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Resumen

El transcrito regulado por cocaina y anfetaminas (Cocaine- and Amphetamine-
Regulated Transcript, CART) es un péptido anorexigénico (inhibe la ingestion
alimentaria) que se sintetiza en diversos nucleos hipotalamicos, como el nucleo
paraventricular (NPV), el nucleo arcuato (ARC) y el hipotalamo lateral/area perifornical
(HL), y cuya expresion es regulada por leptina e insulina. La anorexia nervosa es un
desorden de etiologia compleja que cursa con cambios endécrinos y metabdlicos que
ocurren por el ayuno prolongado. La conducta de anorexia (disminucién del consumo
de alimento que es ofrecido ad libitum y pérdida de peso) puede inducirse sometiendo a
los animales a deshidratacion (AN) mediante el consumo de solucién salina al 2.5%
como liquido de bebida y alimento ad libitum. Como control (C) se utilizan animales que
beben agua sola y tienen alimentacion ad libitum y un segundo control son animales
que se mantienen con restriccion alimentaria forzada (RA) y cuyo consumo es pareado
al de AN (estos animales permanecen con apetito, a diferencia de los AN). Las ratas RA
y las AN presentan un aumento similar en la expresion de péptidos orexigénicos
(estimulan la ingestién alimentaria) del nicleo arcuato del hipotadlamo (ARC) como
neuropéptido Y (NPY), en la concentracion sérica de corticosterona y reduccion de la de
leptina. Una de las diferencias entre RA y AN es la adaptacion del eje hipotalamo-
hip&fisis-tiroideo (HHT) frente a la baja disponibilidad alimentaria; durante la RA la
expresion del RNAm de pro-TRH disminuye a pesar de la baja concentracién sérica de
las hormonas tiroideas (HT), desarrollando hipotiroidismo terciario. Esto es contrario a
lo que sucede en las ratas AN, donde la expresion del gen pro-TRH se encuentra
aumentada y desarrollan hipotiroidismo primario, evidenciando la falta de adaptacién
del eje de los animales AN frente al balance energético negativo. Algunos péptidos que
se han implicado en la conducta de anorexia en AN son las orexinas y la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) del HL, la via de sefializacién de NPY y de leptina en
NPV. Por otra parte, la cepa Wistar Kyoto (WKY) es un modelo animal propuesto como
modelo de anorexia en este trabajo, ya que desarrolla signos de anorexia debido al
estrés cronico, como la pérdida de peso corporal y la disminucion del consumo de
alimento, a diferencia de las Wistar wild type (CW); por lo que podria constituir un

modelo “natural” de la enfermedad. El objetivo del estudio fue definir la participacién de



CART del HL, NPV y ARC en la conducta de anorexia en ratas macho en dos modelos
experimentales. 1° modelo experimental, anorexia por deshidratacién: Ratas Wistar
machos de 255g, mantenidas con temperatura (25°C) y ciclo luz-oscuridad (7:00 a
19:00 hrs) controlados. Se formaron tres grupos: AN consumiendo solucién salina al
2.5% como bebida y alimento ad libitum; RA con agua ad libitum y misma cantidad de
alimento ingerida por AN; C con alimento y agua ad libitum. En el 2° modelo, cepa
Wistar Kyoto: CW (control Wistar) y WKY (Wistar Kyoto) con consumo de alimento y
agua ad libitum. Se registraron diariamente los pesos y el consumo de alimento y se
sacrificaron los animales el dia 7. Se extrajo el cerebro y congelé a -70°C para cortar
rebanadas de 14 pm conteniendo NPV, HL y ARC (coordenada -1.08 a 3 mm de
Bregma), y efectuar el andlisis de la expresion del gen CART por medio de histoquimica
por hibridacién in situ (ISH); la sangre troncal para medir T3, T4, TSH y corticosterona
por radioinmunoensayo, y leptina por ELISA. Los animales RA presentaron la expresion
del RNAm de CART disminuido significativamente en NPVa y ARC vs C llegando a 26 y
45% del control respectivamente; mientras que en AN no hubo cambio; CART también
disminuyé significativamente en HL de RA vs C y AN llegando a 25% del control. Los
animales WKY presentaron la concentracion sérica de leptina disminuida, siendo ésta
indetectable. La expresion del RNAm de CART aumentd en NPVa, NPVm y NPVp de
animales WKY vs CW, alcanzando 251, 169 y 208% respectivamente. Las alteraciones
en la expresion del RNAm del gen CART en animales AN podrian contribuir a la
modificacion en la motivacion por el consumo de alimento de estas ratas; asi como la
expresion diferencial del RNAm del gen CART en animales WKY vs CW podria

contribuir a la apariciéon de la conducta de anorexia en éstos animales.
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Lista de abreviaturas

ACTH: hormona adrenocorticotropica

AgRP: péptido relacionado al Agouti

AN: anorexia por deshidratacion, grupo experimental en el paradigma de anorexia
por deshidratacion

ANOVA: analisis de varianza

ARC: nucleo arcuato del hipotalamo

BAT: tejido adiposo pardo (subescapular)

C: control, grupo experimental en el paradigma de anorexia por deshidratacion
CART: transcrito regulado por cocaina y anfetaminas

CCK: colecistoquinina

CREB: proteina de unién al elemento de respuesta AMPc

CRH: hormona liberadora de corticotropina

CW: ratas Wistar wild type, grupo control en el paradigma de la cepa Wistar Kyoto
D1: desyodasa tipo 1

D2: desyodasa tipo 2

ELISA: ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

GC: glucocorticoides

HHA: eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal

HHT: eje hipotalamo-hipofisis-tiroides

HL: hipotalamo lateral

HT: hormonas tiroideas

i.c.v.: intracerebroventricular

i.p.: intraperitoneal

ISH: hibridacién in situ

MCH: hormona concentradora de melanina

NDM: nucleo dorsomedial del hipotalamo

NPV: nucleo paraventricular del hipotalamo

NPVa: nucleo paraventricular anterior

NPVm: nucleo paraventricular medio



NPVp: nucleo paraventricular posterior

NPY: neuropéptido Y

NPY-Y1: receptor de neuropéptido Y tipo 1

NTS: nucleo del tracto solitario

NVM: nucleo ventromedial del hipotalamo

ObRDb: receptor de leptina

POMC: pro-opiomelanocortina

RA: restriccion alimentaria, grupo experimental en el paradigma de anorexia por
deshidratacién

RIA’s: radioinmunoensayos

RNAm: &cido ribonucléico mensajero

RT-PCR: transcripcion reversa- reaccion en cadena de la polimerasa
SNC: sistema nervioso central

SNP’s: polimorfismos de un solo nucleétido

STAT: activador de la transcripcion y transductor de sefiales

TCA: trastornos de la conducta alimentaria

TRH: hormona liberadora de tirotropina

TSH: tirotropina

TSHR: receptor de TSH

T;: triyodotironina

T4: tiroxina

WAT: tejido adiposo blanco (abdominal)

WKY: ratas Wistar Kyoto, grupo experimental en el paradigma de la cepa Wistar
Kyoto

3V: tercer ventriculo



l. Introduccion

1.1 Regulacién de la homeostasis energética

La ingestion alimentaria y el peso corporal son regulados por muiltiples factores,
incluyendo los endécrinos, péptidos y neurotransmisores del Sistema Nervioso Central
(SNC) (1, 2). Para mantener el balance entre la ingestion y el gasto energético
(homeostasis energética) existe un sistema fisioldgico complejo compuesto por
sistemas periféricos que incluyen la estimulacion gustativa, la secrecién de péptidos
gastrointestinales como la colecistoquinina (CCK) y la grelina, y que tienen receptores
tanto en el nucleo del tracto solitario (NTS), como en el nicleo arcuato hipotalamico
(ARC), desde donde se liberan en respuesta péptidos que regulan la conducta
alimentaria (3-7). Se entiende por conducta alimentaria al comportamiento relacionado
con los habitos de alimentacion y las cantidades ingeridas de alimento. Para efecto de
este trabajo se entendera por conducta alimentaria a la cantidad de alimento ingerida

por los animales.

El hipotalamo es el sitio donde se integran todas estas seﬁalés y que se encarga de la
regulacion de las conductas motivacionales, la homeostasis energética, las respuestas
al estrés, entre otras (8); ademas también actia como regulador de varios sistemas
criticos para la stervivencia, como la temperatura, la reproduccion, el balance
hormonal y la regulacién energética (9). La estructura del hipotalamo consiste de varios

nlcleos, incluyendo el ndcleo arcuato (ARC), el nucleo paraventricular (NPV), el



hipotalamo lateral (HL), el nucleo ventromedial (NVM) y el dorsomedial (NDM) (Fig. 1)

(8, 10-12).

Fig. 1. Diagrama del cerebro de la rata, mostrando los ntcleos hipotalamicos involucrados en el
control de la conducta alimentaria. La figura superior es una vista longitudinal del cerebro de la
rata, con el bulbo olfatorio en la terminacion anterior (izquierda), y el cerebelo en la terminacién
caudal (derecha). Dos secciones coronales indicando el sitio del corte con lineas verticales se
muestran debajo. ARC, nucleo arcuato; NPV, nlcleo paraventricular; PFA, area perifornical; FX,
fornix; LH, hipotalamo lateral; NVM, nucleo ventromedial; NDM, nulcleo dorsomedial; AM,
amigdala; CC, cuerpo calloso; CCX, corteza cerebral; HI, hipocampo; EM, eminencia media;

OC, quiasma 6ptico; SE, septum; TH, talamo; 3V, tercer ventriculo (5) .

En los nucleos hipotalamicos se sintetizan diversos neuropéptidos, que tienen influencia

en la homeostasis energética y también en la motivacion por la busqueda de alimentos;



los péptidos orexigénicos, estimulan la ingestion alimentaria, y los anorexigénicos la

inhiben (Tabla 1) (3, 12).

Tabla 1. Neuropéptidos y neurotransmisores que regulan la homeostasis energética (3).

Orexigénicos (estimulan la

ingestion alimentaria)

Anorexigénicos (inhiben la

ingestion alimentaria)

Neuropéptido Y (NPY)

Hormona liberadora de tirotropina (TRH)

Péptido relacionado al Agouti (AgRP)

Hormona liberadora de corticotropina

(CRH)

Hormona concentradora de melanina

Hormona a estimulante de melanocortina

(MCH) (a-MSH)
Transcrito regulado por cocaina y
Orexinas Ay B
anfetaminas (CART)
Galanina Urocortina

Noradrenalina

Pro-opiomelanocortina (POMC)

Glutamato

Péptido parecido al glucagén 1 (GLP-1)

Acido y-aminobutirico (GABA)

Neurotensina

Hay dos poblaciones neuronales primarias en el ARC que integran las sefiales del
estado de nutricion y tienen influencia en la homeostasis energética, a las que se les
llama neuronas de primer orden (13), encargadas de censar las sefales periféricas por
medio de la eminencia media (14). El primer circuito neuronal inhibe la ingestién

alimentaria via la expresion de los neuropéptidos anorexigénicos pro-opiomelanocortina



(POMC) y el transcrito regulado por cocaina y anfetaminas (CART), cuyos RNAm co-
localizan en neuronas de la parte lateral del ARC (15, 16); mientras que el segundo
circuito neuronal estimula la ingestién alimentaria por medio de la sintesis y liberacion
del neuropéptido Y (NPY) y de la proteina relacionada al Agouti (AgRP) desde
neuronas localizadas en la parte media del ARC (17, 18); ambas poblaciones de
neuronas proyectan sus axones hacia neuronas de segundo orden del NPV, NDM,

NVM e HL (5, 10, 19).

El NPV integra sefiales de diversos ncleos hipotalamicos, de la corteza sensorial y de
regiones limbicas (1, 20); las neuronas de este nucleo proyectan hacia varias regiones
cerebrales y a la eminencia media (denominadas hipofisiotrépicas) induciendo cambios
en el metabolismo, en la motivacién de los animales por la bisqueda de alimento y en
la regulaciéon de la homeostasis energética (21). Las neuronas hipofisiotropicas del NPV
actuan como traductores neuroenddcrinos, que en respuesta a un estimulo, liberan
péptidos a la circulacién porta-hipofisiaria, actuando como hormonas al llegar a la
adenohipdfisis. Dos importantes tipos de neuronas del NPV que regulan el metabolismo
energético son aquéllas que sintetizan a la hormona liberadora de tirotropina (TRH),
que controla la actividad del eje hipotalamo-hipéfisis-tiroides (HHT), y las que sintetizan
a la hormona liberadora de corticotropina (CRH), que regula el eje hipotalamo-hipéfisis-

adrenal (HHA) (12, 19).

Otro nucleo hipotalamico involucrado en la regulacion de la conducta alimentaria es el
hipotalamo lateral/area perifornical del hipotalamo, el cual contiene neuronas que

sintetizan neuropéptidos que modulan la alimentacion, como la hormona concentradora

4



de melanina (MCH) (22), las orexinas A y B (23, 24) y CART (25); y que reciben

aferencias del ARC y del NPV (26, 27).

1.2 Aspectos generales del Transcrito Regulado por Cocaina y

Anfetaminas (Cocaine- and Amphetamine-Regulated Transcript, CART)

CART es un péptido anorexigénico de 102 aminoacidos que se sintetiza a través de
todo el SNC y tejidos periféricos (Fig. 2) (28), es altamente expresado en el ARC, NPV,
HL, NDM y NVM (29-31). Su administracioén intracerebroventricular (i.c.v.) en los
animales induce reduccion de la ingestion alimentaria, aumento de la utilizacion de
lipidos como sustrato energético e inhibicion de la respuesta normal de la ingestién

alimentaria inducible por NPY (30, 31).

Fig. 2. Estructura secundaria del péptido del Transcrito Regulado por Cocaina y Anfetaminas

(forma activa) (32).



