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La hormona liberadora de tirotropina (TRH)
del nucleo paraventricular hipotalamico
y sistema limbico como reguladora
de la homeostasis energética
y de la conducta alimentaria en animales
con ayuno, restriccion alimentaria y anorexia

Patricia de Gortari,! Maria Elena Gonzdlez-Alzati,' Lorraine Jaimes-Hoy," Aimee Estrada,’
Karen Mancera,' Cinthia Garcia-Luna,' Maria Isabel Amaya’

SUMMARY

TRH expression and release from hypothalamic paraventricular nucle-
us (PVN) change with environmental stimuli. Fasted and food-restrict-
ed animals present decreased TRH synthesis and release, decelerating
metabolic rate and utilization of energy stores, which is an advanta-
geous adaptation of animals with nutrient deficit. Comparing thyroid
axis function between prepuberal vs. adult male fasted animals, we
found a greater body weight reduction than in adults (30% vs.11%)
and TRH release was not decreased; TRH degradation by pituitary
PPIl enzyme decreased, which maintained energy waste. TRH content
of fasted-prepuberal animals changed in hippocampus and nucleus
accumbens, and in amygdala of adults vs. ad libitum fed animals.
PVN TRH role in food-avoiding behavior was studied by comparing its
expression levels and of adolescent, adult females and male animals
with anorexic conduct when drinking 2.5% of NaCl solution (AN)
vs. a group forced to ingest the amount of food consumed by AN
(FFR); also vs. a control group fed ad libitum (C). PVN TRH mRNA
and TSH serum levels increased in AN vs. C; both decreased in FFR,
supporting the putative anorexigenic role for the peptide. TRH content
differentially changed in hippocampus and in frontal cortex of AN
and FFR, suggesting its participation in taste perception and memory
association. Orexinergic and NPYergic pathways are inactive in an-
orexic animals. Blocking corticotrophin-releasing hormone signal by
an antagonist of CRH-R2 in the PVN reverses TRH high expression and
TSH serum levels in AN.

Key words: TRH, anorexia, feeding, amygdala, hippocampus,
nucleus accumbens.

Articulo original

RESUMEN

La expresién y liberacién de la TRH del nicleo paraventicular hipota-
ldmico (NPV) cambia con estimulos ambientales; en ayuno y restric-
cién de alimentos la liberacién del péptido disminuye, reduciéndose
la tasa del metabolismo y la degradacién de reservas energéticas.
Esto es una adaptacién ventajosa para los animales con balance ne-
gativo de energia. Al comparar el contenido de TRH en la eminencia
media entre animales prepiberes y adultos en ayuno de 48 horas,
observamos que los jévenes no tienen una adaptacién al déficit de
nutrimentos. Su peso baja mds que en adultos (30% vs. 11%) y la
liberacién de TRH no disminuye; la degradacién de TRH por PPIl en
la adenohipdfisis (PPIl) disminuye, manteniéndose el gasto energético.
El contenido de TRH de animales prepiberes en ayuno cambié en el
hipocampo y en el nicleo accumbens, asi como en la amigdala de los
adultos comparado contra los animales con alimentacién ad libitum.

La TRH se ha propuesto como agente anorexigénico. Evaluamos
su contenido y expresién en el NPV de animales que evitan el alimen-
to al beber una solucién de NaCl (2.5%)(AN), en otros con restriccién
de alimento forzada (RAF) que ingieren la misma cantidad que AN y
en aquéllos (C) con alimentacién ad libitum. La sintesis de TRH en el
NPV y el contenido sérico de TSH disminuyen en RAF pero aumentan
en AN. La via orexinérgica y la de NPY de AN estan inactivas. La
inyeccién de un antagonista a CRH revierte las alteraciones de TRH y
TSH y atenta la anorexia de AN.

Palabras clave: TRH, anorexia, conducta alimentaria, amigdala,
hipocampo, nicleo accumbens.
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INTRODUCCION

Al conjunto de procesos que promueven la ingestién de ali-
mentos se le denomina conducta alimentaria. Esta conducta
es motivacional, lo que significa que depende de la presencia
de diferentes estimulos externos e internos que al ser inte-
grados provocan que los animales disefien estrategias y se
muevan para buscar alimentos. Uno de los principales esti-
mulos internos es la percepciéon de alimentos en el aparato
digestivo. La distensién intestinal provoca la liberacién de
péptidos géstricos tales como grelina y colecistoquinina, que
a través de conexiones aferentes al nervio vago son capaces
de informar al cerebro sobre la disponibilidad que tiene el
organismo de nutrimentos. Dependiendo del tamafio y volu-
men de las reservas energéticas, los adipocitos y el pancreas
liberan dos hormonas, la leptina e insulina respectivamente;
éstas viajan a través de la circulaciéon y penetran la barrera
hematoencefalica al nivel de la eminencia media (EM) y del
nucleo del tracto solitario (NTS). Asi, informan al cerebro so-
bre el estado del balance energético del organismo.!

