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2. RESUMEN

Los animales sometidos a restriccion alimentaria (FR) (balance negativo de
energia) presentan adaptaciones metabodlicas que desaceleran la utilizacion de
energia mediante la reduccidon de la funcion del eje hipotalamo hipofisis tiroides
(HPT) [esto incluye: disminucion en la expresion de la hormona liberadora de
tirotropina (TRH) en el ndcleo paraventricular (PVN), disminucion de la
concentracion en suero de tirotropina (TSH) y de las hormonas tiroideas (Tz y Ta)].
Los animales con anorexia inducida por deshidratacion (DIA), a pesar de presentar
similar pérdida de peso que las ratas con FR, no presentan los mismos cambios
en el eje tiroideo. Tienen un incremento en la expresiéon de TRH en el PVN,
ademas en la concentracion en suero de TSH con respecto a valores control y al
grupo FR; en cambio, si presentan una disminucion en las concentraciones en

suero de T3y Ty, similar a lo descrito para los animales con FR.

Diversos factores se han descartado como posibles responsables del incremento
del TRH en el PVN de roedores con DIA, y otros identificados no han sido capaces
de revertir por completo su expresion a valores basales. Por lo tanto, es factible
que existan otros péptidos o neurotransmisores involucrados, como la via de la
serotonina (5-HT), en la regulacion de la expresion de TRH en este modelo. De
hecho, los receptores a serotonina (5-HT; y 5-HT,) se expresan en el PVN del
hipotadlamo y su activacion induce anorexia en ratas naive, asi como en aquellas

que han recibido la inyeccion de un factor orexigénico, como NPY.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue definir la participacion de la via de 5-
HT del PVN en los cambios de expresion de TRH de ratas con anorexia. Para ello,
se administré en el PVN de ratas con FR y con DIA un agonista de los receptores
5-HT,a/5-HT,c, DOI y un antagonista de los mismos receptores, ketanserina
(KTN), respectivamente, siempre comparando contra un grupo control con
alimentacion ad libitum. Ademas de la expresion de TRH del PVN, también se
evalué el cambio en las concentraciones en suero de TSH, Tz y T4, ¥ en la

conducta alimentaria de ambos grupos de ratas.



Los resultados mostraron que la administracion de DOI en ratas con FR indujo un
incremento en la expresion de TRH del PVN, en cambio, no se observo diferencia
significativa en la concentracion en suero de TSH en dicho grupo; de manera
interesante, la administracion de DOI incrementd la concentracion en suero de Ts,
sin cambios en la de T4 en las ratas con FR. Por otro lado, la administracion de
KTN en ratas con DIA no indujo cambios en la expresion de TRH del PVN, ni en
las concentraciones en suero de TSH, T3 y T4. Finalmente, no se observaron
diferencias significativas en la conducta alimentaria de las ratas con DIA tras la
administracion de ketanserina, pero al administrar DOI en los animales con FR
incrementa el consumo de alimentos significativamente, indicando el papel

anorexigénico de la 5-HT.

Por lo tanto, se concluye que la activacion de los receptores 5-HTza y 5-HTac
incrementa la expresiéon de TRH del PVN en ratas y la concentracion en suero de
T3 revirtiendo su disminucion inducida por FR. Por otro lado, la via de serotonina si
participa en la disminuida expresion de TRH del PVN en ratas con FR, Ademas, el
blogueo farmacoldgico de los receptores 5-HT,a Yy 5-HT,c no revierte la sobre-
expresion de TRH que se observa en ratas con DIA. Se demostro el papel
anorexigénico de la serotonina en el PVN de ratas con FR. Finalmente, no se

demostré el papel anorexigénico de la serotonina en el PVN de ratas con DIA.



3. INTRODUCCION

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) sintetizada en las neuronas
hipofisiotropicas del nucleo paraventricular (PVN) hipotalamico regula la sintesis y
secrecion de la tirotropina (TSH) en la adenohipdfisis, quien a su vez controla la
funcidén tiroidea, actuando sobre sus receptores en la glandula tiroides e
induciendo la liberacién de triyodotironina (T3) y tiroxina (T4). Tz es la hormona
tiroidea activa y es capaz de estimular la oxidacion de las reservas energéticas en
sus organos blanco como los adipocitos y el musculo esquelético [1]. Es por esto
que el eje Hipotalamo Hipdfisis Tiroides (HPT) juega un papel importante en la
homeostasis energética y de acuerdo al estatus energético, este va a exhibir
diferentes cambios [2].

En la restriccion alimentaria (FR), por ejemplo, dado que se presenta un balance
negativo de energia, se induce una adaptacion del eje tiroideo, observandose una
disminucién en la actividad de este, con la finalidad de disminuir el gasto

energeético [3].

La anorexia nerviosa es un trastorno del comportamiento que se caracteriza por la
distorsion de la imagen corporal y el rechazo a comer, a pesar de la reduccién
dramatica del peso corporal o desnutricién y por ende, cambios en la homeostasis

energética [2, 4].

Existen diversos modelos en animales para el estudio de la anorexia, uno de ellos
es el modelo de anorexia inducida por deshidratacion (DIA); en este se presentan
diferencias en la actividad del eje HPT al comparar con animales con FR (quienes
consumen la cantidad de alimento ingerido por las ratas con DIA), tales como
aumento en la expresion de TRH en el PVN e incremento en la concentracién en
suero de TSH[5].

En cambio, la expresion de neuropéptidos de otros ndcleos hipotalamicos como el
nacleo arcuato hipotalamico (ARH), implicados en el consumo de alimentos
(orexigénicos y anorexigénicos), es similar en ambos grupos de animales con
balance negativo de energia. Asi que, aunque péptidos como neuropéptido Y

(NPY) y el péptido relacionado al agouti (AgRP) del ARH son liberados hacia el
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PVN y son capaces de regular la expresion de TRH y la actividad del eje HPT [6],
se han descartado como posibles factores involucrados en la inadecuada
adaptacion del eje en las ratas DIA a su disminuido peso y consumo de alimentos
[7, 8].

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es un neurotransmisor implicado en
procesos fisiolégicos como la termorregulacién, locomocion, dolor, reproduccion,
memoria y aprendizaje, respuesta al estrés, estado animico y conducta
alimentaria, entre otros [9]. En cuanto a la conducta alimentaria, la 5-HT inyectada
en el PVN actia como anorexigénico, sugiriendo que el PVN modula la saciedad
inducida por la 5-HT enddgena [10], sin embargo, se desconoce si la via de la 5-
HT esta implicada en la regulacién de la expresién de TRH en el PVN de ratas con
DIA.

El estudio de los mecanismo mencionados permitira entender mejor la
neurofisiologia de la conducta alimentaria y en un futuro disefiar nuevas
estrategias terapéuticas para el tratamiento de los trastornos de la conducta

alimentaria.

4. ANTECEDENTES

4.1. El eje Hipotalamo Hipofisis Tiroides

El eje HPT comprende la sintesis de TRH en el ndcleo paraventricular del
hipotalamo, la cual estimula la hipdfisis para la sintesis y liberacién de TSH. La
TSH estimula la glandula tiroides para secretar la pro-hormona tiroxina (T,), la cual
es convertida a triyodotironina (T3) por accion de las yodotironina desyodasas (D1,
D, y D3); las hormonas tiroideas (T3 y T4) son transportadas a través de la
membrana celular por transportadores especificos como el transportador
monocarboxilato 8 (MCT8); dentro de las células blanco, T3 puede interactuar con
receptores nucleares a hormonas tiroideas y activar o inactivar la expresion de
genes [11]. Las hormonas tiroideas regulan negativamente el eje a nivel del
hipotalamo y la hipofisis inhibiendo la sintesis de TRH y TSH, respectivamente
(figura 1) [2].
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Figura 1. Regulacion del eje Hipotalamo Hipdfisis Torioides. El nucleo paraventricular hipotalamico
(PVN) sintetiza y libera la hormona liberadora de tirotropina (TRH), quien estimula a la hipéfisis
para la sintesis y liberacion de la hormona estimulante de la tiroides (TSH, tirotropina), quien a su
vez estimula a la glandula tiroides e induce la liberacién de las hormonas tiroideas (Ts y T,); las
hormonas tiroideas modulan al eje por retroalimentacion negativa a nivel de la hipdfisis y el

hipotalamo. Modificado de [1].