AUn no se ha caracterizado el receptor para CART, pero se piensa que el péptido actta
a través de un receptor acoplado a proteina G, activando la via de sefalizacion de la
proteina de uni6n al elemento de respuesta AMPc (CREB) o fosforilando a la cinasa
regulada por sefiales extracelulares (ERK) (33). Esto se ha propuesto por medio de
estudios donde se ha utilizado a la toxina Pertussis de la bacteria Bordetella Pertussis,
la cual tiene actividad de enzima ADP-ribosilasa. Esta toxina inhibe a la proteina G
inhibitoria (Gi/G,) (34). Lo que se ha encontrado es que la administracién de CART 55-
102 a un cultivo celular hipocampal inhibe la despolarizacién de la membrana
dependiente de Ca" por medio de la accion de la toxina sobre G/G, (35). Por otra parte,
se ha encontrado que la administracion in vitro de CART 55-102 en células AtT20 y
GH3, aumenta la fosforilacion de ERK, efecto que es bloqueado por la toxina Pertussis,
asi como por un inhibidor de las protein cinasa cinasa activada por mitogenos (MEK,

cinasa que fosforila a ERK) (36).

En un estudio llevado a cabo en animales que fueron ayunados y otros alimentados, a
los cuales se les administr6 CART i.c.v. se encontré que la fosforilacion de CREB
aumento significativamente en las neuronas del NPV que sintetizan CRH (37). Ademas
de estas evidencias podria ser que CART transmita su sefal por mas de una via, ya
que en las neuronas de TRH del NPV si aumenta la expresion del gen TRH aunque no

se observa el aumento de CREB faosforilado (38).



1.2.1 Gen CART
En el genoma humano, el gen que codifica para CART se encuentra en el brazo largo
del cromosoma 5 (locus 5q13-q14) (39), mientras que en el de la rata se encuentra en

el brazo largo del cromosoma 2 (locus 2q12) (32).

En la rata, el gen CART tiene una longitud de 2 kilobases (kb) aproximadamente y
contiene 3 exones separados por 2 intrones (Fig. 3) (39). La transcripcion del gen
resulta en 2 variantes de RNAm producidas por edicién alternativa (splicing), que
produce 2 propéptidos de diferente longitud llamados proCART 1-89 (forma corta,
rsCART: rat short CART) y proCART 1-102 (forma larga, rICART; rat long CART) (28);
lo que no se observa en humanos, donde Gnicamente se tiene un RNAm que produce el

péptido proCART 1-89 (39).

La edicion del RNAm no tiene efecto sobre la funcion de CART, ya que la regién que
codifica para el péptido activo de CART se encuentra rio abajo de la regién donde se
lleva a cabo (exén 2) (32, 39). La importancia de que existan las 2 variantes de CART
en la rata y si su regulacion es diferencial es desconocida, aunque se tienen reportes de

que la expresion de la forma corta es la mas abundante (28).
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Fig. 3. Diagrama esquematico del gen CART y su regioén promotora. Los sitios de unién para
factores de transcripcion estan indicados y el sitio del inicio de la transcripcién esta dado como

+1 (39).

1.2.2 Regulacién de CART sobre la homeostasis energética

La poblacién de neuronas en el ARC que sintetiza péptidos anorexigénicos es aquella
que expresa POMC/CART (los cuales co-localizan) (15). La expresion de estos
péptidos se encuentra regulada por leptina e insulina, ya que estas neuronas contienen
receptores a ellos (40, 41), concentraciones altas de leptina e insulina activan la
expresion del RNAm de POMC/CART y la disminucién de las mismas la inhibe (16, 42,
43). Por lo que se reconoce al ARC como el sitio mas importante en la transduccion de
sefales aferentes de la circulaciéon periférica (leptina e insulina) en una respuesta

neuronal (5).

Las neuronas POMC/CART del ARC tienen proyecciones hacia células de segundo
orden, las cuales incluyen a diversos nucleos hipotaldmicos, entre ellos al NPV, HL y el
area perifornical (44, 45); éstas procesan informacion referente a la homeostasis

energética y expresan a su vez neuropéptidos involucrados en la regulacién de la
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conducta alimentaria (3); como es el caso de CART, el cual se ha encontrado

expresado en estas regiones (25).

Se ha demostrado que CART tiene efectos anorexigénicos por medio de su
administracion i.c.v. (46), y que en animales knock out (K.O.) de CART hay aumento en
el peso corporal, alteracion en la secrecién de insulina (el transportador de glucosa en
pancreas (GLUT-2) disminuye con la edad de los animales y la secrecién de insulina
inducida por glucosa baja), intolerancia a la glucosa y alteracién en la morfologia de las
células beta del pancreas (47), por lo que la regulacién de CART sobre la homeostasis

energeética se puede dar también por la interacciéon con otros factores.

1.3 Anorexia Nervosa

Los trastornos de la conducta alimentaria (TCA) son padecimientos que tienen serias
consecuencias fisicas, psicolégicas y sociales. La anorexia tiene una prevalencia en la
poblacion mundial general que va de 0.5 a 1.5% (48, 49) y se presenta con una razén
de prevalencia hombre/mujer de 1:6. Para el grupo de mujeres de 15 a 24 afios de edad
la incidencia se ha incrementado en los Ultimos 30 afios ya que este es el grupo de la
poblacion mas vulnerable (50). No existen datos sobre la prevalencia o incidencia de los
TCA para poblacién general en México, Ginicamente se sabe que la prevalencia de TCA
en mujeres universitarias en 1995 era de 0.49% y para el afio 2002 increment6 a 1.15%
(51). También se ha detectado que 0.9% de los hombres y 2.8% de las mujeres (de 12

a 19 afos), tienen alto riesgo de padecer algin TCA (51).



La anorexia nervosa es un desorden de etiologia desconocida, aunque hay evidencias
que sugieren la interaccién de causas multifactoriales para su desarrollo, como factores
genéticos, biologicos, psicolégicos y socioculturales que contribuyen significativamente
a la susceptibilidad de padecerla; aunque un factor por si sélo no ha mostrado ser
necesario o suficiente para manifestar el desorden (4, 52, 53). Se caracteriza por
distorsion de la imagen corporal, alteraciones en la conducta alimentaria (restriccion de
alimentos, ayuno, entre otras) pérdida del apetito y reduccién del consumo alimentario
aun en presencia de fuentes alimentarias (54). Esto tiene como consecuencia una
importante desnutricion y pérdida de peso dramatica (4, 55, 56). La conducta aberrante
de falta de apetito subyace a otros padecimientos psiquiatricos como el trastorno
obsesivo compulsivo (TOC), depresién y/o ansiedad, lo que evidencia que la anorexia

no suele ser un trastorno primario (57).

De acuerdo a la Asociacién Americana de Psiquiatria (58) los criterios diagnésticos para
la Anorexia Nervosa son:
e Rechazo a mantener el peso corporal igual o por encima del valor minimo normal
considerando la edad y la estatura.
* Miedo intenso a ganar peso o convertirse en obeso, incluso estando por debajo
del peso normal.
e Alteracion de la percepcion del peso o la silueta corperales, exageracion de su

importancia en la autoevaluacion o negacion del peligro que representa el bajo

peso corporal.
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e En mujeres postpuberales, presencia de amenorrea (ausencia consecutiva de al
menos tres ciclos menstruales).
De acuerdo a la presencia o no de sintomas bulimicos, la anorexia se subdivide en

restrictiva y compulsiva/purgativa.

La desnutricion que acompariia a la AN genera estrés y produce una pérdida de la
regulaciéh del eje HHA. El eje HHA es incapaz de adaptarse ante un estado de estrés
cronico (disponibilidad de nutrimentos disminuida y restriccion alimentaria),
manteniendo elevada la concentracion de CRH; esta elevacién prolongada favorece la
pérdida de la homeostasis energética (59). Esto se debe a que la CRH tiene un efecto
anorexigenico mediado por la leptina, ya que la administraciéon i.c.v. de CRH o

directamente en el NPV, inhibe la alimentacion (10, 60, 61).

Los cambios enddcrinos asociados a la AN en humanos arrojan evidencia de que existe
disfuncién hipotalamica, que es secundaria a la pérdida de peso y que puede ser
revertida con la ganancia del mismo (52). Entre los cambios se encuentran el
hipogonadismo, hipercortisolemia, resistencia a la hormona de crecimiento,
hipoleptinemia y sindrome del eutiroideo enfermo (62-65). Este Gltimo se refiere a los
pacientes que presentan contenido normal o disminuido de hormonas tiroideas (HT) y
de tirotropina (TSH), asi como una alteracién en la respuesta de la adenohipéfisis de
liberar TSH después de una inyeccion de TRH. Estos cambios sugieren que se
presenta una respuesta adaptativa del eje HHT a la disminucion de la disponibilidad de

alimento, lo que disminuye el gasto energético (4, 52, 66, 67).
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Se han estudiado los cambios endécrinos presentes en condiciones desfavorables de
energia, tales como la baja disponibilidad nutrimental y el ayuno, observandose una
reduccién en la actividad del eje HHT en ratas hembras y machos; se desarrolla
hipotiroidismo terciario, caracterizado por la disminucién en la expresion del RNAm de
pro-TRH en NPV y en su liberacién, a pesar de que la concentracion sérica de las
hormonas tiroideas esta disminuida (68-72). Esto sugiere que el eje HHT disminuye su
punto de control (set point) a nivel del hipotalamo. Se cree que las alteraciones en el eje
HHT en la anorexia nervosa son de origen central, debido a la secrecion reducida de

TRH hipotalamico (67, 73).

1.3.1 Regulacioén del eje hipotalamo-hipéfisis-tiroides (HHT)

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) es un tripéptido, cuya funcidon mas
ampliamente descrita es la regulacion del funcionamiento del eje HHT. Las neuronas
TRHérgicas implicadas en esta regulacion se denominan hipofisiotrépicas (74) y se
localizan exclusivamente en las subdivisiones medial y periventricular parvocelular del

NPV (75-77).

Los axones de estas neuronas proyectan hacia la zona externa de la eminencia media,
donde TRH es secretado hacia la circulacion portal (78); de esta manera, el péptido
llega a sus células blanco en la adenohipdfisis (79), donde uniéndose a sus receptores
especificos (TRH-R1) (80) activa la sintesis y secrecién de tirotropina (TSH) de los

tirétropos y de prolactina de los lactétropos (81-85).

12



La TSH liberada de la adenohipdfisis, a su vez regula la sintesis y liberacion de las
hormonas tiroideas (HT): triyodotironina (T3) y tiroxina (T,4) de la glandula tiroides. Las
HT regulan por retroalimentacion negativa la sintesis y liberacion de TSH en la
adenohipéfisis y de TRH en el NPV (Fig. 4) (86-88). Asi, en condiciones de
hipotiroidismo existe un aumento en la expresion de TRH y TSH, y en el hipertiroidismo

en cambio se presenta una disminucion de la sintesis y liberacién de ambas hormonas.

Las hormonas tiroideas son moduladores importantes de la homeostasis energética a
través de sus efectos en la termogénesis, de la regulacion directa de la expresion de las
proteinas desacopladoras (UCP) en las mitocondrias del tejido adiposo pardo, y de la

estimulacion de la lipélisis (19, 89).
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Tiroides

Circulacién
periférica

Fig. 4. Diagrama del eje hipotalamo-hipodfisis-tiroides (HHT). (1) Liberacion de TRH desde el
NPV del hipotalamo hacia la circulacion portal. (2) Liberacion de TSH desde la adenohipéfisis
hacia la circulacion periférica. (3) Liberacion de las HT desde la tiroides hacia la circulacién

periférica. (4) y (5) Retroalimentacion negativa del eje HHT por medio de las HT (90).

1.4 Modelos animales de anorexia

Los modelos animales son sistemas bilégicos que pueden dar un acercamiento hacia
una trastorno humano, sin que se puede observar el fenotipo completo que es
diagnostico para esa enfermedad o la causa primaria que causa la enfermedad. Su

importancia radica en que aunque no presentan precisamente las mismas
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caracteristicas de la enfermedad, ofrecen una visién Util para la comprensién de la

etiologia de la enfermedad o de posibles blancos para el tratamiento de la misma (91).

Los modelos animales pueden ser espontaneos, donde los animales presentan de
manera natural caracteristicas parecidas a las que se presentan en humanos o en un
estado de la enfermedad humana; también pueden ser inducidos, donde los animales
son alterados ya sea por cirugia o manipulaciéon genética. Los modelos espontaneos
muestran como algunos factores, tales como la dieta, la genética y el ambiente, entre
otros, pueden contribuir al desarrollo de una enfermedad; mientras que los inducidos

estudian las causas subyacentes de la patologia (91).

Para la validacion de los modelos animales de trastornos psiquiatricos se han
clasificado en dos tipos principales. El primer tipo son los modelos de ensayo, utilizados
para probar farmacos potencialmente terapéuticos; la validacion de éstos modelos esta
dada por la validez predictiva, la cual se refiere a la capacidad de predecir de manera
confiable que un farmaco pertenece a una clase terapéutica y a la correlacién entre la

accion del farmaco en el modelo y en la clinica (92, 93).

El segundo tipo de modelos animales son los modelos de simulacién, usados para
investigar la fisiopatologia de los desérdenes psiquiatricos; donde ademas del criterio
de la validez predictiva se evaluan otros dos aspectos de la validez. Uno de estos es la
validez aparente, la cual se refiere a las similitudes entre el modelo animal y el

desorden psiquiatrico en los humanos; el otro aspecto es la validez de constructo que

15



se refiere a la semejanza entre la interpretacion tedrica del modelo y los conocimientos

neurobioldgicos que se poseen sobre el desorden psiquiatrico (92, 93).

Se han desarrollado diversos modelos animales encaminados al estudio de la anorexia,
estos tratan de incluir los aspectos mas representativos de la enfermedad en los
humanos, como el inicio temprano de la enfermedad (adolescencia), predominancia en
mujeres, disminucion del consumo alimentario, disminucion del peso corporal, deplecién
del tejido adiposo y muscular, funcién endécrina y neuroendocrina anormal, entre otros.
Al presentarse la anorexia como un padecimiento secundario a algunas patologias
psiquiatricas, como la depresion y ansiedad, su validacion predictiva ha sido dificil, ya
que el empleo de farmacos (antidepresivos, ansioliticos) esta enfocado a la causa

primaria, que en este caso serian los trastornos psiquiatricos.