La idea o representacién espontdnea de un alimento en
particular en un momento dado se debe y se traduce en se-
fiales neuronales que se consideran internas. Estas ideas se
han asociado a estados de dnimo positivos y a la funcion de
regiones cerebrales del sistema limbico, como la amigdala,
el hipocampo y el nticleo accumbens.? En particular, a este al-
timo se le ha involucrado con los mecanismos de recompen-
sa que provocan el uso de drogas pero también el consumo
de alimentos.’ La urgencia o motivacion con que se busca un
alimento cuyo consumo se ha asociado a estados de d&nimo
positivos termina al ser ingerido.

Las caracteristicas sensoriales de los alimentos, olor, sa-
bor, textura, apariencia, etc., son algunos de los estimulos ex-
ternos que promueven o inhiben la conducta alimentaria. Es-
tos son percibidos por receptores especificos en neuronas de
la corteza prefrontal e insular, que son regiones donde esta
informacion se procesa y puede almacenarse como positiva
o negativa.* Ademads, entre otros de los estimulos externos
se encuentran las situaciones ambientales, como los cambios
de temperatura que disparan mecanismos para mantener el
equilibrio en el organismo activando la degradacién de re-
servas energéticas.’ Las situaciones estresantes que también
demandan energia son otros estimulos externos que provo-
can en los animales cambios en su conducta alimentaria.®®

En el cerebro, el hipotdlamo es la regién que en tltima
instancia estd involucrada en la recepcion e integracién de to-
das estas sefiales, tanto periféricas como centrales. Una vez de-
codificadas y tras la discriminacién de la jerarquia de esas se-
fiales, el nucleo paraventricular (NPV) hipotalamico es capaz
de dar respuesta a las necesidades de energia cambiantes del
organismo, modulando la velocidad de la tasa metabolica.*"

El NPV contiene neuronas que se denominan hipofi-
siotrépicas puesto que sintetizan péptidos cuya exclusiva
funcién es la de regular los ejes neuroendocrinos: el eje hi-
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potalamo-hipéfisis-tiroideo (HHT) dirigido por la hormona
liberadora de tirotropina (TRH), el hipotalamo-hipdfisis-
adrenal (HHA), cuya regulacién depende de la hormona li-
beradora de corticotropina (CRH) y también el hipotalamo-
hipofisis-gonadal.’>®

La TRH es un tripéptido (pyro-glu-his-proNH,) que fue
aislado de hipotédlamos de ovejas por Boler et al., 1969;'* Bur-
gus et al., 1969.” Fue, de hecho, el primer factor hipotaldmico
purificado y estudiado. Las neuronas que lo sintetizan en la
region parvocelular de la parte medial del NPV tienen pro-
yecciones exclusivamente hacia la eminencia media de donde
la TRH es liberada a la circulacién porta-hipofisiaria.'*"” Una
vez ahi, y a través de sus receptores TRH-R1 enriquecidos en
la adenohipéfisis, acttia sobre los tirotropos induciendo la li-
beracién de tirotropina (TSH) o en los lactotropos estimulan-
do la sintesis y liberacion de prolactina. El tejido blanco de la
TSH es la glandula tiroides donde induce la liberacién de hor-
monas tiroideas (HT): triyodotironina (T,) y tiroxina (T,)."*

Las HT acttan sobre diferentes 6rganos, sin embargo,
es particularmente importante mencionar que participan en
la regulacion de vias como la glucdlisis, gluconeogénesis,
lipolisis, lipogénesis, sintesis de proteinas, asi como de la
termogénesis. Por esto son relevantes para el mantenimien-
to de la homeostasis energética.

No es sorpresivo, entonces, que el control de la concen-
tracion sérica de las HT sea particularmente estricto. En con-
diciones de hipotiroidismo, la transcripcion del gen de TRH
en el NPV y de TSH en la adenohipéfisis se des-reprime,
aumentandose su sintesis, liberacion y el contenido sérico
de HT. Por el contrario, en el hipertiroidismo, T, que es la
hormona activa, unida a su receptor citoplasmatico se trans-
porta al nticleo y uniéndose a la regién promotora del gen de
TRH en neuronas del NPV y células de TSH en la adenohi-
pofisis, inhibe la transcripcién de ambos. Este tipo de regula-
cion del eje se conoce como retroalimentacion negativa.?>

El proceso de degradacién de TRH en la circulacién por-
tal una vez que ha activado a su receptor en la adenohipofisis
también parece estar regulado, aunque el entendimiento de
este paso no ha sido del todo clarificado. La degradacion de
TRH es efectuada por la ectoenzima membranal adenohipo-
fisiaria piroglutamil aminopeptidasa II (PPII). La actividad
y sintesis de la PPII aumenta en condiciones de hipertiroi-
dismo, mientras que disminuye con bajas concentraciones
de HT y elevacion de la de estrégenos en el suero.?** Estos
hallazgos han sugerido que la PPII participa en la regula-
cién del funcionamiento del eje tiroideo por lo que diversos
estudios han tenido como objetivo definir su importancia en
la homeostasis energética.