T3 y T4 son esenciales para llevar a cabo diferentes procesos bioldgicos tales
como el desarrollo cerebral, regulacion de la funcion cardiovascular y hepatica,
ademas activan la tasa del metabolismo y por tanto regulan el balance energético,
y en funcién de éste, la conducta alimentaria [12]. Asi, dependiendo del balance
energeético, el eje HPT se regula diferencialmente; en un estado de ayuno o
restriccion alimentaria, el eje HPT se regula negativamente como una respuesta

adaptativa para disminuir el gasto de energia durante la privacion de alimento [13]



La funcion enddcrina de TRH es principalmente regulada por el receptor TRH-R1
[14], sin embargo, dado que se expresa también el receptor TRH-R2 a lo largo del
sistema nervioso central [15], los efectos de TRH en el mismo son amplios; de
acuerdo a esto se ha reportado que la administracion intracerebroventricular (i.c.v)
de TRH induce un efecto ansiolitico en ratas [16, 17]. Interesantemente, TRH
disminuye la concentracién en suero de corticosterona, apoyando la idea de su
efecto ansiolitico en las ratas [18]. Ademas, TRH modula las funciones cognitivas
superiores y el estado de animo ejerciendo funciones antidepresivas [18-20]. Por
otro lado, diversos estudios han demostrado que TRH actia como un péptido
anorexigénico cuando es administrado i.c.v. y subcutdneamente [21-23] y cuando
es administrado en el nucleo accumbens reduce la motivacion por ingerir

alimentos (Figura 2) [24].
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Figura 2. La administracién de TRH en el ndcleo accumbens disminuye la motivacién por ingerir
alimentos. S: administrados con solucién salina, AL: alimentacién ad libitum, FR: Restriccion

alimentaria, TRH: administrados con TRH. EEM, n=8 por grupo. Modificado de [24].



4.1.1. Sintesis y regulacion de la Hormona Liberadora de
Tirotropina

La TRH se sintetiza en varios tejidos, tales como las células B del pancreas, las
células C de la glandula tiroides, el miocardio, los 6rganos reproductivos
incluyendo la prostata y los testiculos, la médula espinal, la pituitaria anterior y
diversas regiones cerebrales, pero Unicamente la TRH que se sintetiza en las
neuronas hipofisiotropicas localizadas en el PVN hipotalamico regula la actividad
del eje HPT [2, 12].

El PVN consta de tres regiones, la anterior (PVNa), la medial (PVNm) y la caudal
(PVNc) y esta compuesto por neuronas magnocelulares y parvocelulares. Las
neuronas parvocelulares proyectan sus axones hacia la eminencia media [25]. A
su vez, la division parvocelular se subdivide en: anterior, periventricular, medial,
ventral, dorsal y lateral; todas ellas sintetizan TRH, sin embargo, las neuronas
TRH-érgicas hipofisiotropicas (que regulan la funcién del eje HPT) se encuentran
localizadas Unicamente en las subdivisiones medial y periventricular del PVNm y
PVNCc en ratas (Figura 3) [12].

—— LP
MP
AP MP
PV P
VP

Figura 3. Neuronas parvocelulares del PVN en ratas. Las regiones sombreadas pertenecen a las

subdivisiones periventricular (PV) y medial (MP), quienes sintetizan TRH con accion

hipofisiotrépica. [12].



La TRH es un tripéptido (pGlu-His-ProNH,) que se sintetiza como una proteina
precursora larga (pre-pro-TRH) que se procesa a pro-TRH y finalmente a TRH por
las prohormonas convertasas (PC1y PC2) [2, 12]. El gen de la TRH de ratas y de
humanos contiene 3 exones y 2 intrones; el exon 1 codifica para la regiéon 5’ no
traducida, mientras que los exones 2 y 3 contienen la secuencia que codifica para
la pre-pro-TRH [26]. La T3, proveniente de la circulacion, o de los tanicitos (células
gliales especializadas, quienes expresan la D, [12]), regula negativamente la
expresion de pre-pro-TRH, uniéndose al receptor a hormonas tiroideas (TRB2) de
modo que el complejo receptor-hormona se une a elementos de respuesta a
hormonas tiroideas (TRE, también llamados “sitio 4”) localizados en el gen de la

pre-pro-TRH, inhibiendo asi su transcripcion (Figura 4) [12, 26].

La expresion de TRH del PVN puede ser modificada por hormonas periféricas
como la leptina que se sintetiza y libera del tejido adiposo y cuyos efectos
anorexigénicos estan bien descritos. Los efectos de la leptina sobre TRH son
estimuladores y pueden ser indirectos, tras inhibir la expresion de neuropéptido Y
(NPY) o por estimulacion de las neuronas de proopiomelanocortinas (POMC) y de
la hormona estimulante de melanocitos (a-MSH) en el ARH. Una consecuente
disminucién o aumento de la secrecion de NPY y a-MSH respectivamente hacia el
PVN, inducen la expresion de TRH; la via directa de accion de la leptina sobre la
sintesis de TRH es por la activacion de su receptor Ob-Rb en las células
TRHérgicas del PVN, que resulta en la fosforilacién de STAT3 (Figura 4) [26].

La inactivacion de la TRH liberada en el cerebro y en la sangre portal hipofisiaria,
es catalizada por la ectoenzima embebida a la membrana celular, la piroglutamil
peptidasa Il (PPII), quien escinde a TRH, resultando en el dipéptido His-ProNH,,
este dipéptido es degradado por la dipeptidil aminopeptidasa IV o se cicliza a His-
Pro dicetopiperazina [27].
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Figura 4. Sintesis y regulacion de TRH. La sintesis de TRH es mediada por diferentes factores,
tales como la leptina, el neuropéptido Y (NPY), a-MSH, AgRP y T;. Una vez sintetizada la pre-pro-

TRH, es procesada por las prohormonas convertasas (PC1/PC2). Modificado de [26]

4.2. Conducta alimentaria

La conducta alimentaria es la interaccion compleja de factores fisioldgicos,
psicoldgicos, sociales y genéticos que influyen en la cantidad de alimento ingerido
y la preferencia y seleccion de los mismos, ademas de la hora en la que se
consumen [28]. A grandes rasgos, los diversos factores que intervienen en los
procesos de la conducta alimentaria se pueden clasificar en sefales externas
(detectadas por los diversos sentidos) y sefiales internas (estado nutricional y
hormonas); estos dos tipos de sefiales son integrados en 2 grandes sistemas: el
sistema homeostatico, capaz de detectar las necesidades energéticas, y el
sistema hedonico, quien regula el placer (gusto) y el querer (motivacion) los
alimentos, lo que resulta en la accion de ingerir o dejar de ingerir los alimentos
(Figura 5) [29].
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Figura 5. Sefiales que intervienen en la conducta alimentaria. Las sefiales internas y externas se
integran en los sistemas homeostatico y hedénico para llevar a cabo la accién de ingerir o dejar de

ingerir alimentos. Modificado de [29].

4.2.1. Trastornos de la conducta alimentaria

A pesar de que los trastornos de la conducta alimentaria a menudo son
considerados como una forma de vida, estos generan graves enfermedades a las
personas que los padecen. Los trastornos de la conducta alimentaria se
caracterizan por presentar obsesiones con los alimentos, el peso y la forma
corporal y los mas comunes son la anorexia nerviosa, la bulimia nerviosa y el

trastorno por atracén [30].