1.4.1 Paradigma de Anorexia por Deshidratacion

Para estudiar los mecanismos involucrados en el desarrollo de una conducta de
anorexia existen diferentes modelos animales que no estan basados en la causa de la
enfermedad, sino que tratan de imitar los aspectos mas importantes del sindrome en los
humanos (94); entre los que se encuentra el de anorexia por deshidratacion (95). Este
modelo nos permite observar las alteraciones generadas por el estrés a corto plazo, en
donde se genera un cambio en la conducta alimentaria; pero sin llegar a ser un estrés
cronico, ya que éste ademas de generar disminucion en la ingestién de alimentos

podria generar el aumento del mismo (96).
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La deshidratacion es un reto homeostatico para el animal, que induce alteraciones
enddcrinas y conductuales. Para llevar a cabo la digestion se requiere una gran
cantidad de agua, por lo que durante la deshidratacion; la alimentacién, la salivacién y
la motilidad gastrica e intestinal disminuyen; mientras que la retencién de agua por los
rifones y la conducta de busqueda de agua aumenta. Esto es resultado del aumento de
la concentracion plasmatica de vasopresina, la cual también ayuda a mantener la
presion sanguinea (95, 97). Asi mismo la disminuciéon de la ingestién alimentaria

durante la deshidratacion reduce la osmolalidad sanguinea (95, 97, 98).

Las ratas consumen solucién salina al 2.5% en lugar de agua y esto induce el desarrollo
de la conducta anoréxica: después de 7 dias los animales reducen el consumo de
alimento hasta 85-90% y su peso en un 30% con respecto a los animales control (que
consumen agua sola) (67, 73, 95, 99). A un tercer grupo de animales (con restriccion
alimentaria forzada, RA) se les ofrece una cantidad de alimento igual al consumido por
los deshidratados, es decir su consumo esta pareado al de los deshidratados. Sin
embargo, los animales con RA si comerian si se les ofreciera alimento mientras que los
deshidratados lo evitan aun teniendo la comida presente, lo que evidencia que la
motivacion por el consumo alimentario se encuentra alterada en los animales con
anorexia por deshidratacion (AN). En funcién de esto, el modelo es de utilidad para
estudiar la motivacion por el consumo de alimentos, que esta alterada en los pacientes

con anorexia nervosa, aunque la etiologia sea diferente.

Estudios previos (67, 99) han mostrado los cambios hormonales y neuropeptidérgicos

que se dan en la anorexia por deshidratacion en ratas. Tanto las ratas AN como las
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ratas RA (las cuales estan pareadas al consumo de alimento de las ratas AN),
presentan las mismas caracteristicas endécrinas y neuropeptidérgicas: el aumento en la
expresion del RNAm de NPY, disminucion de la expresion del RNAm de POMC y de
neurotensina (NT) en ARC; aumento en el contenido sérico de corticosterona y
disminucion de las concentraciones séricas de leptina, insulina y estradiol (en hembras).
A pesar de que ambos grupos presentan estas alteraciones, sélo los animales AN
presentan anorexia severa (disminucion del peso corporal y del consumo de alimento);
sugiriendo que otros componentes de la red neuronal que regulan la homeostasis

energetica, podrian estar involucrados en el desarrollo de la conducta anoréxica.

Se ha reportado que en animales sometidos a ayuno o a restricciéon alimentaria, la
expresion del RNAm de pro-TRH en NPV disminuye (69, 70), para facilitar el ajuste del
punto de control del eje HHT ante la baja disponibilidad energética y mantener las
reservas energéticas (72). Esta disminucion también se observa en animales RA
aunado a otros cambios relacionados como la menor liberacion de TRH de la
eminencia media, lo que se evidencia por el incremento en contenido del péptido
medido por radioinmunoensayo (RIA) y por la menor concentraciéon sérica de TSH en

estos animales (67, 88).

En el grupo AN los animales son incapaces de adaptar el eje HHT a nivel hipotalamico,
lo que se confirma por el aumento de la expresion del RNAm de pro-TRH en NPV (67);
ahora se conoce que el aumento de TRH se da especificamente en las regiones
anterior y posterior del NPV (NPVa, NPVp) (100) donde las neuronas TRHérgicas del

NPVa no realizan funciones hipofisiotropicas y probablemente participen en la
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regulacion de la homeostasis energética (101); y donde las neuronas TRHérgicas del
NPVp cumplen funciones hipofisiotrépicas, regulando al eje HHT (76, 77, 102). El
aumento en la expresion de pro-TRH en el NPVa y NPVp de animales AN puede estar
relacionado con las alteraciones en la conducta alimentaria y la desregulacién del eje
HHT observada en animales AN; aunque no es el Unico factor involucrado en la
aparicién de la conducta de anorexia, ya que se han encontrado alteraciones en la
expresion de otros genes relacionados a esto. Entre éstos se encuentran el aumento en
la expresion del RNAm de CRH en HL (99) de animales AN, el cual se propone como
un péptido que genera anorexia en la deshidratacion y anticipa el inicio de esta
conducta, ya que unicamente los animales deshidratados que presentan la expresion
elevada del RNAm de CRH desarrollan anorexia y la cantidad del RNAm de CRH esta

correlacionada significativamente con la intensidad de la anorexia (95).

También se ha reportado la disminucién del RNAm del receptor de CRH (CRH-R2) en
NPV, sugiriendo que el aumento del RNAm de CRH en HL afecta la expresion de su
receptor (CRH-R2) en NPV (73). Por otra parte, en estudios donde se ha bloqueado la
sefalizacion de CRH del HL hacia el NPV por medio de un antagonista especifico
(antisauvagina-30, ASG-30) (73), se ha observado que todas las alteraciones del eje
HHT de animales AN (aumento de la expresion de pro-TRH en NPV, disminucién de la
expresion del RNAm del receptor de TRH (TRH-R1) en adenohipdfisis, aumento de la
concentracion sérica de TSH) se revierten, induciendo la adaptacion del eje HHT que se
observa en condiciones de balance energético negativo (menor consumo de alimento y
mayor gasto de energia). Aunque la administracion de ASG-30 atenua, pero no revierte

la conducta de anorexia desarrollada por animales AN, ni la ganancia de peso (73); por
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lo que es razonable suponer que otros factores y redes neuronales podrian estar
interactuando para favorecer las alteraciones de la conducta alimentaria en los

animales con anorexia por deshidratacion.

De hecho, se ha investigado la expresion hipotaldmica de algunos neuropéptidos y sus
receptores, involucrados en la regulacién de la homeostasis energética. Tal es el caso
de la via orexinérgica, donde se ha reportado que la expresion del RNAm de prepro-
orexinas no aumenta en animales AN, como se observa en el grupo RA, sugiriendo que
ésta inactivacion de las neuronas del HL esté relacionada con la conducta anoréxica de
ratas AN (103). También se ha estudiado la via NPYérgica y la de la leptina, donde se
ha encontrado que tanto los animales RA como los AN tienen expresion similar del
RNAm de NPY en ARC (99), aunque la expresion del receptor NPY-Y1 en NPV no
disminuye en animales AN en respuesta al aumento de NPY a diferencia de los RA, lo
que podria sugerir que hay una resistencia al efecto orexigénico de NPY, facilitando la
aparicion de la conducta de anorexia en animales deshidratados y la falta de inhibicion
de NPY sobre la expresion de TRH. Asi mismo el receptor de leptina (Ob-Rb) en NPV
de animales AN no aumenta en respuesta a la baja concentracion sérica de leptina,
como se observa en animales RA, lo que podria sugerir que esta siendo activado por la
leptina y a su vez generar una respuesta anorexigénica relacicnada con la alteraciéon de

la conducta alimentaria de los animales AN (103).

Po otra parte, el aumento en la expresion de pro-TRH y de la concentracion sérica de

TSH en los animales AN, aunado a la disminucién del contenido sérico de las HT,
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muestran el desarrollo de hipotiroidismo primario, en lugar del terciario caracteristico de

los animales con restriccion alimentaria forzada (67, 73).

Las neuronas TRHérgicas del NPV son algunas de las células mas afectadas por la AN,
aunque no se descarta que otras células de otras regiones cerebrales puedan estar
involucradas como lo son la corteza insular, el septum (104, 105), ARC y las neuronas
TRHérgicas del HL, ya que se ha encontrado un contenido (medido por
radioinmunoensayo, RIA) y expresion del RNAm diferencial de TRH en estas regiones
entre el grupo de RA y el de AN en el modelo de anorexia por deshidratacion (73). Esto
es importante debido a que a TRH se le ha asociado con funciones anorexigénicas,
porque su inyeccion i.c.v. reduce el consumo alimentario (106-108) y las neuronas que
lo sintetizan en NPV (diferentes a las hipofisiotropicas) pueden tener proyecciones
hacia otras areas cerebrales que también estarian controlando la motivacion por el
consumo de alimentos (101). Esto promoveria el desarrollo de la conducta anoréxica en

los animales AN.

Utilizando el modelo de anorexia por deshidratacion, se ha semi-cuantificado la
expresion de CART en el NPV y en ARC por medio de RT-PCR, en donde se ha
encontrado disminucion de CART en ambos nucleos (109). No se ha descrito si esta
disminucién se da en la misma regiéon en donde hay aumento de la expresion del RNAm
de pro-TRH (NPVa, NPVp), lo que seria importante describir. Esto es porque al
sintetizarse TRH y CART en las mismas neuronas del NPV, seria factible que los
mismos estimulos que afectan la expresion de TRH, afecten la de CART, como lo es la

anorexia por deshidratacion. Tampoco se han estudiado los cambios en la expresion
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del RNAm de CART por hibridacién in situ (ISH) en ARC o en HL, y dado que ARC es
un nucleo hipotaldmico altamente relacionado con la regulacién de la conducta
alimentaria, creemos necesaria la descripcion de la expresion del RNAm de CART por
técnicas de histoquimica como la hibridacién in situ. De la misma manera, el HL es un
nlcleo hipotalamico relacionado con la regulacién de la conducta alimentaria, y con el
aumento de la expresion del RNAm de pro-TRH (67, 103); se han encontrado
alteraciones en las vias de diversos neuropéptidos del HL en animales AN (orexinas,
CRH, TRH), por lo que CART sintetizado en el HL podria estar relacionado con la

aparicion de la conducta de anorexia en animales AN (98).

1.4.2 Paradigma Cepa Wistar Kyoto

La cepa Wistar Kyoto (WKY), la cual surgié a partir de ratas Wistar, como el control
normotenso de ratas espontaneamente hipertensas (SHT) en 1963 (110), son animales
hiper-reactivos al estrés (111) y presentan alteraciones en los ejes HHA y HHT (112).
Los animales WKY presentan incrementada la concentracion sérica de TSH y de T,
mientras que la de T4 se encuentra normal. Ademas, a pesar de que la concentracion
de T3 se encuentra aumentada, la expresion de pro-TRH en el hipotalamo es normal
(113). En cuanto al eje HHA, los animales WKY presentan concentraciones plasmaticas
basales elevadas de la hormona adrenocorticotropica (ACTH) y de corticosterona (114);
asi como incremento en la expresion del RNAm de POMC en la adenohipéfisis, el cual
es el precursor de ACTH, y una respuesta exagerada de ACTH en plasma frente a retos

de estrés agudo y cronico (111, 115).
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Aunque no hay estudios donde se utilice a los animales Wistar Kyoto como un modelo
de anorexia, en este trabajo se propone que asi podria ser debido a diversas
alteraciones que presentan; entre éstas se encuentran que su consumo alimentario y su
peso corporal en condiciones basales es menor al de ratas Wistar (wild type) de la
misma edad y sexo. Sin embargo, no se conocen los mecanismos a los que se deba
este fenébmeno. Por estas razones se propone que la cepa Wistar Kyoto podria
constituir un modelo “natural” de la enfermedad, ya que ademas de las alteraciones en
el peso corporal y el consumo de alimento, la mayoria de los pacientes con anorexia
presentan alteraciones en los ejes HHA y HHT (Tabla 2). Ademas de que se ha
reportado que los animales WKY pueden ser utilizados como modelos de depresion y
ansiedad (112, 116), trastornos que también se presentan con frecuencia en los

pacientes con anorexia nervosa (57).

No se ha estudiado la expresion de CART en animales WKY, por lo que resulta
importante describir el patréon de expresion en el NPV, ARC e HL, debido a que son

nucleos involucrados en la regulacién de la conducta alimentaria.
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Tabla 2. Cambios metabdlicos que se presentan en pacientes con Anorexia Nervosa,
en el modelo animal de anorexia por deshidratacién y en la cepa Wistar Kyoto.

Pacientes con

: Anorexia por Cepa Wistar
Parametro Anorexia

deshidratacion Kyoto
Nervosa

Peso corporal

Consumo de

alimento

Conc. sérica de

corticosterona

Conc. sérica de HT

Conc. séricade

TSH

Conc. sérica de

leptina
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Objetivos

2.1 Objetivo General
Caracterizar a la cepa Wistar Kyoto como un modelo de anorexia y definir la

participacion de CART del HL, NPV y ARC del hipotalamo de ratas macho en el

fenotipo de anorexia en dos modelos de anorexia.

2.2 Objetivos especificos

Determinar los cambios en la expresion del gen CART en las neuronas del NPV, HL y
ARC del hipotalamo en animales sometidos a anorexia por deshidratacion.

Determinar los cambios en la expresion del gen CART en las neuronas del NPV, HL y
ARC del hipotalamo en ratas Wistar Kyoto.