La expresion de TRH en las neuronas hipofisiotrépicas
del NPV se encuentra regulada no sdlo por T, sino también
por algunas de las sefiales periféricas que mantienen la ho-
meostasis energética, como la leptina y la insulina. Estas tie-
nen receptores en las neuronas TRHérgicas del NPV y por
tanto pueden afectar directamente la sintesis del péptido.
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Ademds cuentan con receptores en dos poblaciones neuro-
nales de otro ntcleo hipotalamico que regula la conducta
alimentaria, el nicleo arqueado (ARC).%% Una de estas po-
blaciones sintetiza y libera hacia el NPV dos péptidos orexi-
génicos (que activan la conducta alimentaria): el neuropép-
tido Y (NPY) y la proteina relacionada al agouti (AgRP); la
disminucién del contenido sérico de leptina activa la sintesis
de dichos péptidos. La otra poblacién neuronal del ntcleo
arqueado sintetiza dos neuropéptidos que tienen funciones
anorexigénicas, es decir, que inhiben la conducta alimentaria
(el transcrito regulado por anfetaminas y por cocaina, CART
y la pro-opiomelanocortina POMC), y que son activados por
las hormonas leptina e insulina. Las neuronas TRHérgicas del
NPV coexpresan receptores para estos cuatro péptidos, por lo
que la accién de la insulina sobre la sintesis de TRH también
puede ser a través de su accion sobre el nacleo arqueado.%

Los péptidos anorexigénicos CART, POMC y las hor-
monas con acciones catabélicas como la leptina e insulina
activan la sintesis de TRH en el NPV, mientras que aquéllos
con funciones orexigénicas la inhiben. Por estas evidencias,
a la TRH se le considera como un inhibidor de la conducta
alimentarija 2>

Diferentes condiciones ambientales que afectan la ho-
meostasis energética como el estrés, el ayuno, la desnutri-
cién y los cambios de temperatura modifican la expresion
de esta hormona.

Ayuno y desnutricion.® El déficit de nutrimentos reta el
funcionamiento del eje HHT. La disminucién de peso de los
animales se ha asociado a un hipotiroidismo adaptativo; es
decir, si la re-alimentacioén se presenta, el contenido sérico
de las HT regresa a niveles basales. A pesar del desarrollo
de esta condicién de hipotiroidismo, la expresiéon de TRH
en el NPV no se encuentra elevada, como se hubiera espe-
rado. De hecho, los animales adultos con un ayuno de 48 h
presentan disminucién en la sintesis del péptido;* no sélo es
la sintesis del péptido la que estd alterada, sino que en una
restricciéon de alimentos con una reduccién de un tercio de
su requerimiento con respecto al consumo ad libitum de ra-
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tas, la liberacion de TRH es menor.”* Esto puede detectarse
al medir su contenido por radioinmunoensayo (RIA) en la
EM que son las terminales nerviosas donde el péptido se
acumula antes de su liberacién: si esta disminuido en la EM,
se interpreta como que se estd liberando y, por el contrario,
si estd aumentado, se infiere inhibicion de la liberacién. Esto
puede corroborarse porque la acumulacién de TRH en la
EM debe asociarse a un menor contenido sérico de TSH.

Con estos antecedentes comparamos los cambios pro-
vocados por el ayuno de 48 h en el funcionamiento del eje ti-
roideo entre ratas adultas y preptberes (de 28 dias de edad),
asi como con ratas macho con una desnutricién por siete se-
manas en las que los animales s6lo consumieron 50% de sus
requerimientos. Uno de los objetivos principales fue el de
definir si la actividad de la enzima adenohipofisiaria PPII,
que degrada a la TRH una vez que ésta es liberada hacia
la circulacion portal, estaria modificada en condiciones de
ayuno y desnutricién. Esto apoyaria un papel regulatorio de
la PPII sobre la funcién de TRH en condiciones de déficit de
energia. Asi, evaluamos el contenido de TRH enla EM y en
el resto del hipotdlamo por RIA, de TSH en el suero también
por RIA y la actividad de la PPII en la adenohipéfisis por
medio de un ensayo fluorométrico.”