Los trastornos de la conducta alimentaria estan influenciados por distintos
factores, tanto psicologicos, fisiolégicos y sociales (como la interaccion familiar y
laboral); estos influyen de manera diferente dependiendo de las condiciones en las

gue se encuentre el individuo [31, 32].

La anorexia nerviosa se caracteriza por la distorsion de la imagen corporal y el
rechazo a comer, el paciente presenta bajo peso y desnutricion y por ende,

cambios en la homeostasis energética [2, 4].
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Es importante mencionar que datos de la Secretaria de Salud de los Estados
Unidos Mexicanos revelan que existe una mayor prevalencia de la anorexia en
mujeres que en hombres en una relacion de 2:1, en un estudio epidemiolégico del

2016 en todos los estados del pais.

En general, los trastornos de la conducta alimentaria conllevan a cambios
importantes en la regulacion del balance energético a nivel del eje HPT a través de
variaciones en la expresion de diferentes neuropéptidos que regulan la expresion
de TRH [2]. Ademd&s, se encuentran cambios en los diferentes sistemas
neuroendocrinos y neuroquimicos en general, tales como los sistemas adrenal y
gonadal y los sistemas dopaminérgicos y serotoninérgicos, entre otros. Por
ejemplo, se ha encontrado que los pacientes con bulimia tienen incrementada la
concentracion en plasma de B-endorfina, decremento en la concentracion en suero
de norepinefrina y decremento en la concentracion de acido homovanilico

(metabolito de dopamina) en el liquido cefalorraquideo [33].

Una enfermedad no precisamente de la conducta alimentaria, pero que conlleva a
cambios importantes en el balance energético es el Sindrome del enfermo
eutiroideo, en donde el paciente presenta valores anormales de las hormonas
tiroideas pero sin antecedentes de enfermedad tiroidea, por lo general se
encuentran valores bajos de T3 y valores normales de TSH, esto puede inducir
cambios en el control metabdlico y por lo tanto alteraciones en el estado

nutricional [34].

4.2.2. Anorexiay el eje Hipotalamo Hipofisis Tiroides

El modelo de DIA es un modelo para el estudio de la anorexia; los animales
presentan una adaptacion fisiolégica que limita el consumo de alimentos tras la
ingesta de una solucién salina hiperténica (NaCl 2.5%). Este modelo permite
examinar las redes neuronales y la regulacion de las vias de los diferentes
neuropéptidos, ya que el desarrollo de la anorexia es lento y se revierte

rapidamente una vez que los animales ingieren agua sola nuevamente [6].

12



Los animales con DIA presentan cambios en la regulacion del eje HPT cuando son
comparados contra los del grupo control (con alimentacion ad libitum) y del grupo
de animales con FR. En los animales con DIA (después de 5 dias) se observa un
aumento en la expresion de TRH en el PVN ademas de un aumento en la
concentracion en suero de TSH, en comparacién con los animales FR (quienes
consumen la cantidad ingerida por los animales con DIA), los cuales presentan
una disminucion en la expresion de TRH en el PVN y disminucién en la

concentracion en suero de TSH [5].

Las acciones inhibitorias de NPY (orexigénico) y estimuladoras de a-MSH
(anorexigénico) sobre la expresion de TRH del NPV, lo han postulado como un

inhibidor de la conducta alimentaria [35].

Como se menciond anteriormente, la expresion de TRH del PVN puede ser
modificada por diferentes estimulos, asi, la concentracién en suero de leptina que
disminuye en animales con balance negativo de energia (FR o DIA) [5], es una
sefal que reduce la expresion de TRH en la restriccion alimentaria, sin embargo
en las ratas DIA esto no ocurre; estos resultados demuestran que la incrementada
expresion de TRH en el PVN y de la concentracién de TSH en suero de animales

con anorexia por deshidratacion es independiente de la reducida leptina circulante.

Otra hormona circulatoria cuya concentracién se incrementa en el balance
negativo de energia es la corticosterona, dado que el ayuno o la restriccion de
alimentos y la pérdida dramatica de peso representan una situacién de estrés para
los individuos. Asi, la concentracion en suero de corticosterona esta incrementada
también en los animales con DIA [5]. Las condiciones metabdlicas entonces son
similares entre los dos grupos. La disminucion de los niveles de leptina aunada al
incremento de corticosterona inducen la expresién y actividad de la enzima
desyodasa-2 (D2) en el hipotalamo medio basal (MBH) [36], quien cataliza la
conversion de T4 en T3, de modo que en ratas con FR aumenta la concentracion
de T3 en el NPV y esto se cree que es el factor que inhibe la expresion de TRH en
el PVN de estos animales [5]. Dado que las ratas con DIA presentan el incremento
en la actividad de D2 en el PVN pero no la disminuciéon de TRH esperada, se ha

estudiado la expresion del transportador de hormonas tiroideas, el MCT8. Los
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resultados muestran menor expresion en el MBH y en PVNc de ratas anoréxicas
[37], lo que sugiere que estos animales presentan una disminucion en la entrada
de la T3 en el PVNc y por ende, un aumento en la expresion de la TRH. Estos
resultados indican que la alteracion en la expresion del MCT8 en los animales con
DIA contribuye parcialmente a la actividad del eje HPT y a la mayor sintesis de
TRH en el PVN.

Otro péptido que se ha descartado como responsable de la falta de adaptacion del
HPT y de la mayor expresion de TRH del PVN de ratas con anorexia, es la pre-
pro-orexina del hipotalamo lateral (LH) ya que su contenido de RNAmM no cambia

en comparacion con los animales con FR (en los que si aumentan) [7].

A pesar de que la deshidratacion activa las células vasopresinérgicas del PVN, la
concentracion en suero de la AVP también es similar entre los grupos de DIA y
FR, lo que ha permitido descartarla como involucrada en la mayor liberacién de

TSH en los animales con anorexia [8, 38].

En cambio, al analizar la expresion de los receptores en el PVN de los péptidos
mencionados se ha observado mayor contenido del RNAm del receptor a orexinas
(Ox1-R) en los animales con DIA como consecuencia de la liberaciéon inhibida de
orexinas [7]. En cuanto a los receptores a NPY, se ha reportado una expresion
diferencial de NPY-Y1 en el PVN, donde el mMRNA de este es menor en los
animales con FR con respecto a los animales con DIA, sugiriendo que su
activacion mediada por NPY mantiene su actividad inhibitoria sobre la expresion
de TRH [7].

Todos estos resultados sugieren que las neuronas del ARH son capaces de
responder a los cambios periféricos en ratas con anorexia, mientras que las del HL

y del PVN parecen ser las afectadas.

AUn mas, las neuronas que sintetizan la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) en el HL, que tiene efectos anorexigénicos estan activadas en ratas con
DIA [39]; interesantemente el receptor que media sus efectos inhibidores del
apetito de CRH (CRH-R2) [40-42] en el PVN tiene su sintesis incrementada en
ratas con anorexia y su bloqueo con un antagonista especifico a CRH-R2 en ratas
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DIA atenua su comportamiento anoréxico, lo que correlaciona con una disminucion
en la expresion de TRH en ese nucleo hipotalamico. Esto sugiere que la activacion
del eje HPT inducida por DIA se ve afectada por la expresion diferencial de la CRH
del HL y sus efectos sobre CRH-R2 a nivel del PVN [43].

Sin embargo, el hecho de que no se haya encontrado ningun factor que sea capaz
de evitar el incremento de TRH del PVN o de revertirlo, apoya la participacion de
varios en esta falta de adaptacion neuroenddcrina a la pérdida de peso de las
ratas con anorexia. Dado que es en el PVN (o en el HL) donde se han identificado
factores participantes, se considera relevante la busqueda de otra via neuronal
conocida por sus efectos anorexigénicos de este nucleo, como responsable de los

cambios en la expresién de TRH y la inhibicién de la conducta alimentaria.