Comparar los cambios en la expresion del gen CART en las neuronas del NPV, HL y
ARC del hipotadlamo entre animales sometidos a anorexia por deshidrataciéon y ratas

Wistar Kyoto.
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lll. Estrategia experimental

3.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar (24 machos) para el paradigma de anorexia por
deshidratacién con un peso promedio de 250 g al inicio del experimento; para el
experimento de la cepa Wistar Kyoto se utilizaron ratas Wistar (20 machos) y ratas
Wistar Kyoto (20 machos) en edad adulta (2 meses de edad) del Bioterio del Instituto
Nacional de Psiquiatria “Ramén de la Fuente Muiiiz” (RFM). Fueron mantenidas en
cajas individuales en condiciones controladas de 12 h de luz-oscuridad (luz de 6:30 a
18:30 hrs) y temperatura de 25 + 1°C, con acceso ilimitado al alimento (Rodent
Laboratory Chow 5001, PMI, Minnesota) y agua durante la semana previa al inicio del

experimento para adaptacién de los animales.

3.2 Experimentos

3.2.1 Experimento Anorexia por deshidratacién

El experimento tuvo una duracién de siete dias y se formaron tres grupos. El
experimento se repitid bajo las mismas condiciones con otro lote de animales en una
fecha posterior para la validacion de los resultados. Los grupos que se formaron fueron
los siguientes:

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

2. Grupo de anorexia (AN): consumo de alimento ad libitum y solucién salina al 2.5%

como liquido de bebida (95).
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3. Grupo de restriccion alimentaria (RA): consumo de agua ad libitum y misma cantidad
de alimento que consumié en promedio el grupo de ancrexia el dia anterior. El
consumo de alimento se calcula por diferencia de peso entre la cantidad que se

ofrece y lo que no consumen en 24 h.

3.2.2 Experimento Cepa Wistar Kyoto
El experimento tuvo una duracién de siete dias y se formaron 2 grupos. El experimento
se repitid bajo las mismas condiciones, con otro grupo de animales en una fecha
posterior para la validacion de los resultados. Los grupos que se formaron fueron los
siguientes:

1. Control (CW): animales Wistar wild type, con consumo de alimento y agua ad

libitum.
2. Grupo de anorexia (WKY): animales Wistar Kyoto de la misma edad que los CW,

con consumo de alimento y agua ad libitum.

A todos los grupos de ambos experimentos se les proporcionaron 50 g de alimento
(excepto al de RA) y 150 ml de liquido de bebida por dia. Los animales se pesaron
diariamente entre las 9:00 y 11:00 h y se alimentaron hasta el dia del sacrificio (dia 7),
también se registraron diariamente el consumo de alimento y liquido. Todas las dietas y
procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica y la Comisién de Proyectos del

Instituto Nacional de Psiquiatria “RFM” (No. de proyecto NC093270.1).

Todos los animales (de ambos paradigmas) fueron sacrificados por decapitacion, entre

las 10:00 y 12:00 h del dia 7 del experimento, se extrajo el cerebro y se guardé a -70°C
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hasta su utilizacion. Se realiza al dia 7, ya que estudiando la cinética de cambios a los
dias 1, 3, 5 y 7 se ha encontrado que los cambios en la expresién de péptidos y en la
concentracion de hormonas son mas evidentes hasta el dia 7 (109). También se obtuvo
el tejido adiposo abdominal (blanco, WAT) y el tejido adiposo subescapular (pardo,
BAT) de animales WKY y se pesd, con la finalidad de correlacionarlo con la
concentracion sérica de leptina y verificar la disminucion del tejido adiposo, a la par del
peso corporal. Unicamente se realizo en animales WKY ya que anteriormente se habia
realizado en el paradigma de anorexia por deshidratacion (67). Los cerebros
congelados (-20°C) se cortaron en rebanadas de 14 micras que incluyeron al NPV, el
HL y el ARC utilizando un criostato (Microm HM 525, Thermo Scientific, Walthman, MA,
USA), (coordenada -1.08 a 3 mm de Bregma) (117), para efectuar un analisis de la
expresion del gen CART por medio de histoquimica por hibridacion in situ. Se
procesaron 3 rebanadas anteriores, 3 medias y 3 posteriores de cada animal, para
promediar los resultados y considerar el promedio como 1 sola mediciéon por

animal/nivel.

Los cerebros (n= 6/grupo) del experimento Cepa Wistar Kyoto que se utilizaron para la
semicuantificacion de la expresién del RNAm de CART y TRH por RT-PCR se
disecaron utilizando el criostato (Microm HM 525, Thermo Scientific, Walthman, MA,
USA) para llegar a la regién que contuviera el NPV, elHL y el ARC (H7.2a 8.2 mm; L -
0.5 a 0.5 mm) (117), obteniéndose con un sacabocadoc de 1 mm de diametro.
Unicamente se realizo en animales WKY, ya que la determinacion de la expresion de
CART y TRH ya se ha hecho con anterioridad en el modelo de anorexia por

deshidratacion (103, 109). Se colecté la sangre troncal de cada rata y se separé el
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suero, para la posterior cuantificacion de hormonas tiroideas (Tz y T4), TSH vy
corticosterona por radioinmunoensayo (RIA) y leptina por ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA). Las concentraciones séricas de T4 y corticosterona
Unicamente se midieron en el paradigma de anorexia por deshidratacién, ya que la

muestra de los animales de la cepa Wistar Kyoto fue insuficiente.

IV. Metodologia

4.1 Extraccion de RNA total

Se extrajo el RNA total de cada region (NPV, HL y ARC) por medio del método de
tiocianato de guanidina el cual consiste en desnaturalizar a las ribonucleasas por la
accion del tiocianato de guanidina, eliminacion de lipidos por el cloroformo y la

eliminacién de proteinas por medio del fenol.

El protocolo que se sigui6 fue el descrito por Chomczynski (118). Se prepar6 la solucién
desnaturalizante (solucién D) con tiocianato de guanidina 4M, citrato de sodio 25mM pH
7.0, sarcosil al 0.5% y B-mercaptoetanol 0.1M. Se homogeneizé el tejido en la solucion
D (0.1 g tejido/ml solucién D) con ayuda del sonicador (Vibra Cell, Sonics, Connecticut),
se agreg6 un volumen del homogenado de fenol saturado en agua, 1/10 del volumen de
acetato de sodio 2M pH 4.0 y 0.2 del volumen de cloroformc isoamilico 24:1 v/v y se
dejo reposar por 15 minutos en hielo; posteriormente se centrifugd a 10 000 rpm por 20
minutos a 4°C, se recupero la fase acuosa, se agregoé un volumen de isopropanol y se

dej6 reposar a -20°C por 24 horas. Transcurridas las 24 horas se centrifugé a 14 000
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repm por 30 minutos a 4°C, se decantd, lav6 3 veces con un volumen del homogenado
de etanol al 75% y se centrifugdé a 14 000 rpm por 12 minutos a 4°C. Al término de los
lavados se decantd y secé en el savant (Vacufuge, Eppendorf, Hamburgo) por 4
minutos. Para verificar la cantidad y la pureza del RNA extraido se cuantificaron 2 pl de
muestra en el espectrofotdmetro (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburgo) tomando las
absorbancias a 230nm, 260nm y 280nm vy las proporciones de absorbancia (260/230,
260/280), siendo 230nm el valor referido a las sales minerales, 260nm al RNA y 280nm
a las proteinas. Si los valores de las relaciones 260/230 y 260/280 fueron menores a
1.5 fue indicativo que la muestra contuvo una gran cantidad de sales y/o de proteinas,
por lo que se procedié a lavar la muestra nuevamente. Para esto se agreg6 a la
muestra 1/20 del volumen de acetato de sodio y 2 volimenes de etanol absoluto, se
dejo6 reposar 24 horas a 4°C, se centrifug6 para precipitar el RNA y posteriormente se

procedio a lavar con etanol al 75% como se describié previamente.

4.1.1 Integridad del RNA total
Para verificar la integridad del RNA que se extrajo, se prepar6 un gel de agarosa al 1%.
Se prepard el gel con agarosa, TBE 5x y agua Milli Q estéril, a las muestras se les
agregoé colorante y se vertieron en el gel solidificado, se programé la fuente de poder
(Electrophoresis power supply, ISCO, Nebraska) para aplicar el campo eléctrico en 100-
110 volts por 60 minutos. Una vez transcurrido ese tiempo, el gel se transfirid a un
tanque con bromuro de etidio y se tifié de 3 a 5 minutos, después se transfirio al agua y
se enjuago por 8 minutos aproximadamente. Al terminar, el gel se coloco en la camara
de luz UV (Transilluminator M-20, UVP, California) y se tomé una fotografia. Para

determinar la integridad del RNA se utilizé un densitémetro (2-D Advanced, Advanced
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American Biotechnology, California) y se evalué la relacion entre la densidad de la
banda 28s y 18s del RNAr; si la relacion fue mayor a 1.5 se consideré que el RNA

estuvo en éptimas condiciones para su utilizacion.

4.2 Transcripcion Reversa-Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RT-
PCR)

Este procedimiento permite la amplificacion de moléculas de RNA con gran
especificidad, mediante la transcripcion reversa del RNA a cDNA, que es
posteriormente amplificado. Para la mezcla de la transcripcion reversa se utilizé agua
bidestilada estéril tratada con dietilpirocarbonato (DEPC), Buffer RT 5x (Gibco BRL,
Nueva York), ditiotreitol (DTT) 0.1M 10x, dNTPs 10mM, oligo dT 0.5 pg/ul y
transcriptasa reversa (RT) (Gibco BRL, Nueva York) 200 U/ul. A 20 pl de mezcla se
agregaron 12 pl (2 ng) de RNA para la transcripcion y se incubaron las muestras a 37°C

durante 2 horas (Bafio Lauda E100, Brinkmann Instruments Inc., Nueva York).

Para la mezcla de la PCR se utilizé agua bidestilada estéril tratada con DEPC, Buffer
para la Taq DNA polimerasa 10x, dNTPs 10mM, oligonuclettido sentido y antisentido
(pro-TRH sentido: 5-GCA CCT TGG TTG CTG TCG ACT CTG GCT TTG-3,
antisentido: 5-ATG ACT CCT GCT CAG GTC ATC TAG AAG CT-3' (119); CART
sentido: 5-GCC AAG TCC CCA TGT GTG AC-3', antisentido: 5'-CAC CCC TTC ACA
AGC ACT TCA-3’ (120); Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (G3-PDH) sentido: 5'-
TGA AGG TCG GTG TCA ACG GAT TTG GC-3', antisentido: 5'-CAT GTA GGC CAT

GAG GTC CAC CAC-3’ (67), Taq DNA polimerasa 5 U/ul y cloruro de magnesio (MgCl,)
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1.5 mM. Se vertieron 46 pl de mezcla en un tubo y después se agregaron 4 ul de cDNA
de la muestra, se colocaron en el termociclador (Mastercycier Gradient, Eppendorf,
Hamburgo) con las condiciones correspondientes (Tabla 3). Cada ciclo consistid de 1
min a 95°C seguido de 1 min a la temperatura media de cada aligonucleétido y 1 minuto
a 72°C, por ultimo todos los cDNA’s tuvieron una extensién final de 10 min a 72°C.

Todos los oligonucleétidos fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis del Instituto de

Biotecnologia, UNAM.

El nimero de ciclos para cada sonda fue optimizado para cada regién para garantizar
condiciones lineales y observar cambios en la expresién de genes, si es que éstos

ocurren (Fig. 5y 6); ademas de realizarse gradientes de temperatura.

Optimizacion de ciclos para PCR de CART
12000 -
— 1000
< 0 @@e’&
2 5 4
g 8000 - (X4
S B 2
S 6000 - -
©
3 ¢
‘» 4000 -
C
(O]
0 2000
0 t H H
20 21 22 23 24 25 26
—&—CARTNPV <@ CARTARC =@ -CARTHL

Fig. 5. Optimizacion metodoldgica de la técnica RT-PCR para CART. Numero de ciclos
necesarios para amplificar cada cDNA. Los datos son la densidad optica (unidades arbitrarias)

del cDNA de cada producto de PCR obtenido a diferentes ciclos de amplificacion.
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Optimizacion de ciclos para PCR de TRH
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Fig. 6. Optimizacion metodolégica de la técnica RT-PCR para TRH. Nimero de ciclos

necesarios para amplificar cada cDNA. Los datos son la densidad éptica (unidades arbitrarias)

del cDNA de cada producto de PCR obtenido a diferentes ciclos de amplificacion.

Tabla 3. Condiciones para PCR de los oligonucleétidos de estudio.

_ » Temperatura _ Cor_|centraci§3||? del Tamaiio del
Oligonucleétido media (°C) Ciclos oligonucleétido producto de
(pmol) PCR (pb)
NPV
TRH 64 24 25 600
CART 64 24 25 190
G3-PDH 55 21 50 900
HL
TRH 64 24 25 600
CART 64 21 25 190
G3-PDH 55 21 50 900
ARC
TRH 64 26 25 600
CART 64 21 25 190
G3-PDH 55 21 50 900
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4.2.1 Analisis semi-cuantitativo de la expresion del RNAm de CART.

Este gel de agarosa es utilizado para observar la concentracion de los productos de
PCR. El procedimiento para llevarlo a cabo es igual al del gel de electroforesis al 1%, el
Unico cambio es la concentracion del gel de agarosa, la cual es al 2%. La cantidad
relativa de los cDNA'’s estudiados se calcularon como la relacion de la densidad 6ptica
(medida en un densitobmetro 2-D Advanced, Advanced American Biotechnology,
California) de cada cDNA sobre la del gliceraldehido 3-fosfato deshidrcgenasa

(G3PDH), éste se utiliza como gen control, ya que su expresion es constitutiva.