Encontramos que la pérdida de peso corporal de los
animales preptiberes después del ayuno (30%) fue més dras-
tica que la de los adultos ayunados (11%) o con desnutricién
comparando contra sus respectivos controles (100%) que
fueron mantenidos con alimentacién ad libitum. Esto pudo
tener relacién con la mayor liberacién de TRH de la EM de
ratas prepuberes (menor acumulacién) que coincidié con un
contenido sérico de TSH y disminucién de la actividad de la
enzima PPII en la adenohipéfisis. Los resultados contrasta-
ron con los de las ratas adultas en ayuno y con desnutricién
por siete semanas que presentaron los datos que se habian
descrito en la bibliografia: menor liberaciéon de TRH de la
EM, menor concentraciéon sérica de TSH y el dato nuevo
para ese momento fue que la actividad de la PPII no se mo-
dific6 en este paradigma (figura 1).
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Figura 1. Cambios en los pardmetros del eje HHT en animales prepiberes o adultos con ayuno por 48 h; y en desnutridos por 7 semanas. Los
valores son el promedio + ESM y se expresan como el porcentaje de diferencia con respecto al control (100%) de contenido de TRH evaluado
por RIA, el valor control para el grupo ayuno de animales recién destetados = X pg/EM; para TSH= X ng/dl; para PPIl X pmol/min/mg de
proteina; para el de ayuno de adultos los valores control fueron X pg/EM; para TSH= X ng/dl; para PPIl X pmol/min/mg de proteina; para los
desnutridos por 7 semanas: X pg/EM; para TSH= X ng/dl; para PPIl X pmol/min/mg de proteina. Modificado de de Gortari P. et al., 2000.
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La relevancia de estos resultados radica en que la edad
es un factor determinante para la adaptacién que tiene el eje
tiroideo ante un déficit de energia. La desaceleracion del eje
HHT en ayuno favorece su ahorro de reservas energéticas,
mientras que los animales jovenes se encuentran en mayor
riesgo frente al ayuno, ya que pierden un poco menos de
tres veces del que pierden los adultos. Esto debido a que su
eje HHT no tiene la capacidad adaptativa del adulto.

La disminucion de la actividad de la PPII en los anima-
les jévenes confirmé que la TRH se encuentra liberdndose
(esto se ha documentado en células adenohipofisiarias en
cultivo).” Y de manera relevante apoya que la PPII puede
regularse y participar en las adaptaciones del eje tiroideo de
animales con un balance negativo de energia.

Ademas de su papel neuroendocrino, estudios farma-
colégicos han sugerido que la TRH tiene diversas funciones
neuromoduladoras. Su sintesis es abundante en el cerebro,
y se han descrito sitios de sintesis y de union de los dos re-
ceptores caracterizados (R1 y R2) y también de la actividad
de la enzima PPII en sitios cercanos a los de liberacién de
TRH.*# Asi, un segundo objetivo del estudio fue el de de-
finir un posible papel de las neuronas de TRH del sistema
limbico en los cambios conductuales que sufren los animales
en ayuno o restriccion alimentaria. Evaluamos el contenido
de TRH y del RNAm del pro-TRH por RT-PCR en regiones
como la amigdala, el hipocampo, el ntcleo accumbens y la
corteza frontal. Encontramos que el contenido de TRH de la
amigdala estuvo reducido en animales adultos con ayuno y
los prepuberes presentaron un aumento en el hipocampo,
mientras que mostraron disminucién en el ntcleo accum-
bens. En los animales desnutridos no se observaron altera-
ciones en comparacion a los controles (figura 2).

Las alteraciones de la via de TRH en la amigdala en ani-
males con ayuno pudieron estar relacionadas con el papel
que se le ha atribuido al péptido en procesos de depresion*
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Figura 2. Contenido de TRH en amigdala de animales adultos y en
nicleo accumbens e hipocampo de prepiberes en ayuno de 48 h.
Los valores son el promedio + ESM y se expresan como el porcentaje
de diferencia con respecto al control (100%) de contenido de TRH
evaluado por RIA. El valor control para el n. accumbens en los ani-
males control es de= X pg/tejido; para la hipocampo = X pg/tejido,
amigdala = X pg/tejido.
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y a la alteracién del estado de animo que presentan los in-
dividuos en estas condiciones, ya que esta region se ha im-
plicado en la asociacién del valor emocional al consumo de
alimentos. Sin embargo, esto no se ha corroborado.