4.3. Laviade laserotonina

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es una indolamina que regula diversos
procesos fisiolégicos como la temperatura, locomocién, dolor, reproduccién,
memoria y aprendizaje, respuesta al estrés, estado animico y conducta
alimentaria, ademas de participar en procesos patolégicos como la depresion,
ansiedad, enfermedad de Parkinson, esquizofrenia, trastorno obsesivo

compulsivo, anorexia, entre otros [9].

La 5-HT en el cerebro se sintetiza en 9 nlcleos serotoninérgicos, de los cuales 8
de ellos se encuentran localizados en el nucleo del rafe y 1 en la sustancia nigra;
sus axones proyectan a diferentes areas cerebrales incluyendo el hipotalamo
(Figura 6) [44].
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Figura 6. Nacleos cerebrales que sintetizan serotonina y las proyecciones axonales que tienen.

C.Put: ntcleo caudado-putamen, H: habénula, G. Pal: globo pélido, T: tAlamo. Editado de [44].

Se han descrito 7 familias de receptores a serotonina (5-HT; — 5-HT>), las cuales
se dividen en diferentes subtipos y cada uno ejerce diferentes funciones de

acuerdo al tejido donde se expresen [45].

Los receptores a serotonina implicados en la conducta alimentaria son los 5-HT;
(5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1e ¥y 5-HT1g) y los 5-HT, (5-HT2a, 5-HT25 y 5-HTyc)
[46]. De estos receptores, se han identificado en el PVN a 5-HT1a, 5-HT2a y 5-HT ¢
[47]. Interesantemente, la 5-HT administrada en el PVN actia como sefal
anorexigénica, sugiriendo que el PVN modula la saciedad inducida por la 5-HT

endogena [10].

La inyeccidbn de agonistas a receptores de serotonina, como el DOI, se ha
realizado directamente en el PVN de ratas alimentadas ad libitum, o bien después
de ser administradas con NPY o norepinefrina, las cuales tienen acciones
estimuladoras del apetito, o bien tras un ayuno de mas de 10 horas. Los agonistas
a 5-HT1a, como ipsapirona, pueden tener efectos hiperfagicos cuando se analiza el
consumo de alimentos a las 4 h, lo que se ha relacionado con su localizacién
somatodendritica en neuronas serotoninérgicas del nucleo rafe. Sin embargo,
dependiendo de la dosis y del tiempo en el que se evalla la conducta alimentaria,
agonistas como el DOI (agonista de los receptores 5-HToaloc) tienen efectos
anorexigénicos cuando se inyectan intraperitonealmente (1.0 — 10 mg/kg) o bien

en el PVN (1.8 — 7.1 pg); también se ha visto el efecto en animales con inyeccion
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de NPY, y en aquellos con ayuno de 20 h y acceso por una hora a los alimentos

en la realimentacion [46].

Es importante mencionar que no se han sido inyectado agonistas a los receptores
5-HTg directamente en el PVN.

Se ha encontrado una posible contribucién diferencial de los receptores 5-HToay
5-HT,c dependiendo de la via de administracion del (los) agonista (s); asi, la
administracion sistémica de DOI puede interferir con la via homeostatica de la
alimentacion mas que con la parte conductual. Esto es porque de manera
sistémica el DOI activa basicamente a receptores 5-HT,5, mientras que en el
hipotalamo a los 5-HT,c, los cuales se han implicado en la regulacion de la
frecuencia de consumo mas que en el volumen de alimento; esto se ha estudiado
administrando el antagonista a los mismos receptores, la ketanserina [46]. De
acuerdo a esto, es importante que la administracion de DOl se realice

directamente en el PVN.

Finalmente, los ratones KO para 5HT,c incrementan el consumo de alimentos y

por lo tanto desarrollan hiperfagia [48-50].

4.3.1. La serotoninay la Hormona Liberadora de Tirotropina

Se han realizado solo pocos estudios que intentan demostrar si existe una posible
relacion entre la via de la serotonina y TRH, sin embargo, los resultados son

ambiguos.

Se ha sugerido que la TRH potencia los efectos antidepresivos de la imipramina
(inhibidor de la recaptura de serotonina) en diferentes regiones cerebrales,
incluyendo el hipotdlamo [51]. Por otro lado, el analogo de TRH, MK-771,
administrado intraperitonealmente, incrementa los niveles de 5-HT y su metabolito
(acido 5-hidroxiindolacético, 5-HIAA) en el mesencéfalo, hipocampo e hipotalamo
[52]

Sin embargo, otro grupo de investigacion sugiere que solamente la administracion
a altas dosis de TRH incrementa los niveles de 5-HT en el hipotdlamo y

mesencéfalo, no observando cambios a bajas dosis de TRH [53].
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Finalmente, la 5-HT estimula la sintesis de TRH en cardiomiocitos de embriones
de rata [54].

El hecho de que la estimulacién de la via serotonérgica del PVN tenga efecto no
solo en la conducta alimentaria, sino también en que aumenta el metabolismo
energético activandose la oxidacion de lipidos, sugiere que puede estar
involucrada en aumentar la expresion de TRH, quien coordina ambos procesos
[48].

Aln mas, la estimulacion de la via serotonérgica, administrandola directamente o
administrando farmacos que estimulan su liberacion, eleva la concentracion en

sangre de corticosterona, parametro similarmente modificado en las ratas DIA [48].

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los animales con DIA presentan mayor expresion de TRH en el PVN y mayor
concentracion en suero de TSH en comparacion con el grupo control y el grupo
FR. Ademas, la 5-HT actia como sefial anorexigénica cuando es administrada en
el PVN, el cual tiene expresion de receptores a 5-HT involucrados en la conducta
alimentaria. Sin embargo, se desconoce si la via de la 5-HT esta implicada en la

regulacion de la expresion de TRH en el PVN de ratas con DIA.

6. HIPOTESIS

Si la 5-HT esta participando en la mayor expresion de TRH del PVN de ratas DIA 'y
en la elevacion de la concentracion en suero de TSH, entonces la administracion
en dicho ndcleo de un agonista del receptor a 5-HT en ratas con FR inducird
activacion de la expresion de TRH y la administracion de un antagonista del
receptor a 5-HT en ratas con DIA inducira inhibicion en la expresion de TRH, que

se asociaran inversamente con la conducta de anorexia en un modelo animal.
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7. OBJETIVOS

7.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de la via de la serotonina en la regulacién de la expresion de
TRH en el PVN de ratas con DIAy FR.

7.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el efecto del DOI, agonista de los receptores 5-HToa Yy 5-HToc,
administrado en el PVN en la conducta alimentaria y en los niveles de
MRNA TRH en el PVN y en las concentraciones en suero de TSHy Tz y T4
de animales con FR.

e Determinar el efecto de la ketanserina administrada en el PVN en la
conducta alimentaria y en los niveles de mMRNA TRH en el PVN y en las
concentraciones en suero de TSHy T3y T4 de animales con DIA.

8. METODOLOGIA

8.1. ANIMALES

Se utilizaron ratas Wistar hembras (dada la prevalencia de la anorexia en mujeres)
de 250 g de peso procedentes del Instituto Nacional de Psiquiatria y mantenidas
en condiciones controladas y separadas en cajas individuales con ciclos de 12
horas luz/oscuridad a 25° C, con humedad constante y con alimento chow y agua

ad libitum hasta la realizacion del experimento.

Las dietas y tratamientos fueron aprobados por el comité de ética del Instituto

Nacional de Psiquiatria.