4.3 Radioinmunoensayos (RIA’s)

4.3.1 RIA de Tirotropina (TSH)

Para la cuantificacion sérica de TSH se siguié el protocolo de la NIDDK (National
Hormone and Pituitary Program). En tubos marcados de vidrio de 12 x 75 mm se
colocaron por duplicado 50 pl de cada muestra y se completaron a 200 pl con buffer
RIA. A cada tubo (excepto unién especifica y cuentas totales) se le agregaron 100 ul de
anti-TSH de conejo y 100 pl de '°I-TSH (7 000 cpm/tubo) y se mezclaron con el vortex.
Se incubaron durante 24 horas a temperatura ambiente en la oscuridad. Se agregé a
cada tubo 1 ml de polietilenglicol (0.04 g de PEG/mI buffer RIA) y se mezclaron con el
vortex (Vortex Genie 2, Daigger, lllinois, USA). Se centrifugarcn a 5000 rpm durante 30
minutos a 4°C. Se aspir6 el sobrenadante y se contd el residuo en un contador gamma

(LKB 1275 Minigamma, Finlandia).
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4.3.2 RIA de Hormonas Tiroideas (Triyodotironina (T3) y Tiroxina (T4) y de
Corticosterona en suero

La cuantificacion de T; en suero se realizd con un kit comercial (Kit de
radioinmunoensayo '?’| de fase sélida Coat-A-Count Total T3 DPC®:TKT31, Los
Angeles CA, USA) disefiado para la determinacion cuantitativa de triyodotironina total
circulante (T3). Para la cuantificacién de T4 en suero se utilizé un kit comercial (Kit de
radioinmunoensayo '®| de fase sdlida Coat-A-Count Total T4 DPC®:TKT41, Los
Angeles CA, USA) disefiado para la mediciéon cuantitativa de la tiroxina circulante total
(T4) en suero. La cuantificacién de corticosterona en suero se realizd con un kit
comercial (Kit de radioinmunoensayo '®I de fase sélida Coat-A-Count Rat
Corticosterone DPC®:TKRC1, Los Angeles CA, USA) disefiado para la determinacion

cuantitativa de corticosterona en suero de ratas.

Todos los componentes se llevaron a temperatura ambiente antes de su uso. Se
marcaron cuatro tubos de polipropileno de 12 x 75 mm: tubos T= cuentas totales y

NSB= unién no especifica, por duplicado.

Se realiz6 una curva de calibracion por duplicado con concentraciones crecientes desde
0 hasta 600 ng/dl utilizando 12 tubos recubiertos con anticuerpo, marcados con A
(unién maxima) y con B a F (para el resto de los calibradores) para las HT; y la curva de
calibracion por duplicado con concentraciones crecientes desde 0 hasta 2000 ng/ml
utilizando 16 tubos recubiertos con anticuerpo, marcados con A (unién maxima) y con B

a H (para el resto de los calibradores) para corticosterona. Las muestras del suero de
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rata se midieron por duplicado. Para T3 se depositaron directamente en el fondo del
tubo, 100 pl del calibrador cero (A) en los tubos NSB y A, y 100 pul de cada uno de los
calibradores restantes y suero de las ratas en los tubos preparados para tal efecto; para
T4 se utilizaron 25 pl y para corticosterona 50 pl. Para T3 se agregé 1.0 ml de ' T
total, para T4 1.0 ml de '?°| T, total y para corticosterona 1.0 ml de Corticosterona '’ a
todos los tubos, los cuales se agitaron breve y suavemente en el vortex. Los tubos T se
reservaron aparte para su conteo. Los demas tubos (excepto los tubos T) se incubaron
durante 2 horas a 37°C en bafio Maria (HT) o dos horas a temperatura ambiente
(corticosterona). Se decantaron completamente, aspirando su contenido (excepto los
tubos T). Se contaron durante 1 minuto en el contador gamma (LKB 1275 Minigamma,

Finlandia).

4.3.3 Célculo de resultados de los RIA’s

Se obtuvieron los resultados de las curvas estandar o de calibraciéon y de las muestras,
en términos de concentracion en pg/ul utilizando el software “Enri” de transformacion
matematica a través de una regresion logit-log de la curva estandar y de las muestras.
Los valores de Tz y T4 en suero se expresan en ng/dl, y los valores de TSH y de

corticosterona en suero se expresan en ng/mi.
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4.4 Cuantificacion de la concentraciéon sérica de leptina por ensayo por

inmunoabsorciéon ligado a enzimas (ELISA)

La cuantificacién de leptina en suero se realiz6 con un kit comercial (Kit de EIA para
leptina de rata Assay Designs, Ann Arbor, Michigan, USA) disefiado para la

determinacién cuantitativa de leptina total circulante.

Todos los componentes se llevaron a temperatura ambiente antes de su uso. Se realizd
una curva de calibraciéon por duplicado con concentraciones crecientes desde 0 hasta
6400 pg/ml utilizando los pocillos recubiertos con anticuerpo anti-leptina de la placa de
EIA destinados para tal efecto. Las muestras del suero de rata también se midieron por
duplicado, diluidas en buffer de ensayo en una relacién 1:4. Se depositaron 100 pl del
buffer de ensayo (SO: estandar 0) y de los estandares de la curva de calibracion al
fondo de cada pocillo correspondiente, asi como 100 pl de cada muestra diluida. Se
sell6 la placa y se incubd durante una hora a temperatura ambiente con agitacion. Una
vez transcurrido el tiempo se vaciaron y se lavaron los pocillos 3 veces afadiendo 400
ul de buffer de lavado a cada uno. Se afadieron 100 ul del anticuerpo anti-leptina
biotinilado en cada pocillo excepto en el blanco (S0). Se sellé la placa y se incub6
durante una hora a temperatura ambiente con agitacion. Al término de la incubacion se
lavé como anteriormente se explicé. Se le agregaron 100 pl de la soluciéon del
conjugado estreptavidina-peroxidasa a cada pocillo excepto a S0. Se sell6 la placa y se
incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion. Se lavé como se
describi6 anteriormente. Se afadieron 100 pl de la soluciéon del sustrato (TMB:

tetrametilbenzidina) de la peroxidasa a cada pocillo y se incub6 durante 30 minutos a
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temperatura ambiente con agitacién. Se le agregaron 100 pl de la solucion para detener
la reaccion (solucién 1N de acido clorhidrico, HCI) a cada pocillo. Se midi6 la densidad
Optica (OD) del colorante a una longitud de onda de 450 nm, se calcul6 el promedio de
la OD de SO y se le restd al promedio de la curva de calibracion. Se calculé la
concentracion de cada muestra interpolando los valores de OD en una gréfica lineal
utilizando la curva de calibracion. Los valores fueron ajustados a la dilucién (1:4). La

concentracion se expresa en pg/mil.

4.5 Analisis de la expresion del gen CART por medio de histoquimica por
hibridacién in situ

4.5.1 Disefio de sondas para hibridacion in situ

Se realiz6 el disefio de las sondas de CART con un tamafno de 50 nucleétidos,
porcentaje de GC de 45 a 60% y las secuencias se analizaron en BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) para la biusqueda de secuencias con las que podrian hibridar
las sondas; al final se analizaron las secuencias en el software oligo calc (version 3.25)
para la busqueda de posibles formaciones de estructuras secundarias. Las secuencias
de los oligonucledtidos dirigidos contra el RNAm de CART son: CART1) 5'-
TCCTTCTCATGGGACGCATCATCCACGGCAGAGTAGATGTCCAGGGCTCG-3',
CART2) 5-ATCGGAATGCGTTTACTCTTGAGCTTCTTCAGGACTTCCTGCAGCGCT-
3 CART3) 5
CTTTCCGCACTGCGCACGCTCTCCAGCGTCACACATGGGGACTTGGCCG-3',
CART4) 5

CTTCAAGAGGAAAGAATTGCAAGAAGTTCCTCGGGGACAGTCACACAGCT-3',
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CARTS5) 5-

GGACAAAAGAGCGCTCCTTTAGGGGAAAGAGGAAATATGGGAACCGAAGG-3'.

4.5.2 Fijacion de los tejidos para hibridacién in situ

Los cortes cerebrales se montaron en laminillas cargadas eléctricamente sin
tratamiento y se guardaron en cajas de diseccion a -20°C hasta su uso. Previo a la
hibridacion, las laminillas se secaron bajo una corriente de aire frio, posteriormente se
fijaron con paraformaldehido al 4% a 4°C, se lavaron con PBS 3x y PBS 1x. Se trataron
con pronasa y con glicina y posteriormente se lavaron nuevamente con PBS1x; para

finalizar se deshidrataron los tejidos con etanol al 70 y al 100%.

4.5.3 Hibridacién in situ

Se realiz6 el marcaje de las sondas de CART con radioactividad (**S) por medio de la
enzima deoxinucleotidil terminal transferasa (TdT). Los tejidos fijados fueron cubiertos
con buffer de hibridacion (formamida al 50%, solucién Denhardt’s 1x, sarcosil 1%, buffer
de fosfatos 20mM, RNAt de levadura, DNA de esperma de salmén, DTT 5M y sonda
marcada) y mantenidos a 42°C durante toda la noche. Una vez transcurrido el tiempo
de incubacion, los tejidos se lavaron 4 veces con buffer de lavado (NaCl 0.6M, TRIS-
HCI 10mM pH 7.5) a 60°C. Se deshidrataron los tejidos nuevamente con etanol al 70%
y al 100%. Se colocaron en cassettes para films (Kodak) y se guardaron a temperatura
ambiente (TA) durante 5-7 dias. Se revel6 el film y se observaron a través de un
transiluminador de luz blanca. Se expusieron los tejidos a emulsion fotografica (Kedak
NTB) durante 30 dias a 4°C. Una vez transcurrido el tiempo se revelaron las laminillas

emulsionadas con revelador D-19 (Kodak). Se deshidrataron los tejidos en etanol al
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50%, 70%, 80%, 95% y 100%, posteriormente se sumergieron en xilol y se montaron
los tejidos utilizando la resina sintética para microscopia Entellan (Merck, Alemania) y
se dejaron secar durante 2 dias. Se limpiaron las laminillas con etanol absoluto y se

observaron en el microscopio para el analisis de los resultados.

4.5.4 Analisis de resultados de la hibridacion in situ

Para la cuantificacién de la sefal radioactiva de *°*S-CART, se realiz6 un analisis
cualitativo, visualizando y capturando la imagen en campo oscuro con una camara
Evolution MP Color (Media Cybernetics, USA) acoplada al microscopio Olympus BH2-
RFCA, Jap6n) y analizada con el software Image-Pro Version 4.1 (Media Cybernetics,
USA). Se midié la suma de la densidad optica integrada (10D, pixeles/area) y se les
resté el blanco. El blanco se obtiene midiendo la suma del IOD de una zona de la
rebanada hibridada que no presenta sefal positiva radioactiva. Se analizaron 3
rebanadas anteriores, 3 medias y 3 posteriores de cada animal. Se calcul6 el promedio
de los valores de la suma de la IOD de las rebanadas/zona/animal y se consideré como
una sola determinaciéon, Anorexia por deshidratacion n=8/grupo, cepa Wistar Kyoto

n=10/grupo.

4.6 Analisis estadistico de resultados

Se calculé la media y el error estandar de la media (E.E.M) para todos los datos. Para
realizar comparaciones entre los grupos se realizdé una prueba de normalidad, seguida
de un analisis de varianza (ANOVA) de una via para comparar datos bioquimicos

(hormonas, expresién de genes) entre grupos de animales sacrificados el dia 7; y
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ANOVA de dos vias para comparar los cambios en el peso corporal, consumo de
alimento y de liquido, asi como la expresion de CART entre los diferentes grupos y
cepas, seguido por la prueba post-hoc de Bonferroni/Dunn (Software Stat View, version
4.57, SAS Institute, Carolina del Norte). Se considerara una diferencia estadisticamente

significativa cuando p<0.05.

V. Resultados

5.1 Peso corporal

5.1.1 Paradigma Anorexia por deshidratacion

Se observé una diferencia significativa entre C y AN desde el dia 2 (C: 100 + 3%, AN:
87 + 2%; F(o58= 7.448, p<0.01). A partir del dia 3 hubieron diferencias significativas
entre Cy AN y entre C y RA (C: 100 + 2%, RA: 88 + 2%, AN: 81 £ 3%; F255= 15.829,
p<0.0001); estas diferencias se mantuvieron hasta el dia 7, donde se observé la
maxima disminucién del peso corporal de ambos grupos experimentales (C: 100 + 3%,
RA: 69 + 2%, AN: 65 + 2%; F 2 58= 70.626, p<0.0001) (Fig. 7). Por medio de la ANOVA
de 2 vias se encontr6 que el peso de los animales en el dia 0 fue diferente
significativamente de todos los demas dias, a partir del dia 1 y hasta el 7 se observé
una diferencia estadisticamente significativa entre ese dia y los siguientes a excepcién

del dia inmediatamente posterior (F (14 464)= 8.245, p<0.05).
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Fig. 7. Registro diario del peso corporal de ratas macho C (control), RA (restriccién alimentaria)
y AN (anorexia por deshidratacion). Valores expresados en porcentaje de diferencia vs control.

Media + E.E.M. Control n=20/dia, RA n=20/dia, AN n=21/dia. ANOVA dos vias. Prueba post-

hoc de Bonferroni/Dunn, ** p<0.01 vs C, *** p<0.001 vs C, **** p<0.0001 vs C.

5.1.2 Paradigma Cepa Wistar Kyoto

Los animales WKY de dos meses de edad, recibieron alimento ad libitum al igual que
los controles (CW), pero a pesar de esto en el grupo WKY se observo que el promedio
del peso corporal de estos animales fue menor al de los animales CW a lo largo de los
7 dias del experimento, manteniéndose la disminucion a lo largo del experimento (WKY:
85 + 2%; F(123= 25.338, p<0.01) (Fig. 8). Por medio de la ANOVA de 2 vias se observo
que hubieron diferencias significativas entre grupos (F(.1s4= 168.506, p<0.0001),
mientras que no se observaron en el tiempo ni en la interaccion de grupos y tiempo

(p>0.05).
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Fig. 8. Registro diario del peso corporal de ratas macho CW (control Wistar) y WKY (Wistar

Kyoto). Valores expresados en porcentaje de diferencia vs control. Media + E.E.M. CW n=

10/dia, WKY n= 10/dia. ANOVA dos vias. Prueba post-hoc de Bonferroni/Dunn. ** p<0.01 vs

C, **** p<0.0001 vs C.