La disminucién del contenido de TRH en el ntcleo
accumbens de los animales preptberes puede interpretarse
como mayor liberacion y relacionarse con el estado hiperac-
tivo en el que se encontraron estos animales ya que a la TRH
de esta region se le ha implicado en la locomocion;® el au-
mento en actividad motora pudo contribuir a la mayor pér-
dida de peso de los animales recién destetados vs. los adul-
tos. En el hipocampo, el contenido de RNAm de TRH estuvo
disminuido a 58% contra el control (100%),” lo que sugiere
que su sintesis estuviera inhibida; puesto que el contenido,
en cambio, aument¢ (figura 2), es posible interpretar el cam-
bio como inhibicién de la liberacién del péptido en esta re-
gion. Es posible que las funciones en las que se ha implicado
al hipocampo, como la memoria y el aprendizaje, estuvieran
alteradas en estos animales, tal como se ha descrito.*

LA TRH COMO FACTOR ANOREXIGENICO

Las células TRHérgicas del NPV expresan receptores a pép-
tidos hipotalamicos y hormonas periféricas que regulan la
conducta alimentaria: del ntcleo arqueado (ARC) al neu-
ropéptido Y (NPY, orexigénico), pro-opiomelanocortina
(POMC, anorexigénica), leptina; ademas la reduccion de la
sintesis de TRH en animales ayunados se reestablece tras
una inyeccién de leptina.®® Estos datos apoyan que el pép-
tido participa en las adaptaciones metabdlicas debidas a la
deficiente disponibilidad de alimento y nos preguntamos si
ademas esta involucrado en otros aspectos de la conducta
alimentaria, tales como la motivacién por el consumo.

Asi, utilizando un modelo de anorexia inducido por
deshidrataciéon (AN), inicialmente con ratas hembras ado-
lescentes, adultas y luego comparando entre géneros, encon-
tramos que el eje tiroideo no parece tener las adaptaciones
que aparecen en un ayuno o en restriccion alimentaria.***

En este paradigma, los animales consumen durante sie-
te dias como agua de bebida una solucién de NaCl al 2.5%
(AN).*® Las hembras adolescentes desde el primer dia del
experimento reducen su ingesta en 61% y en el quinto hasta
89%; las hembras adultas el primer dia ingieren 35% menos
y el dia siete, 75% menos cuando se comparan contra un
grupo control (C) (100%) que consume agua sola y alimento
ad libitum. A un tercer grupo de animales denominado con
restriccién alimentaria forzada (RAF) se les ofrece la canti-
dad de alimento que los deshidratados consumen, de modo
que se induce un balance negativo de energia en ambos, di-
firiendo basicamente en la motivacion para ingerir alimento.
El peso corporal del grupo AN de hembras adolescentes al
final del experimento disminuye 40% y el de las adultas, 26%
vs. el de los controles C y RAF (100%); los grupos con ano-
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Cuadro 1. Cambios en el contenido sérico de hormonas y de TRH en la eminencia media de hembras ado-
lescentes sometidas al modelo de anorexia por deshidratacién y evaluadas por RIA. Expresién de TRH en el
NPV de hembras adultas por RT-PCR. Los valores son el promedio + ESM (n=12). La expresién de TRH es la
relacién entre la D.O. del cDNA de TRH/cDNA de ciclofilina, expresados como porcentaje de diferencia con
respecto al control (100%). ANOVA de una via seguida de la prueba posthoc de Fisher, ****p<0.0001 vs
control.*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 vs C; *p<0.05 vs AN. El contenido de TRH en la

EM de animales control es de 534 + 62 pg/EM.

Restriccion
Control Anorexia alimentaria
Corticosterona (ng/ml) 220.00 + 2.0 418.00 = 5.0 550.00 + 10**
Leptina (ng/ml) 7.00 £ 0.8  no detectable**** 3.00 + 0.9****4+
TSH (ng/ml) 2.60 = 0.2 2.34 + 04 1.10 £ 0.1%**+
TRH eminencia media (pg/tejido) 534 + 62 560.00 + 40 870.00 + 75***+
RNAm de TRH en NPV 100.00 = 6.0 132.00 = 8.0* 59.00 +7.0*+

rexia de adolescentes y adultas presentan los mismos cam-
bios metabdlicos descritos para la restriccién alimentaria,
tales como las concentraciones séricas de leptina e insulina
disminuidas y las de corticosterona incrementadas, pero sin
acumulacion de TRH en la eminencia media (cuadro 1).* Sin
embargo, los animales AN no tienen apetito mientras que
los RAF tienen hambre y comerian cantidades semejantes
al grupo control si se les ofreciera el alimento. Es decir, la
motivacién por la ingestién de alimentos esta inhibida aun
en condiciones de balance negativo de energia.