Los animales fueron manipulados de acuerdo a la NOM-062-Z0O0-1999,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.
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8.2. GRUPOS EXPERIMENTALES

e Grupo control: Ratas alimentadas ad libitum durante 5 dias sin administrar
farmacos o vehiculo.

e Grupo FR + vehiculo: Ratas con induccion de hambre por FR durante 5
dias administradas (en el dia 5) en el PVN con 0.5 pl del vehiculo (solucion
salina estéril).

e Grupo FR + DOI: Ratas con inducciéon de hambre por FR durante 5 dias
administradas (en el dia 5) en el PVN con 0.5 ul de DOI 15 nmol.

e Grupo DIA + vehiculo: Ratas con anorexia inducida por deshidratacion por
5 dias administradas (en el dia 5) en el PVN con 0.5 pl del vehiculo
(solucioén salina estéril).

e Grupo DIA + ketanserina: Ratas con anorexia inducida por deshidratacion
por 5 dias administradas (en el dia 5) en el PVN con 0.5 pl de ketanserina

30 nmol.

Se cuantificé el consumo de alimentos por diferencia de peso entre lo que se
coloco y lo que resto al dia siguiente; se tomo el peso corporal de las ratas durante
los 5 dias y se registr6 el peso basal con la finalidad de tener un registro y control
para su respectivo analisis. A las ratas con FR se les proporcioné la cantidad de

alimento que ingirieron las ratas con DIA un dia anterior.

Para la evaluacién de la respuesta del eje tiroideo se utilizaron de 3 a 9 ratas por
grupo y fueron sacrificadas 30 min después de la administracion del farmaco y
para la evaluacion de la conducta alimentaria se utilizaron de 5 a 8 ratas por grupo

y se realimentaron durante 1 h ad libitum y se cuantificé el consumo de alimento.

Las dosis fueron seleccionadas de acuerdo a previos estudios en donde se
demuestra el efecto en la conducta alimentaria de DOl y de ketanserina
administrados en el PVN [55].
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Esquema experimental:

[ [ [
Dia 0 Dia 1 Dia 5

Alimentacion ad libitum Modelo FR/DIA Administracion del farmaco

+ sacrificio/realimentacion 1 h

8.3. CIRUGIA ESTEREOTAXICA

Para la administracién del o los farmacos, las ratas fueron sometidas a cirugia
estereotaxica mediante la cual se le inserté una canula en el PVN que permitio la

administracion del respectivo farmaco.

Para ello, las ratas fueron anestesiadas intramuscularmente con ketamina (73
Ul/kg) y xilacina (60 Ul/kg). Una vez que la anestesia surtio efecto, las ratas fueron
fijadas en el equipo estereotaxico y se les realiz6 una incisién para poder realizar
el trépano donde fue colocada la canula de acuerdo a las siguientes coordenadas

tomando como punto de referencia el Bregma:
Anterior/Posterior (A/P)=-1.6 mm,
Medio/Lateral (M/L)= +0.3 mmy
Dorso/Ventral (D/V)=-7.5 mm.

Una vez colocada la canula, se fij6 con cemento acrilico y se realizé la sutura
(Figura 7).
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Figura 7. Representacidn de la cirugia estereotaxica. La rata es anestesiada y colocada en el
equipo estereotaxico para posteriormente realizar el trépano en las coordenadas adecuadas en

relacién al bregma.

Los animales se mantuvieron a las condiciones mencionadas en el punto 8.1 para

su recuperacion (4 dias).

Luego de su recuperacién, los animales se sometieron a las condiciones

mencionadas en el punto 8.2.

8.4. EVALUACION DE LA CONDUCTA ALIMENTARIA

Los animales fueron administrados con el respectivo farmaco (DOI para los
animales con FR y ketanserina para los animales con DIA) a las 18:30 h y a las
19:00 h fueron realimentadas ad libitum durante 1 hora; la cantidad de alimento

ingerido fue cuantificado.

22



8.5. OBTENCION DE TEJIDOS

Para la evaluacién del eje HPT, los animales se decapitaron a los 30 min de la
administracion del farmaco y se extrajo el cerebro y la sangre troncal. Para la
evaluacion de la conducta alimentaria, los animales se decapitaron posterior a la
hora de realimentacion y se extrajo el cerebro y la sangre troncal. El suero fue
obtenido mediante centrifugacién de la sangre a 3000 rpm durante 30 min. Tanto
el cerebro, como el suero se almacenaron a -70 °C hasta el momento de su
andlisis. Para el analisis, se extrajo el PVN de los cerebros utilizando un punch y

hielo seco.

8.6. EXTRACCION DE RNA

La extraccion de RNA del PVN se realiz6 utilizando 100 pl de solucién D (4 M de
tiocianato de guanidina, 25 mM de citrato de sodio, 0.5% de sarcosil pH 7y 0.1 M

de B-mercaptoetanol), las muestras se disolvieron utilizando ultrasonido.

Se adicionaron 100 pl de fenol saturado en agua con DEPC, 10 ul de acetato de
sodio y 30 ul de cloroformo isoamilico. Se dejo reposar por 20 min a -4°C. Se
centrifugd a 10,000 rpm por 20 minutos a 4°C. Se recupero la fase acuosa y se
adicionaron 100 ul de isopropanol al 100%, la muestra se incubé por 24 h a -20 °C
y se centrifugd a 13,800 rpm por 20 minutos a 4 °C. Se deseché el sobrenadante
y se lavo 2 veces la pellet de RNA con 300 ul de etanol al 75%, se agito
suavemente y se centrifugdé a 13,800 rpm durante 12 minutos a 4°C después de

cada lavado. El RNA se sec6 por centrifugacion al vacio por 5 min.

Para la cuantificacion de RNA se adicionaron 10 pl de H,O/DEPC
(dietilpirocarbonato) y se leyé en un espectrofotometro (Eppendorf, Biofotometer) a
460 nm. Para analizar la calidad del RNA, se considero que la relacion 260/280

fuera mayor a 1.5.
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8.7. INTEGRIDAD DEL RNA TOTAL

La integridad del RNA fue evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% utilizando bromuro de etidio como marcador. El gel se corrié a 50 V por 1 h. La
densidad de las bandas se analizé con el transiluminador UV y el programa

Advanced American Biotechnology Imaging 2D (CA, EUA).

8.8. RT-PCR EN TIEMPO REAL

Se utilizaron 1.5 pg de RNA, 500 ng de oligos-dT y 100 U de M-MLYV transcriptasa
reversa (Invitrogen) para la sintesis del cDNA. Para la cuantificacion de pro-TRH
se utilizd el TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) en un
sistema de PCR en tiempo real 7500. Los oligonucleétidos (primers) fueron
Rn00564880_m1 (Applied Biosystems). Los datos obtenidos fueron normalizados

tomando como control la expresion de B-actina.

8.9. ENSAYO POR INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

La determinacién de las concentraciones en suero de Tz y T4, en suero se
realizaron con el estuche comercial de inmunoensayo BIOVISION® Total

Triiodothyronine T3y T4 ELISA, respectivamente.

Se realiz6 una curva de calibracién por duplicado con concentraciones crecientes
desde 0 hasta 10 ng/ml. Por otro lado, se agreg6 directamente en el fondo 50 uL
de los controles y muestras y después 50 ul del anticuerpo de T3 y Ty,
respectivamente y se mezclé durante 30 s. Se agregaron 100 ul del conjugado de
trabajo y se mezclo durante 30 s. Posteriormente, se dejé incubar la placa durante
60 min a temperatura ambiente. Se lavaron los pocillos 5 veces con agua
desionizada con la finalidad de remover todos los residuos de agua. Se agregaron

100 uyl de TMB en cada pozo, se mezclo durante 5 s y se incubaron en oscuridad
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por 20 min. Se agregaron 100 pl de la solucién Stop a cada pozo, se mezclé

durante 30 s y se ley6 la placa a una absorbancia de 450 nm.