5.2 Consumo de alimento

5.2.1 Paradigma Anorexia por deshidratacion

El consumo de los animales RA y AN fue el mismo por lo que la grafica se encuentra
superpuesta. Por medio de la ANOVA de 2 vias se encontré que hubieron diferencias
significativas entre grupos, tiempo y en la interacciéon entre grupos y tiempo (F (14 .464)=
51.197, p<0.0001). La disminucién en el consumo alimentario de ambos grupos
experimentales fue estadisticamente significativa a partir del dia 1 y a lo largo de todo el
experimento, siendo el dia 4 donde se observé el consumo minimo en RA y AN

llegando a 9.5 + 2% del control (C: 100 + 3%, F 2 s5= 492.82, p<0.001) (Fig. 9).
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Fig. 9. Registro diario del consumo de alimento de ratas macho C (control), RA (restriccién
alimentaria) y AN (anorexia por deshidratacién). Valores expresados en porcentaje de diferencia

vs control. Media + E.E.M. Control n=20/dia, RA n=20/dia, AN n=21/dia. ANOVA dos vias.

Prueba post-hoc de Bonferroni/Dunn, **** p<0.0001 vs C.

5.2.2 Paradigma Cepa Wistar Kyoto

Por medio de la ANOVA de 2 vias se observé que hubieron diferencias significativas
entre grupos (F(1,144= 16.577, p<0.0001), mientras que no se observaron con respecto
al tiempo ni en la interaccién de grupos y tiempo (p>0.05). El consumo de alimento de
los animales WKY unicamente fue significativamente menor en los dias 3 y 5 del
experimento en comparaciéon a CW. (Dia 3: CW: 100 + 4%, WKY: 89 + 3%; F(.1s=

5.644, p<0.05; Dia 5: CW: 100 + 5%, WKY: 82 + 6%,; F1.1s= 5.551, p<0.05) (Fig. 10).
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Fig. 10. Registro diario del consumo de alimento de ratas macho CW (control Wistar) y WKY

(Wistar Kyoto). Valores expresados en porcentaje de diferencia vs control. Media + E.E.M. CW

n= 10/dia, WKY n= 10/dia. ANOVA dos vias. Prueba post-hoc de Bonferroni/Dunn. * p<0.05 vs

C.

5.3 Consumo de liquido

5.3.1 Paradigma Anorexia por deshidratacion

A los animales C y RA se les ofreci6 agua, mientras que a los AN se les ofrecié solucion
salina al 2.5%. Tanto en los animales RA como AN se observd una disminucion del
consumo de liquido en el dia 1, aunque unicamente la disminucién del grupo AN es
estadisticamente significativa en comparacién al C (C: 100 + 7%, RA: 77 + 4%, AN: *

7%; Fa.s6= 7.22, p<0.01) (Fig. 11).

45



A partir del dia 3 y hasta el 7 se observé un aumento estadisticamente significativo del
consumo de liquido de los animales AN en comparaciéon con los animales RA (F 258=
30.569, p<0.001), los cuales consumieron menos cantidad de liquido que los animales
control a partir del dia 5 y hasta el 7 (F255= 30.569, p<0.001). Por medio de la ANOVA
de 2 vias se observé que hubieron diferencias significativas entre grupos (F24s6=
36.73, p<0.0001) y en la interaccién entre grupos y tiempo(F (14.456= 4.523, p<0.0001),

mientras que no se observaron con respecto al tiempo (p>0.05).
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Fig. 11. Registro diario del consumo de liquido de ratas machc C (control), RA (restriccion
alimentaria) y AN (anorexia por deshidratacion). Valores expresados en porcentaje de diferencia

vs control. Media + E.E.M. Control n=20/dia, RA n=20/dia, AN n=21/dia. ANOVA dos vias.
Prueba post-hoc de Bonferroni/Dunn, *** p<0.001 vs C, **** p<0.0001 vs C, +++ p<0.001 vs

RA, ++++ p<0.0001 vs RA.
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5.4 Peso masa grasa corporal/Kg peso corporal

5.4.1 Paradigma Cepa Wistar Kyoto

El peso de la masa grasa, tanto abdominal (tejido adiposo blanco, WAT), como

subescapular (tejido adiposo pardo, BAT), es similar en animales CW y WKY, por lo que

no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) (Fig. 12y 13).

g WAT/Kg peso corporal
N

g WAT/kg peso corporal de ratas macho WKY

r
l

CW

WKY

Fig. 12. Registro del peso del tejido adiposo abdominal (blanco, WAT) de ratas macho CW

(control Wistar) y WKY (Wistar Kyoto) al dia 7 del experimento. Valores expresados en g

WAT/Kg peso corporal. Media + E.E.M. CW n= 10/dia, WKY n= 10/dia. ANOVA una via. Prueba

post-hoc de Bonferroni/Dunn.
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Fig. 13. Registro del peso del tejido adiposo subescapular (pardo, BAT) de ratas macho CW
(control Wistar) y WKY (Wistar Kyoto) al dia 7 del experimento. Valores expresados en g
WATI/Kg peso corporal. Media + E.E.M. CW n= 10/dia, WKY n= 10/dia. ANOVA una via. Prueba

post-hoc de Bonferroni/Dunn.

La masa grasa de los animales sometidos a anorexia por deshidrataciéon se han

publicado anteriormente (67).

5.5 Corticosterona sérica

5.5.1 Paradigma Anorexia por deshidratacion

El contenido de corticosterona en suero en animales macho tanto RA como AN mostro
un aumento significativo contra C al finalizar el experimento (C: 100 + 22%, 1989+ 44
ng/dl; RA: 306 + 53%, 608 + 105 ng/dl AN: 252 + 58%, 501 + 115 ng/dl; F2.22)= 4.927,

p<0.01) (Fig. 14).
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Fig 14. Concentraciéon sérica de corticosterona de ratas macho C (control), RA (restriccion
alimentaria) y AN (anorexia por deshidratacion). Valores expresados en ng/dl. Media + E.E.M.
Control n=8/dia, RA n=8/dia, AN n=8/dia. ANOVA una via. Prueba post-hoc de Fisher, *p<0.05

vs C, ** p<0.001 vs C.

5.6 Tirotropina (TSH) sérica

5.6.1 Paradigma Anorexia por deshidratacion

La concentracién de TSH en suero de animales machos RA disminuy6 en comparacion
al control y a los animales AN, la cual llegé a 41 + 3% (C: 100 + 9%, 1.8 £ 0.2 ng/m|;

AN: 85 + 10%, 1.5 + 0.2 ng/ml; F2.65= 18.218, p<0.001). (Fig. 15).
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Fig 15. Concentracion sérica de TSH de ratas macho C (control), RA (restriccion alimentaria) y

AN (anorexia por deshidratacion). Valores expresados en ng/ml. Media + E.E.M. Control

n=8/dia, RA n=8/dia, AN n=8/dia. ANOVA una via. Prueba post-hoc de Bonferroni/Dunn, ****

p<0.0001 vs C, ++++ p<0.0001 vs RA.

5.6.2 Paradigma Wistar Kyoto
Las concentracion de TSH en suero de animales machos WKY fue significativamente
mayor vs CW al finalizar el experimento, llegando a 235 + 40% (CW: 100 + 19%, 1.3 £

0.2 ng/ml; WKY: 235 + 40%, 3.1 + 0.5 ng/ml; F 1 15= 8.523, p<0.05) (Fig. 16).
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Fig. 16. Concentracion sérica de TSH de ratas macho CW (control Wistar) y WKY (Wistar

Kyoto). Valores expresados en ng/ml. Media + E.E.M. CW n= 10/dia, WKY n= 10/dia. ANOVA

una vias. Prueba post-hoc de Bonfetroni/Dunn, * p<0.05 vs CW.

5.7 Triyodotironina (T5) sérica

5.7.1 Paradigma Anorexia por deshidratacion

La concentracién de T3 en suero de animales machos RA y AN mostré una disminucion
estadisticamente significativa vs control (F221)= 7.751, p<0.01), llegando a 70 + 7% y 80

+ 3% respectivamente (C: 100 + 5%, 66 + 3 ng/dl) (Fig. 17).

51



0 T, en suero de ratas macho (ng/dl)

70 A
*k%k

50 A

—

40 -

T3 (ng/dl)

20 -
10 1

Control RA AN

Fig 17. Concentracién sérica de T de ratas macho C (control), RA (restriccién alimentaria) y AN

(anorexia por deshidratacion). Valores expresados en ng/dl. Media + E.E.M. Control n=8/dia, RA

n=8/dia, AN n=8/dia. ANOVA una via. Prueba post-hoc de Bonferroni/Dunn, * p<0.05 vs C, ***

p<0.001 vs C.

5.7.2 Paradigma Wistar Kyoto
Las concentracion de T; en suero de animales machos WKY fue significativamente
mayor vs CW al finalizar el experimento, llegando a 132 + 7% (CW: 100 + 5%, 58.5 + 3

ng/dl; WKY: 132 + 7%, 77 + 4 ng/dl; F(1 1= 13.555, p<0.01) (Fig. 18).
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Fig. 18. Concentracion sérica de T; de ratas macho CW (control Wistar) y WKY (Wistar Kyoto).

Valores expresados en ng/dl. Media + E.E.M. CW n= 10/dia, WKY n= 10/dia. ANOVA una via.

Prueba post-hoc de Bonferroni/Dunn. ** p<0.01 vs CW.

5.8 Tiroxina (T,4) sérica

5.8.1 Paradigma Anorexia por deshidratacion
La concentracion de T4 en suero de animales machos RA y AN mostré una disminucién
estadisticamente significativa vs control (F221)= 8.006, p<0.01), llegando a 67 + 6% y 63

+ 10% respectivamente (C: 100 + 4%, 4.5 + 0.2 ng/dl) (Fig. 19).
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Fig 19. Concentracién sérica de T, de ratas macho C (control), RA (restriccion alimentaria) y AN

(anorexia por deshidratacion). Valores expresados en ng/dl. Media + E.E.M. Control n=8/dia, RA

n=8/dia, AN n=8/dia. ANOVA una via. Prueba post-hoc de Bonferroni/Dunn, ** p<0.01 vs C.

5.9 Leptina sérica

5.9.1 Paradigma Anorexia por deshidratacion

La concentracion de leptina en suero de animales macho RA y AN mostré una
disminucion estadisticamente significativa vs control (Fp21= 25.356, p<0.0001),
llegando a 11 + 7% y 15 + 8% respectivamente (C: 100 + 15%, 3430 + 516 pg/ml) (Fig.

20).
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Fig 20. Concentracién sérica de leptina de ratas macho C (control), RA (restriccion alimentaria)

y AN (anorexia por deshidratacion). Valores expresados en pg/ml. Media + E.E.M. Control

n=8/dia, RA n=8/dia, AN n=8/dia. ANOVA una via. Prueba post-hoc de Bonferroni/Dunn, ****

p<0.0001 vs C.

5.9.2 Paradigma Wistar Kyoto
La concentraciéon de leptina en suero de animales machos WKY no se pudo detectar

debido a que fue muy baja (CW= 2277 + 415 pg/ml).
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5.10 Expresién del RNAm de CART por RT-PCR en el paradigma de la

cepa Wistar Kyoto

La expresion del RNAm de CART en NPV, ARC e HL de los animales WKY no tuvo
cambios significativos vs CW al término del experimento (p>0.05) (Fig. 21). La
expresion del RNAm de CART por RT-PCR ya se ha realizado anteriormente en el

paradigma de anorexia por deshidratacion (109).

Expresion de CART y TRH en hipotalamo de ratas
macho Wistar Kyoto
BCW OWKY
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Fig 21. Contenido de RNAm de CART en NPV, ARC e HL de ratas macho CW (control Wistar) y
WKY (Wistar Kyoto). Valores expresados en porcentaje de diferencia vs control. Media + E.E.M.

Control n=6/dia, WKY n=6/dia. ANOVA una via. Prueba post-hoc de Bonferroni/Dunn, p>0.05.
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5.11 Expresion del RNAm de CART por ISH

5.11.1 Paradigma Anorexia por deshidratacion

5.11.1.1 NPV anterior, medial y posterior

La senal de hibridacion del RNAm de CART en el NPV anterior de animales RA fue
significativamente menor vs C (Fp17= 5.224, p<0.05). (Fig. 22 y 23). No hubo
diferencias significativas de animales AN vs C o RA (p>0.05).

La sefial de hibridacion del RNAm de CART en el NPV medial de animales RA y AN no
mostré diferencias significativas vs C (p>0.05) (Fig. 22 y 23).

La sefal de hibridacién del RNAm de CART en el NPV posterior de animales RA y AN

no mostré diferencias significativas vs C (p>0.05). (Fig. 22 y 23).
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Fig. 22. Fotomicrografia en campo oscuro mostrando la expresién del RNAm de CART en el
NPV anterior, medio y posterior de ratas macho C (control), RA (restriccién alimentaria) y AN
(anorexia por deshidratacion), detectada por ISH utilizando sondas de oligonucleétidos

marcadas con **S-CART. 3V, tercer ventriculo.
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Fig. 23. Andlisis computarizado de la imagen de la expresion del RNAm de CART en el NPV
anterior de ratas macho C (control), RA (restriccion alimentaria) y AN (anorexia por
deshidratacion), detectada por ISH utilizando sondas de oligonucleétidos marcadas con *°S-

CART. Valores expresados en porcentaje de diferencia vs C (C= 100%). Media + E.E.M.

n=8/grupo. ANOVA una via. Prueba post-hoc de Bonferroni/Dunn, ** p<0.01 vs C.
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5.11.1.2 Hipotalamo Lateral y ARC

La sefal de hibridacion del RNAm de CART en el HL de animales RA fue menor
significativamente vs C y AN (F2,15= 11.001, p<0.01) (Fig. 28 y 29).

La senal de hibridacion del RNAm de CART en el ARC de animales RA fue menor

significativamente vs C (F2,19= 10.287, p<0.001). (Fig. 24 y 25).