Algunos de los cambios que tinicamente aparecen en los
animales AN son la expresién aumentada de CRH en el HL
(en animales macho)” y la de TRH en el NPV de hembras
adultas en 25% vs. el grupo control (100%).* El aumento de
sintesis de TRH en las hembras adultas se acompafia de libe-
racioén incrementada del péptido (20% menor al control) y de
mayor contenido sérico de TSH (58 % mas que el control tan-
to en adultas como en adolescentes). El contenido sérico de
las HT en hembras adultas, en cambio, disminuye 40%.% Es-
tos datos apoyan una falta de adaptacion del eje tiroideo a las
condiciones de baja disponibilidad de nutrimentos, ya que
aparece un hipotiroidismo primario en lugar de un terciario
como en el ayuno y desnutricién; esto puede contribuir a la
rapida pérdida de peso caracteristica de la anorexia nervosa.

Evaluamos cambios en el metabolismo de la TRH en
regiones del sistema limbico tales como la amigdala, el hi-
pocampo, la corteza frontal y la corteza insular. Los antece-
dentes farmacolégicos de las acciones neuromoduladoras de
TRH en estas regiones lo postulan como un factor ansiolitico™
y con participacion en los procesos de memoria y aprendi-
zaje.” Las neuronas de la corteza insular (CI) responden a la
intensidad de estimulos sensoriales. La palatabilidad de los
alimentos esta relacionada con su densidad energética y esti-
mula, probablemente a través de la activacién de la CI, meca-
nismos de recompensa positivos que provocan en los anima-
les el volver a buscar y consumir ese tipo de alimentos.

La corteza frontal, a través de sus conexiones con la
amigdala, esta propuesta como reguladora de la toma de de-
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cisiones sobre la seleccién o preferencia de alimentos;* los
sabores agradables o desagradables son capaces de activar
esta region en humanos.”>

En los animales adolescentes hembras encontramos que
s6lo el hipocampo presenté concentraciones diferentes de TRH
entre los grupos AN y RAF (cuadro 2); de hecho es comun
que exista un deterioro cognitivo y de memoria en animales
con balance negativo de energia, aunque esto se ha detecta-
do cuando la desnutricion es crénica.”® En cambio, la corte-
za insular de las hembras adultas AN present6é un contenido
diferente de TRH entre los grupos de AN y RAF (cuadro 2)
(sin descripcién), lo que sugiere que el péptido en esta region
pudiera estar involucrado en el reconocimiento del sabor de la
sal, asi como en los proceso de memoria asociados a éste.>*”

Al mismo tiempo quisimos evaluar si la sintesis de otro
potente péptido orexigénico (pre-pro-orexina) expresado en
el hipotalamo lateral estaria participando en el despliegue
de la conducta de anorexia de los animales deshidratados.
Sobre todo porque las neuronas orexinérgicas proyectan sus
axones hacia el NPV y hacen contacto sinaptico con aquellas
que sintetizan NPY y que proviniendo del ARC son aferen-
tes a las TRHérgicas del NPV

Utilizando animales macho observamos en el hipotéla-
mo lateral de RAF que la sintesis de pre-pro-orexinas estuvo
incrementada contra C y AN (cuadro 3). Esto puede indicar

Cuadro 2. Contenido de TRH medido por RIA en regiones del sistema
limbico de hembras adolescentes y adultas sometidas a anorexia por
deshidratacién. Los valores son el promedio + ESM (n=12 para los dos
grupos de edad). ANOVA de una via seguida de la prueba posthoc
de Fisher, ****p<0.0001 vs control.*p<0.05 vs C; *p<0.05 vs RAF. El
contenido de TRH en el hipocampo en animales control es de 1335 =
170 pg/tejido; en corteza insular es de 165 + 11 pg/tejido.

Restriccion
Control Anorexia de alimentos
Hipocampo 100+12 104100 139+15*
hembras adolescentes
Corteza insular .
hembras adultas 100 £4 171 5 793
389
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que en los animales con anorexia la via orexigénica del HL
se encuentra alterada y podria ser un factor importante para
que no busquen el alimento aun en balance negativo de ener-
gia. El cambio diferencial en la expresion del receptor Ox1-R
en el NPV confirmé lo anteriormente expuesto: disminuyé
en RAF como si estuviera activado por una incrementada
liberaciéon de orexinas en este nticleo, mientras que en AN,
la expresion de Ox1-R aument6 contra el C (cuadro 3).%

En cuanto a los receptores de NPY, sé6lo Y1 tuvo una
disminucién en el grupo RAF (con btisqueda activa de ali-
mentos) y no AN; Y5 en cambio no parecié tener alteracion
alguna entre grupos. Esto nos sugiere que si bien la expre-
sién y posiblemente la liberacién de NPY eferente del ARC
hacia el NPV se encuentra activada en RAF y en AN, sélo en
RAF se presenta una estimulacién del receptor Y1. Tal vez
esto también contribuyera a que el grupo AN no buscara el
alimento® (cuadro 3).