La determinacién de la concentracion en suero de TSH en suero se llevé a cabo
con el estuche comercial de inmunoensayo ALPCO® Thyroid Stimulating Hormone
(Rat) ELISA.

Se realiz6 una curva de calibracion por duplicado con concentraciones crecientes
desde 0 hasta 80 ng/ml. Por otro lado, se agregaron directamente 25 ul de los
controles y muestras y después 200 pl del anticuerpo de TSH y se dejo incubar
por 20 h. Luego, se hicieron 4 lavados con 300 pl del buffer de lavado.
Posteriormente se agregaron 200 ul de la solucion TMB a cada pozo; se dejo
incubar por 30 min y finalmente, se afiadieron 50 pl de la solucidon Stop a cada

pozo. La lectura se realizé a una densidad Gptica de 450 nm.

8.10. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el programa GraphPad Prism 6
utilizando una ANOVA de una via seguida de una prueba de comparaciones
multiples de Tukey. Para los resultados en la conducta alimentaria se utilizo

ademas una prueba post-hoc de Fisher.

9. RESULTADOS

9.1. CIRUGIA ESTEREOTAXICA

La figura 8 muestra un corte coronal del cerebro de la rata luego de administrar
tinta en las coordenadas indicadas en el Atlas para la colocacion adecuada de la
canula en el PVN hipotalamico.

25



A)

" "
The Bt Bl n Sebseveuxk Countifen 58 Eiltinn Pusiaas & Vit

Bregma -1.44 mm |

7 3 B O 3 2 T o 1 2 3 1 H 3 7

B)

Figura 8. Imagen que representa el PVN hipotaldmico. A) Imagen obtenida del Atlas del cerebro
de rata donde se muestran las coordenadas donde se localiza el PVN. B) Imagen representativa
del PVN tras la administracion de tinta mediante canulacién por cirugia estereotaxica. La flecha

blanca indica la tinta administrada en el PVN.

26



Las coordenadas en relacion al Bregma para la inyeccion fueron:
A/P: -1.6 mm
M/L: + 0.3 mm
D/V: -7.5 mm.

Con el objetivo de conocer el efecto del DOI (agonista de los receptores 5-HTza ¥
5-HT,c) sobre la expresion de TRH en el PVN de ratas con induccion de hambre
por FR y de Ketanserina (antagonista de los receptores 5-HT,a y 5-HT>c) sobre la
expresion de TRH en el PVN de ratas con DIA, se formaron los siguientes grupos

experimentales de acuerdo a lo descrito en la metodologia en el punto 7.2:

e Grupo control

e Grupo FR + vehiculo
e Grupo FR + DOI

e Grupo DIA + vehiculo

e Grupo DIA + Ketanserina

9.2. CONSUMO DE ALIMENTO, AGUA Y PESO DE LOS ANIMALES

La figura 9 muestra los resultados del alimento y agua ingeridos y peso de los
animales de los diferentes grupos experimentales durante los 5 dias del modelo de
FR y DIA. Es importante mencionar que el consumo de agua en los animales con
DIA no se muestra, ya que los animales ademas de consumirla, pareceria que
muestran una conducta de tirar el agua, ya que se encontraba la cama de aserrin
mojada y el bebedero practicamente vacio, por lo que no es posible saber cuanto

fue el consumo y cuanto fue lo que tiraron.
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Figura 9. Gréficas que representan el consumo de alimento (A), agua (B) y peso de los animales
(C) durante los cinco dias de los modelos de FR y DIA. Control: ratas alimentadas ad libitum por 5
dias y sin administracién de farmaco y/o vehiculo, FR: ratas con restriccién alimentaria por 5 dias y
administradas al dia 5 con vehiculo (solucién salina 0.9%) o DOI, DIA: ratas con anorexia por
deshidratacién durante 5 dias y administradas al dia 5 con vehiculo (solucién salina 0.9%) o
Ketanserina. n=22 (Control, DIA) y n=26 (FR). *p<0.05 vs Control, *p<0.0005 vs Control,
***n<0.0001 vs Control. Media = EEM.

En la figura 9A se observa la cantidad de alimento ingerido por los animales de
los diferentes grupos. Los grupos de animales sometidos al modelo de FR y DIA
ingieren una menor cantidad de alimentos en comparacion con el grupo control,
esto a partir del dia 1. En la figura 9B se muestra el agua ingerida por los
diferentes grupos y se observo una disminucion significativa en los dias 4 y 5 entre
los grupos FR y el grupo control. En la figura 9C se observa que el peso de los
animales sometidos a FR y DIA disminuy6 significativamente cuando fue

comparado con el grupo control a partir del dia 2 y hasta el dia 5.

9.3. EXPRESION DE pro-TRH RNAm

Al dia 5 del modelo de FR y DIA, se administraron los farmacos de acuerdo a lo
descrito en el punto 8.2; transcurridos 30 minutos de la administracion, los

animales fueron sacrificados y se obtuvo el cerebro para su diseccion. Se
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cuantifico la expresion de pro-TRH RNAm en el PVN mediante PCR en tiempo

real, los resultados se muestran en la figura 10.
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Figura 10. Expresion de pro-TRH RNAm en el PVN cuantificada mediante RT-PCR en tiempo real.
Control: ratas alimentadas ad libitum por 5 dias y sin administraciéon de farmaco y/o vehiculo; A) FR
+ V: ratas con restricciéon alimentaria por 5 dias y administradas al dia 5 con vehiculo (solucién
salina 0.9%), FR + DOI: ratas con restriccion alimentaria por 5 dias y administradas al dia 5 con
DOI. B) DIA + V: ratas con DIA por 5 dias y administradas al dia 5 con vehiculo (solucién salina
0.9%), DIA + KTN: ratas con DIA por 5 dias y administradas al dia 5 con ketanserina. n=5 (Control,
FR + V, DIA + V), n=3 (FR + DOI) y n=6 (DIA + KTN) *p<0.05 vs Control, **p<0.01 vs Control,
****p<0.001 vs Control, #p<0.05 FR + DOI vs FR + V. Media + EEM.
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En la figura 10 se muestra la expresion de pro-TRH RNAm en el PVN cuantificada
por PCR en tiempo real. En la figura 10A se observa disminucion en la expresion
de pro-TRH RNAmM en ambos grupos de FR en comparacién con el grupo control.
Luego de la administracion de DOI se observé un incremento significativo en la
expresion de pro-TRH RNAm en comparacion con el vehiculo; dicho incremento

no revirtié por completo la expresiéon basal.

La figura 10B muestra que la expresion de pro-TRH RNAmM en PVN incremento
significativamente en ratas sometidas al modelo de DIA en comparacién con el
grupo control. En cambio, no se observé diferencia significativa tras la
administracion del antagonista de los receptores 5-HT,a y 5-HT2c, ketanserina, en

comparacion con las administradas con vehiculo.