HL

ARC

Fig. 24. Fotomicrografia en campo oscuro mostrando la expresién del RNAm de CART en el HL
y ARC de ratas macho C (control), RA (restriccion alimentaria) y AN (anorexia por
deshidratacion), detectada por ISH utilizando sondas de oligonucledtidos marcadas con *S-

CART. 3V, tercer ventriculo; Fx, fornix.
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Fig. 25. Analisis computarizado de la imagen de la expresion del RNAm de CART en el HL y
ARC de ratas macho C (control), RA (restriccion alimentaria) y AN (anorexia por
deshidratacion), detectada por ISH utilizando sondas de oligonucleétidos marcadas con *S-

CART. Valores expresados en porcentaje de diferencia vs C (C= 100%). Media + E.E.M.

n=8/grupo. ANOVA una via. Prueba post-hoc de Bonferroni/Dunn, *** p<0.001 vs C, ++ p<0.01

vs RA.
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5.11.2 Paradigma Wistar Kyoto

5.11.2.1 NPV anterior, medial y posterior

La sefial de hibridacién del RNAm de CART en el NPV anterior de animales WKY fue
mayor significativamente vs CW (F 4 10= 7.692, p<0.05) (Fig. 26 y 27).

La senal de hibridacion del RNAm de CART en el NPV anterior de animales WKY fue
mayor significativamente vs CW (F 1 14= 15.574, p<0.01) (Fig. 26 y 27).

La sefial de hibridacion del RNAm de CART en el NPV anterior de animales WKY

mostré aumento significativo vs CW (F1,14= 11.717, p<0.01) (Fig. 26 y 27).
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Fig. 26. Fotomicrografia en campo oscuro mostrando la expresion del RNAm de CART en el
NPV anterior, medio y posterior de ratas macho CW (control Wistar) y WKY (Wistar Kyoto),

detectada por ISH utilizando sondas de oligonucleétidos marcadas con *S-CART. 3V, tercer

ventriculo.
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Fig. 27. Analisis computarizado de la imagen de la expresion del RNAm de CART en el NPV
anterior, medio y posterior de ratas macho CW (control Wistar) y WKY (Wistar Kyoto), detectada
por ISH utilizando sondas de oligonucleétidos marcadas con **S-CART. Valores expresados en

porcentaje de diferencia vs CW (CW= 100%). Media + E.E.M. n=8/grupo. ANOVA una via.

Prueba post-hoc de Bonferroni/Dunn, *p<0.05 vs CW, **p<0.01 vs CW.
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5.11.2.2 Hipotalamo Lateral y ARC

La sefial de hibridacion del RNAm de CART en el HL de animales WKY no mostré
diferencias significativas entre CW y WKY (p>0.05) (Fig. 28 y 29).

La sefial de hibridacion del RNAm de CART en el ARC de animales WKY no mostré

diferencias significativas vs CW (p>0.05) (Fig. 28 y 29).

HL

ARC

Fig. 28. Fotomicrografia en campo oscuro mostrando la expresion del RNAm de CART en el HL
y ARC de ratas macho CW (control Wistar) y WKY (Wistar Kyoto), detectada por ISH utilizando

sondas de oligonucleétidos marcadas con **S-CART. 3V, tercer ventriculo; Fx, fornix.
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Fig. 29. Analisis computarizado de la imagen de la expresién del RNAm de CART en el HL y

ARC de ratas macho CW (control Wistar) y WKY (Wistar Kyoto), detectada por ISH utilizando

sondas de oligonucledtidos marcadas con **S-CART. Valores expresados en porcentaje de

diferencia vs CW (CW= 100%). Media + E.E.M. n=8/grupo. ANOVA una via. Prueba post-hoc de

Bonferroni/Dunn.
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5.12 Resumen de resultados integrados

Los resultados se resumen en la tabla 4, donde los cambios significativos que se

muestran, ya sea aumento o disminucioén, son contra su respectivo control (C en

anorexia por deshidratacion; CW en cepa Wistar Kyoto), a menos que se indique lo

contrario.

Tabla 4. Resumen de resultados integrados.

Anorexia por deshidratacion | Cepa Wistar Kyoto
RA AN WKY
Peso corporal l !
Consumo de alimento l =
Tejido adiposo blanco 1 67) 1 ©67) =
Tejido adiposo pardo 1 67) 1 67) —
Corticosterona sérica 1 1 1 (114)
TSH sérica l T vs RA il
T; sérica ! ! 1
T, sérica l l = (113)
Leptina sérica ! ! !
RNAm de CART
NPVa | = 1
NPVm = = 1
NPVp = = 1
HL ! T vs RA =
ARC l = =
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VI. Discusion

6.1 Peso corporal y consumo de alimento

6.1.1 Paradigma Anorexia por deshidratacion
Los animales que presentan un balance energético negativo, como los que se
encuentran bajo restriccion alimentaria, tanto forzada (RA) como voluntaria (AN),
presentan cambios en el contenido sérico de hormonas y en la expresion de
neuropeéptidos hipotaldamicos involucrados en la regulacion de la homeostasis
energeética. Todos estos cambios favorecen la adaptacién del organismo a la menor

disponibilidad de alimentos (121).

Al evaluarse la expresion de NPY y de POMC (que son los péptidos orexigénicos y
anorexigénicos mas potentes en el ARC) de animales RA y AN, se observa que no
existe diferencia, lo que descarta su participacion en la aparicion de la conducta de
anorexia en animales AN. Lo mismo sucede con la neurotensina (NT/N) en ARC.
Puesto que la concentracion sérica de corticosterona, leptina e insulina (99) es también
similar entre animales que estan motivados por la busqueda de alimentos y los que no

lo estan, tampoco pueden ser responsables de la anorexia de los animales AN.

En cambio, al analizar la expresién de pro-TRH (considerado un péptido con accion
anorexigenica) en el NPV, se ha visto que solo el grupo de AN presenta un aumento en
el contenido de RNAm de TRH, especificamente en las regiocnes anterior y posterior del
NPV (67, 73, 100, 103). Los cambios en la expresién de TRH en los animales AN estan

acompanados de incremento en la concentracion sérica de TSH y de reducciéon del
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contenido del RNAm del receptor de TRH (TRH-R1) en la adenohipdfisis (67), lo que
implica que el eje tiroideo no se adapta en AN al déficit de nutrimentos como lo hace el
de RA. Estos cambios se revierten por la inyeccién del antagonista especifico al
receptor CRH-R2 (ASG-30) restableciéndose la habilidad de adaptacién del eje HHT al
estimulo de AN (73); pero al analizar la conducta alimentaria (registro del consumo
alimentario) en animales inyectados con este farmaco, sélo se observa una atenuacién
de la anorexia, y no una reversion total. Por esto se ha sugerido que hay otros factores
involucrados en la desmotivacion por el consumo de alimentos en los animales
deshidratados, tales como la desregulacion en la via de sefializacion de NPY mediada
por el receptor NPY-Y1 en el NPV, la activacion diferencial de las orexinas en el HL
mediada por su receptor Ox1-R del NPV y la desregulacion en la via de sefializacion de

leptina mediada por su receptor Ob-Rb directamente en NPV (103), entre otros.

La disminucion en el consumo de alimento de las ratas AN observada en este estudio
corresponde a lo reportado con anterioridad (67, 73, 99, 103) y confirma la aparicién de
una conducta anoréxica en los animales deshidratados. Es posible que puesto que los
compartimientos de los fluidos estan comprometidos, ya que el organismo no puede
amortiguar su pérdida, los animales no consumen alimentos como un cambio
adaptativo que asegura la supervivencia de los animales. Asi, es menor la cantidad de
agua necesaria para la digestion, la salivacion, la motilidad intestinal y la ingestion de
alimentos dependiente del ciclo circadiano; en cambio, se favorece el transporte de
agua desde el intestino hacia el resto del cuerpo amortiguandose- los efectos de la

hiperosmolemia (95, 98, 122, 123).
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Tanto en animales RA como AN, el peso corporal disminuyé drasticamente en
comparaciéon con C, aunque no se observaron diferencias significativas a lo largo del
experimento entre ambos grupos experimentales. Esto se puede deber a que ambos
consumen la misma cantidad de alimento, y a que el peso del tejido adiposo
subescapular (tejido adiposo pardo, BAT) y del tejido adiposo abdominal (tejido adiposo
blanco, WAT) es similar tanto en RA como en AN (67), lo que apoya que presentan los
mismos cambios metabdlicos, como la disminucién en la concentracion de leptina. Esto
también se observa en pacientes con anorexia nervosa, en donde hay una disminucién
marcada del tejido adiposo, el cual conlleva a la disminucién de la concentracion sérica

de leptina (56).

El aumento en el consumo de liquido de los animales AN confirma el comportamiento
de busqueda de liquido que se ha reportado en estudios previos (67, 95, 124), donde se
ha visto que dado que la unica fuente de liquido es hipertonica, los animales
desarrollaron gradualmente hipernatremia e hiperosmolemia, lo que se ha asociado con
aumento de sed y activaciéon de mecanismos que motivan el consumo de agua. Puesto
que la solucién salina es el unico liquido disponible, la motivaciéon por el consumo de

agua se manifiesta en los animales AN (95, 98, 124).

6.1.2 Paradigma Cepa Wistar Kyoto
El peso de las ratas WKY fue menor que los animales CW a lo largo del experimento,
coincidiendo con reportes anteriores (114, 125). La diferencia de peso corporal entre
CW y WKY podria deberse a la desregulacion del eje HHA caracteristico de estos

animales, ya que como se menciond, la susceptibilidad a la hipercortisolemia podria
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contribuir al desarrollo de la anorexia, aunque los mecanismos por los cuales se pudiera
dar este efecto son desconocidos. Se sabe que el CRH tiene un efecto anorexigénico
(10, 60, 61) y se ha medido su contenido en el hipotadlamo en diversas cepas (Brown-
Norway, Fisher 344, Lewis, espontaneamente hipertensas y Wistar Kyoto) mostrando
que no hay cambios entre ellas (126); de la misma manera, la expresion del RNAm de
CRH en el NPV de animales WKY no esta incrementada, por lo que la disminucion de la
ingestion alimentaria, asi como la desregulacion del eje HHA se estarian dando por

factores diferentes a CRH.

Es mas probable que el menor peso que se observa en los animales WKY sea causado
por alteraciones en el eje HHT; ya que, el aumento en la concentracion de T; (113)
podria provocar un mayor gasto energético basal para los animales WKY (127, 128).
Esto se daria gracias a la produccién de energia en forma de calor por medio de las
proteinas desacopladoras (UCP). Durante el proceso de sintesis de ATP por medio de
la fosforilacion oxidativa, se establece un gradiente de protones a través de la
membrana interna mitocondrial. Sin embargo, una proporcién del gradiente de protones
se fuga por las UCP’s, lo que lleva a la generacién de calor. Esto sucede principalmente
en tejidos periféricos, como el tejido adiposo pardo (BAT) en los roedores o en musculo
esquelético en roedores y humanos; cuando este proceso ocurre en condiciones
basales se le llama termogénesis (127). La T; actiia como factor de transcripcién de los
genes de las UCP’s (UCP1, UCP2, UCP3), que se encuentran en el DNA mitocondrial,
regulando de esta manera la termogénesis y la tasa metabdlica (90, 129). Como los
animales WKY presentan una concentracion sérica mayor de T, ésta podria significar

que la termogénesis y la tasa metabdlica basal de los WKY son mayores a las CW y
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que los WKY se encontrarian en balance energético negativo, teniendo un peso

corporal menor a las CW.

Ademas de que los animales WKY tuvieron menor peso corporal que los CW, su
consumo alimentario estuvo disminuido en los dias 3 y 5 vs CW. Esto podria explicarse
por la disminuciéon en la concentracion sérica de grelina (hormona gastrointestinal
orexigénica) que presentan los animales WKY, en comparacion con la de los Wistar
wild type (130). De hecho, los animales WKY ayunados no presentan un incremento de
la concentracion sérica de grelina, lo que si se observa en los animales Wistar wild type
ayunados, sugiriendo que las células que sintetizan grelina (células A) en animales
WKY, no son sensibles a estimUIos como la disminuciéon de la ingestiéon alimentaria

(125).

Otra posible causa seria la alteracion en la expresion de péptidos que regulan el
balance energético; por ejemplo, la hormona gastrina que se sintetiza en el tracto
gastrointestinal (células G de la mucosa del antro gastrico) (131) y su liberacién se
encuentra regulada por el péptido liberador de gastrina (GRP), entre otros factores
(132), quien a su vez se sintetiza en diversas regiones del SNC (133, 134), como el
hipotalamo, incluyendo a la regién medial parvocelular del NPV (135). Se ha propuesto
que la gastrina esta relacionada con la regulacion de la conducta alimentaria, ya que su
contenido sérico se encuentra disminuido en animales con restriccion alimentaria (125),
por lo que podria tener un efecto anorexigénico. La concentracion sérica de la hormona
gastrina esta incrementada en ratas WKY al compararla con las Wistar wild type (125),

lo que contribuiria a la disminucion de la ingestion alimentaria de animales WKY.
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Por otra parte, puede ser que haya alteraciones en la expresion del péptido GRP, ya
que se le ha implicado en la regulacién de la ingestion alimentaria y el balance
energético, en donde la restriccion alimentaria disminuye la expresion del RNAm de
GRP (136). Por lo que al ser un péptido sintetizado en el NPV, lo propone como un
candidato a ser estudiado como uno de los posibles factores que puedan estar

causando la conducta de anorexia en animales WKY.

Otro factor que podria estar involucrado con el menor consumo alimentario de los
animales WKY son las orexinas, especificamente la orexina A, la cual se ha vinculado
con la regulacién de la conducta alimentaria induciendo en animales un mayor consumo
de alimentos (orexigénico) (137, 138). Los animales WKY presentan disminucién tanto
en el contenido del péptido de orexina A como en el RNAm de prepro-orexinas en el
hipotalamo lateral anterior y posterior en comparacién con animales Wistar wild type,
asi como en otras areas involucradas en la regulaciéon de la conducta alimentaria como
la amigdala (139); por lo que la disminucién en la expresion y contenido de orexina A

podria estar influenciando el menor consumo de alimentos de los animales WKY.