La expresion del receptor de leptina de Ob-Rb estuvo in-
crementada en RAF s6lo conrespecto a AN (cuadro 3). Puesto
que la via de leptina se espera inhibida en RAF, este aumento
puede representar la inhibicion de la via en estos animales.
En ese sentido, AN no present6 dicha inactivacién y por lo
tanto es posible que la via de sefalizacién de esta hormona
estuviera alterada sélo en ese grupo. Puesto que el RNAm de
Ob-Rb colocaliza con el de proTRH en el NPV, es posible que
el receptor estuviera permanentemente activo y por lo tanto
esto facilitara el aumento en la sintesis de TRH observado en
animales con anorexia. Esto estd apoyado porque la concen-
tracion sérica reducida de leptina en el grupo AN no se corre-
laciona con la del liquido cefalorraquideo de estos animales
como se ha observado en pacientes con anorexia.*’

En el estudio pudimos observar una activacion diferencial
dela via orexinérgica y de la sehalizacion de leptina y NPY que
pudieran participar en el desarrollo de la conducta de anorexia
en animales deshidratados; ademas que esto pudiera efectuar-
se a través de la regulacion de la expresiéon de TRH en el NPV.

Cuadro 3. Expresidn de pre-pro-orexinas en el hipotalamo lateral (HL),
del receptor 1 de orexinas (OxR1) en el nicleo paraventricular (NPV),
del receptor Y1 de NPY y de leptina (Ob-Rb) en el NPV. Los valores son
la media + ESM (n=8) de la relacién entre la D.O. del cDNA de cada
gen estudiado/cDNA de un gen control que fue ciclofilina. Los datos
estan expresados como porcentaje de diferencia con respecto al control
(100%). ANOVA de una via de pre-pro-orexina: F 199.94, p<0.01, de
OxR1: Fy,,32.72, p<0.0001, de Y1: F,,,39.6, p<0.0001; de Ob-
R.: Fo164.18, p<0.05 seguida de la prueba posthoc de Bonferroni,
donde **p<0.01, ***p<0.0001, vs. Control; *p<0.05, **+*p<0.0001
vs AN. Modificado de Garcio-Luna et al., 2010.

Restriccion

Control Anorexia de alimentos
Pre-pro-orexina 100+ 5 79+15 145+ 8**+++
en HL
OXR1en NPV  100+6 68 £ 15** 4444 154£12%***
NPY-YT en NPV 100 £2 S5124****4444 8726
Ob-R, en NPV 10012 122+ 14+ 79+4
390

A la hormona liberadora de corticotropina (CRH) se
le ha implicado con un papel anorexigénico. La inyeccién
i.c.v. de CRH en animales con restriccién alimentaria pro-
voca que disminuyan su consumo de alimentos."> CRH del
NPV dirige el funcionamiento del eje adrenal y se encuentra
activado en el balance negativo de energia; el péptido es li-
berado hacia la sangre porta-hipofisiaria, y a través de sus
receptores CRH-R1 es capaz de aumentar la sintesis y libe-
racion de corticotropina (ACTH), la cual tiene como blanco
la corteza suprarrenal donde estimula la liberaciéon hacia la
circulacion de corticosterona.®! Esta hormona es capaz de in-
ducir la degradacién de reservas energéticas, lo que le per-
mite al animal sobrevivir. Sin embargo, en los animales que
presentan anorexia inducida por deshidratacién, la expre-
siéon de CRH se encuentra aumentada pero en el hipotdlamo
lateral.* El aumento es proporcional a la intensidad de la
conducta anoréxica. Esto es importante porque las neuronas
de este nucleo tienen conexiones hacia el NPV, y pudieran
estar afectando la expresién de TRH.

Como antecedente que apoya esta hipétesis esta el au-
mento del contenido de TRH en neuronas del NPV en cul-
tivo al adicionar CRH. El incremento es maximo una hora
después de la adicion de CRH y no hay mayor efecto des-
pués de 0.1 nM del péptido.”

Dos receptores a CRH se han purificado y caracterizado:
R1 y R2. Por la abundancia de CRH-R1 en la adenohipéfisis
se le ha relacionado con la funcién de CRH en respuesta al
estrés; en cambio, se sugiere que CRH-R2 media las acciones
anorexigénicas del péptido.®>®

Al analizar los cambios en la expresion de CRH-R2 en
el NPV de animales deshidratados y compararlos contra la
de animales control y contra aquéllos en restriccién alimen-
taria, observamos que solo en AN existe una disminucién
del contenido del RNAm del receptor a 65% vs. los controles
(100%),* 1o que sugiere una posible activacion en este grupo
de animales debida a la liberacion activada de CRH prove-
niente del hipotalamo lateral.