9.4. CONCENTRACIONES EN SUERO DE TSH, T3 Y Ta.

Con la finalidad de determinar la actividad del eje tiroideo, se cuantificé mediante
la técnica de ELISA las concentraciones en suero de las hormonas TSH, Tz y Ty
de los diferentes grupos experimentales. Los resultados se muestran en las

figuras 11, 12 y 13, respectivamente.
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Figura 11. Concentracidn en suero de TSH cuantificada mediante ELISA. Control: ratas
alimentadas ad libitum por 5 dias y sin administracién de farmaco y/o vehiculo; A) FR + V: ratas
con restriccion alimentaria por 5 dias y administradas al dia 5 con vehiculo (solucién salina 0.9%),
FR + DOI: ratas con restriccion alimentaria por 5 dias y administradas al dia 5 con DOI. B) DIA + V:
ratas con DIA por 5 dias y administradas al dia 5 con vehiculo (solucién salina 0.9%), DIA + KTN:
ratas con DIA por 5 dias y administradas al dia 5 con ketanserina. n=9 (Control, FR + DOI), n= 6
(FR +V), n=5 (DIA + V) y n=7 (DIA + KTN). Media + EEM.
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Figura 12. Concentracion en suero de T; cuantificada mediante ELISA. Control: ratas alimentadas
ad libitum por 5 dias y sin administracion de farmaco y/o vehiculo; A) FR + V: ratas con restriccion
alimentaria por 5 dias y administradas al dia 5 con vehiculo (solucién salina 0.9%), FR + DOI: ratas
con restriccién alimentaria por 5 dias y administradas al dia 5 con DOI. B) DIA + V: ratas con DIA
por 5 dias y administradas al dia 5 con vehiculo (solucion salina 0.9%), DIA + KTN: ratas con DIA
por 5 dias y administradas al dia 5 con ketanserina. n=8 (Control), n=6 (FR + V, DIA + V, DIA +
KTN) y n=7 (FR + DOI). *p<0.05 vs Control, 'p<0.01 vs FR + V. Media = EEM.
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Figura 13. Concentracién en suero de T, cuantificada mediante ELISA. Control: ratas alimentadas
ad libitum por 5 dias y sin administracion de farmaco y/o vehiculo; A) FR + V: ratas con restriccion
alimentaria por 5 dias y administradas al dia 5 con vehiculo (solucién salina 0.9%), FR + DOI: ratas
con restriccién alimentaria por 5 dias y administradas al dia 5 con DOI. B) DIA + V: ratas con DIA
por 5 dias y administradas al dia 5 con vehiculo (solucion salina 0.9%), DIA + KTN: ratas con DIA
por 5 dias y administradas al dia 5 con ketanserina. n=8 (Control), n=7 (FR + V), n=5 (FR + DO,
DIA + KTN) y n=4 (DIA + V). *p<0.05 vs Control, "p<0.01 vs FR + V. **p<0.01 vs Control,
***n<0.005 vs Control. Media + EEM.
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En la figura 11 se muestran la concentracion en suero de TSH de los diferentes
grupos experimentales. En la figura 11A y 11B se no se observan diferencias

significativas en los grupos experimentales.

En la figura 12 se observa la concentracion en suero de T3 de los diferentes
grupos experimentales. En la figura 12A se observé una disminucién significativa
en la concentracion de T3 en el grupo con FR, la cual fue revertida tras la
administracion de DOI. No se observaron diferencias significativas en la
concentracion en suero de T3 en los animales con DIA en ambos grupos,

resultados que se muestran en la figura 12B.

Posteriormente se determind la concentracion en suero de T4 en los diferentes
grupos experimentales, los resultados se muestran en la figura 13. En la figura
13A se observa una disminucion en la concentracion en suero de T4, los cuales no
se vieron afectados tras la administracion de DOI. De igual manera, en la figura
13B se muestra una disminucion significativa en la concentracion en suero de T4
en ratas con DIA, concentracibn que no mostré cambios después de la

administracion de ketanserina.

9.5. CONDUCTA ALIMENTARIA

Para conocer el efecto de la via de la serotonina en la conducta alimentaria en
ratas con FR y DIA, se administré6 DOI y ketanserina, respectivamente, en el PVN
de las ratas y transcurridos 30 min de la administracion se realimentaron durante 1
hora, la ingesta de alimentos fue cuantificada. Los resultados se muestran en la

figura 14.
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Figura 14. Conducta alimentaria tras la administracién de los farmacos. Control: ratas alimentadas
ad libitum por 5 dias sin administracion de farmaco y/o vehiculo Todos los grupos se realimentaron
por 1 h tras la administracion del respectivo farmaco; A) FR + V: ratas con restriccion alimentaria
por 5 dia y, administradas al dia 5 con vehiculo (solucién salina 0.9%), FR + DOI: ratas con
restriccion alimentaria por 5 dias y administradas al dia 5 con DOI. B) DIA + V: ratas con DIA por 5
dias y administradas al dia 5 con vehiculo (solucién salina 0.9%), DIA + KTN: ratas con DIA por 5
dias y administradas al dia 5 con ketanserina. n=8 (Control), n=6 (FR + V) y n=5 (FR + DOI, DIA +
V, DIA + KTN). *p<0.05 vs Control, ***p<0.001 vs control, # p<0.05 vs FR+V por prueba de Fisher.
Media + EEM.
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Finalmente, se analizo la conducta alimentaria de los animales con FR y DIA tras
la administracion de los respectivos farmacos y se observé un incremento
significativo en el consumo de alimento en los animales con FR (figura 14A). Tras
administrar DOl se observo una disminucidon significativa en el consumo de
alimentos en los animales FR tratados con DOI (figura 14A). Se muestra una
disminucion en el consumo de alimentos de los animales con DIA y una ligera
tendencia (pero no significativa) a incrementar el consumo de alimentos en los

animales con DIA administrados con ketanserina (figura 14B).

10. DISCUSION

La anorexia nerviosa es un trastorno muy comun en los adolescentes, cuyos
sintomas caracteristicos son una severa restriccion de alimentos, especialmente
de alimentos ricos caléricamente, lo que conlleva a una significativa pérdida de
peso. La etiologia de este trastorno es compleja e implica factores
biopsicosociales; interesantemente, diversos estudios han demostrado cambios
significativos en la neurobiologia de dichos pacientes [56], lo que conlleva a
continuar con los estudios neurobiol6gicos de esta patologia. Existen diversos
modelos en roedores para el estudio de la anorexia, siendo uno de ellos el de la
anorexia inducida por deshidratacion; este modelo nos permite estudiar las
diferentes vias de neuropéptidos y neurotransmisores que se encuentran
implicados en la conducta alimentaria [6]. En este modelo de estudio se han
observado adaptaciones diferenciales en el eje tiroideo, las cuales no han logrado

ser explicadas por completo mediante el estudio de las vias neuropeptidérgicas.

Por otro lado, es bien sabido que la serotonina actia como una sefal
anorexigénica, lo que permite comprobar su papel en la conducta alimentaria. Asi,
se ha demostrado que la serotonina en el sistema nervioso central incrementa en

la anorexia inducida por caquexia [57].

Por lo anterior, en el presente trabajo se decidid estudiar la participacion de la via

de la serotonina en la regulacion de la expresion de TRH en el PVN,
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concentraciones en suero de TSH, T3 y T4 de ratas con anorexia inducida por
deshidratacion.

Los resultados obtenidos en el consumo de alimentos y peso de los animales
durante ambos modelos concuerdan con lo que se ha reportado con anterioridad y
confirman que los modelos empleados son reproducibles [3]. Cabe mencionar que
en los animales sometidos al modelo de DIA no fue posible llevar un registro del
agua ingerida, ya que se observd que los animales tiran el agua al aserrin de la
caja, lo que podria deberse a un posible rechazo de la misma; por eso, no fue

posible determinar qué cantidad ingirieron y qué cantidad tiraron.

La disminucién en la expresion de TRH en los animales con FR concuerda con lo
obtenido previamente [3]; por otro lado, tras la administracion de DOI se observo
un incremento significativo en la expresion de pro-TRH RNAmM en comparacion
con el vehiculo; dicho incremento no revirtid por completo la expresion basal, sin
embargo, demostré que la via de la serotonina regula parcialmente la expresion de
TRH en el PVN de ratas con FR. Dado que no se observé diferencia significativa
en la expresion de TRH en ratas con DIA tras la administracion de ketanserina, se
sugiere la posible participacién de otros receptores a 5-HT o de otras vias de
neurotransmisores en la regulacién de la expresion de TRH en ratas con DIA.
Ademas, estudios previos demuestran que la 5-HT estimula la sintesis de TRH en
cardiomiocitos de embriones de rata [54], lo que concuerda con los resultados
obtenidos en el presente trabajo y lo que conlleva a continuar estudiando las vias
de neurotransmisores en la adaptacion diferencial del eje tiroideo en ratas con
DIA.

