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

 

Es  importante aclarar, que el modelo animal de anorexia que presentamos en este trabajo no 

necesariamente refleja todas las alteraciones que se observan en las pacientes con Anorexia 

Nervosa, sin embargo, la falta de adaptación del eje HHT observado en nuestros animales muestra la 

misma alteración endócrina que se desarrolla en las pacientes con esta enfermedad, y podría ser la 

base para explicar los riesgos que podrían presentar estos pacientes cuando hay una pérdida 

importante de peso. 

 Entre mejor entendamos las bases neurobiológicas de la conducta alimentaria y del gasto 

energético, tendremos mejores posibilidades para desarrollar tratamientos farmacológicos para 

diferentes enfermedades como la anorexia y/o la obesidad. 
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