Con estos resultados propusimos que la inyeccién di-
rectamente en ese ntcleo del antagonista especifico antisau-
vagina-30 a animales con anorexia por deshidratacién rever-
tiria el aumento ya descrito del RNAm de TRH en el NPV.

Para probarlo realizamos una curva dosis-respuesta, en
la que utilizamos 15, 30 y 60nM de antisauvagina-30 para
inyectar diariamente por 5 dias en el NPV de animales des-
hidratados, a los que les registramos su peso corporal y su
consumo de alimentos. Observamos que sélo la dosis de 30
nM (media) provocé una atenuacién de la anorexia en es-
tos animales desde el dia cuatro y hasta el siete en el que
fueron sacrificados, al comparar con animales AN pero con
inyeccion de solucién salina (cuadro 4). En cambio no hubo
ninguna alteracion en el peso corporal.

Posteriormente, analizamos en animales inyectados
con las diferentes dosis, la expresion de TRH en el NPV y
encontramos que la dosis media la disminuye a niveles si-
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Cuadro 4. Consumo de alimentos en el dia 4 y 7 del experimento
en el que se sometieron a animales macho adultos con deshidratacién
e inyeccién diaria de solucién salina o de 30 nM de antagonista de
CRHR2 (antisauvagina-30, ASG-30) en el NPV. Los animales fueron
sacrificados el dia 7. Se evalué el contenido de RNAm de TRH en el
NPV por RT-PCR y de TSH en suero por RIA. Los datos son el promedio
+ ESM (n=6); la expresién de TRH es la relacién entre la D.O. del
cDNA de TRH/cDNA de ciclofilina y estén expresados al igual que
los de contenido de TSH como el porcentaje de diferencia vs. el de los
controles (100%). El ANOVA de medidas repetidas del consumo de
alimentos entre grupos mostré F 3 4,=3.92, p<0.05. El ANOVA de una
via de la expresién de TRH y TSH en suero fue seguido de una prueba
posthoc de Fisher donde *p<0.05, ****p<0.0001 vs el grupo con
inyeccién salina. Modificado de de Gortari et al., 2009.

AN + inyeccién

sol. salina 30 nM de ASG-30
Consumo de alimentos (g) dia 4 3+0.5 6+0.6**
Consumo de alimentos (g) dia 7 1£0.2 6+0.15**
Expresién de TRH en el NPV 100+ 6 54+ 8***
TSH en suero 100+ 10 70+11*

milares a los observados en el grupo de restriccién alimen-
taria (cuadro 4).

Ademas encontramos que el aumento del contenido sé-
rico de TSH en AN y la disminucién de la expresion del re-
ceptor TRH-R1 en la adenohipéfisis fueron revertidos por la
inyeccién del antagonista a CRH-R2. Estos datos apoyan la
idea de que los animales con anorexia tienen una activaciéon
del eje tiroideo que puede deberse a la estimulacién de una
via de CRH. De manera importante, la reversién del cambio
en el receptor TRH-R1 en la adenohipdfisis sugiere que es
la liberacién constante de TRH en pacientes con anorexia lo
que regula a la baja a estos receptores y, a la larga, desensi-
biliza a la hipéfisis para responder a la TRH. Este caracteris-
tico bloqueo de la respuesta de TSH a TRH en los pacientes
anoréxicos se denomina como “eutiroidismo enfermo”.

Ademas, los resultados apoyan que el efecto del blo-
queo de CRH-R2 se realiza también sobre el metabolismo
de un TRH del NPV que no tiene acciones hipofisiotrépicas
y que podria participar en el despliegue de conductas como
la anorexia.

Es evidente que a pesar del estricto control que tiene la
conducta alimentaria, de la variedad de sehales que tienen
redundantes efectos para estimular el consumo de alimen-
tos en condiciones de baja disponibilidad, aun asi, diferen-
tes situaciones ambientales, estresantes y amenazantes para
la integridad fisica y emocional de los individuos ponen en
riesgo la homeostasis energética al inducir en animales y hu-
manos una conducta aberrante como la anorexia. Dada la
cantidad de péptidos, neurotransmisores y conexiones cere-
brales involucradas en el control de la ingestion de alimen-
tos, el reto de identificarlas y entender el funcionamiento de
la red neuronal que integran, no es sencillo. Sin embargo,
la incidencia creciente de trastornos afectivos relacionados
con la conducta alimentaria, fundamentan los esfuerzos en-
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caminados a profundizar en padecimientos como el de la
anorexia nervosa.
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