Los resultados observados en la concentracibn en suero de TSH resultan
interesantes, ya que los antecedentes muestran un decremento en la
concentracion de TSH en las ratas con FR y un incremento en las ratas con DIA. A
pesar de que se observa una a tendencia a incrementar la concentracion de TSH
en las ratas con DIA, no logra ser significativa. Estos resultados indicaron que la
administracion de DOI y ketanserina no tuvieron efectos sobre la concentracion en
suero de TSH en ratas con FR y DIA, respectivamente. Por lo tanto, como se

mencion6  anteriormente, se  sugiere la  participacion de  otros
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receptores/neurotransmisores en la regulacién de la concentracion de TSH en

dichos animales.

Cabe mencionar que la determinacion de la expresion de TRH se realizd en todo
el PVN, en donde se sintetiza TRH hipofisotrépico y no hipofisiotrépico, lo que
podria explicar los resultados encontrados en la concentracion de TSH. De
acuerdo a esto, un estudio previo demostré que las ratas con DIA presentan una
sobre-expresion de TRH en el PVNa (no hipofisiotropico) y PVNc (hipofisiotrépico)
y presentan menor expresion en el PVNm (hipofisiotrépico) [8]

La concentracion en suero de T3 en los animales con FR que se determinaron
concuerda con el incremento en la expresion de TRH en dichos animales,
previamente descrita y observada en este estudio. Dado que no se observaron
diferencias significativas en la concentracién en suero de T3 en las ratas con DIA
tras la administracion del farmaco nos indica que la administracion de ketanserina
no conlleva a efectos en la concentracion en suero de T3 en ratas con DIA.
Interesantemente se ha reportado que los receptores a hormonas tiroideas
incrementan la sensibilidad de los receptores 5-HT2 [58, 59], o que sugiere una
posible retroalimentacion positiva en las ratas con DIA, resultando importante el
posterior estudio del papel de las hormonas tiroideas sobre los receptores a 5-HT

en el PVN de ratas con anorexia.

La administracion de DOI y ketanserina no indujo a cambios en la concentracion
en suero de T4 en ratas con FR y DIA, respectivamente. Estos resultados pueden

ser derivados de la concentracion en suero de TSH obtenida.

El incremento en el consumo de alimentos en los animales sometidos a FR fue lo
esperado tras la restriccibn alimentaria., Ya que disminuyé el consumo de
alimentos en animales con FR tras la administracion de DOI, se demuestra el
papel anorexigénico de la via de la serotonina; y una ligera tendencia a
incrementar el consumo de alimentos en los animales con DIA y administrados
con ketanserina; dicha tendencia pudieran ser significativas al incrementar el
tiempo en el que consumen el alimento los animales, ademas de un posible
incremento en la dosis de los respectivos farmacos y de ser asi, comprobarian el

papel anorexigénico de la serotonina a través de los receptores 2A/2C del PVN [8].
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Ademas, resulta interesante evaluar el papel de otros receptores a 5-HT en la
conducta alimentaria de ratas con DIA y FR; en relacién a esto, un estudio en
ratas con anorexia inducida por lipopolisacarido (modelo en donde esta descrito un
incremento en la actividad serotoninérgica) demostré el papel anorexigénico de la
5-HT en dicho estudio se administro el agonista al receptor 5-HT 14, €l 8-OH-DPAT,
y tras esta, el consumo de alimentos incrementd significativamente en las ratas

con anorexia [60].

Estos resultados sugieren que la via de la serotonina pudiera estar modulando
parcialmente la expresibon de TRH en el PVN de ratas con anorexia por
deshidratacion. Y como se mencion0d anteriormente, previos estudios han
demostrado que la serotonina puede estimular la expresibn de TRH en
cardiomiocitos de embriones de ratas [54], estos estudios y los resultados del
presente trabajo, sugieren la participacion de la serotonina en la expresion de
TRH.

De acuerdo a esto, resulta interesante conocer el mecanismo por el cual la
serotonina pudiera regular la expresion de TRH. TRH se expresa gracias al factor
de transcripcion CREB fosforilado [12]. Diversas vias de sefializacion pueden
fosforilar a CREB, la mas conocida es la via de la PKA, sin embargo, los
receptores 5-HT,a2c NO activan esta via, pero activan la via de la PKC a través de
la proteina Gagq, asi, PKC es capaz de fosforilar a CREB, por lo tanto se propone
que la regulacion de la expresion de TRH mediante los receptores 5-HT,ac €S
mediante la via de la PKC [61]; cabe mencionar que esta hipé6tesis debe ser
demostrada con posteriores experimentos. Ademas, estudios han demostrado que
la serotonina es capaz de inducir la fosforilacibn de CREB en células
hipotaldmicas [62], lo que recalca la posible participacion de la serotonina en la
expresion de TRH.

Sin embargo, al bloquear farmacologicamente los receptores 5-HT,a y 5-HT2c no
se revirtio la expresion de TRH en ratas con DIA, sugiriendo que otro receptor de
la 5-HT pudiera activarse tras dicho blogueo. En relacién a esto, se ha reportado
que los receptores 5-HTg juegan un papel importante en la ingesta de alimentos (a
pesar de que se expresa en menor proporcion que los 2A/2C) y se ha reportado su
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actividad en el PVN [42]. Estos receptores se encuentran acoplados a proteinas
Gs, por lo que su activacién resulta en la activacion de PKA [43] y se sabe que
PKA fosforila al factor de transcripcion CREB, quien activa la transcripcion del gen
de TRH; de esta manera, la serotonina en ratas con DIA podria modular la

expresion de TRH en ratas con DIA.

Asi, resulta factible realizar posteriores estudios donde se evalle la actividad de
otros receptores a serotonina en la expresion de TRH y en la conducta alimentaria
en ratas con FR y DIA. Ademas, resulta interesante estudiar la actividad de la
Tirosina hidroxilasa en el nacleo del rafe y el contenido de 5-HT en el PVN en

ambos grupos de ratas.

De acuerdo a lo anterior, diversos estudios han mostrado que la activacion
farmacolégica de la via de la serotonina disminuye la liberacién de NPY en el PVN
en ratas [63], el cual se sabe que su liberacion aumenta en la restriccion de
alimentos (ademas de que, como se menciond anteriormente, incrementa el
consumo de alimentos); por otro lado, al antagonizar la via serotoninérgica se
estimula el consumo de alimentos aunado al incremento en los niveles de NPY en
el ARH y el PVN [64-66]; estos, aunados a los resultados encontrados en este
proyecto sugieren la importancia de la via de la serotonina en la regulacién

fisiolégica y en la conducta alimentaria.

Es importante mencionar que existen pocos estudios que demuestren la relacion
de la via de la serotonina y la expresiéon de TRH; asi, posteriores estudios pueden
llevarse a cabo para elucidar los mecanismos mediante los cuales la serotonina y

otras vias pudieran regular la expresion de TRH en ratas con DIA 'y FR.

11. CONCLUSIONES

e La activacion de los receptores 5-HT,a ¥ 5-HT,c incrementa la expresion de
TRH del PVN en ratas y la concentracion en suero de Tj revirtiendo su
disminucién inducida por FR.

e La via de serotonina si participa en la disminuida expresion de TRH del
PVN en ratas con FR.
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e El bloqueo farmacologico de los receptores 5-HT,a Y 5-HT,c no revierte la
sobre-expresion de TRH que se observa en ratas con DIA.

e Se demostré el papel anorexigénico de la serotonina en el PVN de ratas
con FR.

e No se demostro el papel anorexigénico de la serotonina en el PVN de ratas
con DIA.
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