Los animales sometidos a estrés por deshidratacion muestran claros signos del
desarrollo de una conducta de anorexia, evidenciado por la disminucién “voluntaria” del
consumo de alimento y por la pérdida de peso al comparar con los de RA. Por otra
parte, los animales WKY tienen menor peso corporal y consumo de alimento de manera
basal, aunado a un eje HHA desregulado, que suele subyacer la aparicién de anorexia
nervosa, por lo que es factible que esta cepa pudiera ser utilizada como un modelo

“natural” de la anorexia.
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6.2 Cambios en el eje HHA

6.2.1 Paradigma Anorexia por deshidratacion
El contenido sérico de corticosterona en animales AN y RA aument6 respecto al de los
controles, lo que coincidi6 con lo reportado anteriormente (73, 99, 103). Este aumento
significa que la anorexia esta siendo inducida por el estrés por deshidratacion, y que el
modelo respondi6 conforme a lo esperado, basandonos en estudios previos (67, 73, 99,
103). Esto ademas concuerda con las alteraciones endécrinas que presentan los
pacientes con anorexia nervosa, tales como una desregulacién del eje HHA,
observandose hipercortisolemia, aunque la elevacion en la concentracion de cortisol
también puede estar elevada en orina y saliva en comparacién con controles saludables
(140, 141). Diversos estudios se han enfocado en dilucidar en qué punto del eje HHA
ocurre la desregulacion. A pesar de que la respuesta de ACTH a CRH esta disminuida
e indica el buen funcionamiento de la retroalimentacion negativa a nivel de la
adenohipdfisis, la concentracion basal normal de ACTH (la cual deberia estar
disminuida) y la falla de la dexametasona (glucocorticoide sintético) para suprimir
completamente la produccién de cortisol, sugieren una alteracion en la
retroalimentacién negativa o en su punto de control (set point) en el hipotalamo (141,

142).

La prevalencia de comorbilidades en pacientes con anorexia, incluyendo trastornos de
depresion y ansiedad (57), aunado a la elevada concentracién de CRH en el liquido
cerebroespinal, sugieren la alteracién del eje HHA por un mecanismo central que puede

deberse a CRH (143). La desregulacién del eje HHA se revierte parcialmente con la

74



ganancia de peso de pacientes con anorexia, sugiriendo que la susceptibilidad

subyacente a la hipercortisolemia contribuya al desarrollo de la anorexia (141).

El incremento en la concentraciéon de corticosterona en animales RA y AN pudo
deberse a la disminucion en la tasa catabdlica de glucocorticoides en el higado, dada la
reduccioén de la actividad de la enzima 4,5-dihidrocorticosterona: NADP+ delta 4-oxido
reductasa (144), que se presenta en condiciones de balance energético negativo (145-
148). Ya que ambos grupos experimentales presentaron el aumento de la
concentracion seérica de corticosterona, éste no pudo ser un factor determinante para la
falta de motivacion por el consumo de alimento en animales AN; tampoco se le pudo
atribuir la expresion diferencial de TRH, a pesar de que la corticosterona regula

negativamente su expresion en el NPV (69, 149).

Los glucocorticoides (GC) pueden regular la expresion génica de manera independiente
a la union con el DNA (elemento de respuesta a glucocorticoides, GRE) via la
interaccion proteina-proteina con otros factores de transcripcion, como el factor de
transcripcion STAT (activador de la transcripcion y transductor de sefiales) (150). Dado
que el promotor del gen CART tiene un sitio de unién para el factor de transcripcion
STAT (151), es posible que los GC regulen la expresion de CART por este mecanismo,

interfiriendo en la accion de STAT.

El hecho de que existan receptores de glucocorticoides (GR) en el ARC e HL (152), y
que su RNAm co-localice con el de POMC y CART en esos ntcleos (153, 154) sugiere

que la corticosterona podria participar en la modulacion de la expresion de CART.
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Evidencia en favor de esta propuesta es el hecho de que la administracion
intraperitoneal (i.p.) de corticosterona aumenta los niveles del péptido CART en sangre
(155), y la adrenalectomia reduce la expresion del RNAm de CART en ARC y NPV
(156, 157). Sin embargo, nuestros animales AN y RA presentaron un incremento similar
de contenido sérico de corticosterona, por lo tanto no seria factible que dicha hormona
fuera responsable de la expresion diferencial de CART en ARC e HL de animales con
AN, por lo que otros factores podrian estar involucrados, como una posible expresion

diferencial de los receptores de GC en ARC e HL y la leptina.

6.2.2 Paradigma Cepa Wistar Kyoto
Se sabe que las ratas WKY son una cepa con un perfil sensible a estrés que afecta su
funcion conductual, endécrina y autonémica (158). El fenotipo de los animales WKY
esta caracterizado por aumento en la concentracion sérica de ACTH en respuesta a
estrés y resistencia del eje HHA a la retroalimentacion por glucocorticoides (111, 159).
Ademas, las ratas WKY son mas susceptibles a desarrollar ulceras inducidas por estrés
por inmovilidad que las Wistar wild type (160, 161), sugiriendo que también las
respuestas autonémicas al estrés estan elevadas. Finalmente, se ha propuesto a la
cepa WKY como susceptible a la depresion (cuyo desarrollo también esta asociado a la
hiperactividad del eje HHA), ya que adoptan diversas conductas pasivas en diferentes
situaciones, tales como falta de exploracion en la prueba de campo abierto, inmovilidad
en la prueba de nado forzado, rapida adquisicion de la desesperanza aprendida e
inmovilidad en el modelo de enteramiento defensivo (162-164). Todo esto propone a las

ratas WKY como un modelo de depresién relacionado al estrés. Esto es importante, ya
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que se ha encontrado que la alteracién de la conducta alimentaria en pacientes con

anorexia, subyace a otros padecimientos psiquiatricos, entre ellos la depresion (57).

Las alteraciones observadas en el eje HHA de animales WKY, coinciden con aquéllas
presentes en pacientes con anorexia y con hipercortisolemia, sobre todo en la falta de
respuesta del eje HHA a la retroalimentacion negativa por glucocorticoides. Esto se ha
apoyado por el incremento en la secrecién y concentraciéon de ACTH tanto en la cepa
WKY como en individuos anoréxicos (114, 115). Puesto que el funcionamiento del eje
HHA depende de proyecciones aferentes de la amigdala y de la estria terminal (BNST),
donde la expresién de CRH es abundante (165), no podemos descartar la participacién
del péptido de regiones limbicas en las alteraciones enddcrinas y en las respuestas de
estos animales al estrés. CRH aumenta en un ntcleo cercano a locus coeruleus (158),
por lo que seria interesante determinar la expresion del RNAm de CRH en otros
nucleos, como la amigdala y la estria terminal (BNTS), que podrian estar participando

en la desregulacion del eje HHA de animales WKY.

La condicion de anorexia en animales AN y la reduccion en el consumo alimentario
coinciden con el aumento de la concentracion sérica de GC. Sin embargo, serian
necesarios experimentos de adrenalectomia para evidenciar su efecto. Por otro lado,
aunque los GC no parecen responsables de los cambios en la expresion de péptidos
hipotalamicos de AN (ya que RA también presenta el incremento de GC), no se puede
descartar que la sintesis, el numero y/o la afinidad de los receptores d glucocorticoides
(GR) en el ARC, en el NPV o en el HL estén alterados diferencialmente entre AN y RA.

Los animales WKY presentan una mayor concentraciéon sérica de GC, aunado a que
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son una cepa susceptible a la depresién y ansiedad, por lo que probablemente las
alteraciones que sucedan, tanto en el eje HHA como en la conducta (trastornos

psiquiatricos) sean a nivel central.

6.3 Cambios en el eje HHT

6.3.1 Paradigma Anorexia por deshidratacion
En este estudio analizamos los cambios en parametros del eje tiroideo que nos
permitieran reproducir alteraciones encontradas anteriormente en los animales con
deshidratacion y asegurarnos de su respuesta, segun lo reportado (67, 73, 103).
Sabiendo que el RNAm de CART co-localiza con el de TRH en las neuronas
hipofisiotrépicas que regulan el eje HHT (166, 167), resolvimos analizar cambios en la
concentracion sérica de HT y TSH. Esto podria tener efecto sobre la expresiéon de

CART de las neuronas hipofisiotropicas.

El ele HHT en respuesta a estresores ambientales o bajo algunas condiciones
patolégicas, ajusta su punto de control por retroalimentacion ejercido por las hormonas
tiroideas (66). Esto, como una manera de mantener la homeostasis ante las

circunstancias de baja disponibilidad de alimentos (67-70, 72, 73, 168-170).

Los animales RA mostraron hipotiroidismo terciario, como se ha reportado, causado por
la reducida ingestion de alimentos. Este hipotiroidismo se caracteriza por la disminucion
en la concentracion sérica de TSH, T3, T, (medidos en este trabajo) asi como por la

disminucién de la expresion del RNAm de pro-TRH en NPV (67, 69, 70, 73, 103);
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ademas, por un aumento en el contenido de TRH en la eminencia media, lo que
evidencia que su liberacién se encuentra inhibida (68-70, 168, 169). El ayuno y la
restriccion alimentaria son condiciones que regulan de manera negativa la expresion de
pro-TRH en NPV (69, 70, 72), sin importar que la concentracion de las HT esté
disminuida, por lo que la retroalimentacion negativa del eje HHT se bloquea (88). Estos
cambios conforman una respuesta adaptativa que lleva a reducir la termogénesis,
disminuir la degradaciéon de las reservas energéticas (171-173) vy favorecer la

sobrevivencia de los animales.

Al contrario de lo que ocurrié en los animales en restriccion forzada de alimentos RA,
los AN mostraron hipotiroidismo primario (disminucién del contenido sérico de las HT),
lo que mostro la incapacidad de adaptacion de su eje HHT a nivel hipotalamico a pesar
de la deficiencia de nutrimentos; ademas de la reducida concentracion sérica de T3 y Ty,
el hipotiroidismo se reconocié por el aumento del contenido de TSH, de la expresion de
pro-TRH en NPV (67, 73, 103) y el incremento en la la liberacion de TRH (menor
contenido en las terminales nerviosas del NPV) (67). A pesar de que la concentracion
de TSH aumento, el contenido de las HT disminuyd, lo que puede estar relacionado con
el aumento de la internalizacion del receptor para TSH en la glandula tiroides después
de la deshidratacion, precisamente por el elevado contenido sérico de tirotropina. Esto
se ha demostrado en estudios de hipotiroidismo in vitro e in vivo (qQue se presenta con
aumento en el contenido de TSH), donde la union del péptido al receptor disminuye en
mas del 50% (174, 175). La elevacion en la concentracion sérica de TSH en AN pudo
deberse al aumento del RNAm de pro-TRH observado en la region posterior del NPV

(100), cuyas neuronas TRHérgicas hipofisiotropicas (77), activarian la sintesis de TSH.
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Ahora se conoce que el aumento en la expresion de pro-TRH del NPV de animales
deshidratados se presenta en la region anterior y posterior del NPV (100) y que las
neuronas de la region posterior son hipofisiotrépicas, lo que apoya que la liberacion de

TSH en esos animales resulta del incremento en la expresion y liberacion de TRH.

6.3.2 Paradigma Cepa Wistar Kyoto
Los animales WKY presentaron concentraciones séricas elevadas de TSH y Tj, lo cual
coincide con la descripcion del fenotipo tiroideo de animales WKY, donde también se ha
caracterizado la concentracion sérica normal de T4 (113). El aumento en la
concentracion sérica de TSH y T3 parecié ser independiente de TRH, ya que el
contenido de su RNAm en NPV es similar al de los animales Wistar wild type (176). Es
posible que el aumento de la concentracién sérica de TSH y T; de animales WKY se
deba a una insensibilidad de las neuronas hipofisiotropicas del NPV del hipotalamo
(evidenciada porque las HT no reducen TRH), lo que afectaria la retroalimentacion
negativa; ademas de que los animales WKY presentan activacion del eje HHT en
estado basal con respecto a las Wistar wild type. Esto se respalda en estudios donde la
administracion de la misma concentracion de HT (T4 en el agua, administracion i.p. de
T3), las cuales tienen actividad similar a antidepresivos, no tienen el mismo efecto en
animales WKY y Wistar wild type sometidas a pruebas de depresién (nado forzado). En
las ratas wild type se reduce la inmovilidad (pardmetro para medir la depresion),
mientras que en las WKY no se observa un efecto (113); por lo que podria haber

insensibilidad a nivel del SNC.
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Como el contenido sérico de TSH y T3 estan incrementados en las ratas WKY, es
posible que se necesite mayor concentracién de T3 para regular negativamente a TSH;
esto esta apoyado en estudios de hipotiroidismo e hipertiroidismo inducido en animales
WKY. En el hipotiroidismo inducido (administracion de propiltiouracilo, PTU;
tiroidectomia) en WKY, donde la concentracion de las HT disminuye marcadamente, se
observa un aumento de TSH sérica el cual es mucho mayor que en las WKY
eutiroideas (sin tratamiento) y el hipertiroidismo por administracion de T, y de T; en
WKY, donde la concentracién de las HT aumenta significativamente, disminuye la
concentracion de TSH a valores menores que en las eutiroideas (113), mostrando que
el punto de control (set point) del eje HHT por HT en animales WKY presenta un umbral

mayor o menor, segun sea el caso.

El aumento de la concentracion sérica de TSH en animales WKY, tendria que llevar a
un aumento de la concentracién de Ty, pero esto no se observa. Esto podria deberse al
desarrollo de una condicién de resistencia a TSH, la cual se puede dar debido a
mutaciones en el gen del receptor de TSH (TSHR), que se ha observado en humanos
que padecen resistencia a TSH y tienen el contenido sérico de T4 normal (177). De la
misma manera se han encontrado 3 alteraciones en la secuencia de la region
codificante del gen TSHR en rata, siendo dos de ellas especificas de las ratas WKY en
comparacion con la secuencia publicada (cepa FRTL-5/Fisher). Cambios reportados en
humanos relacionados con los mismos aminodacidos, indican que esas alteraciones en
el gen TSHR en animales WKY podrian inactivarlo parcialmente y por lo tanto causar la

resistencia a TSH (178).

81



También se han encontrado alteraciones en la regiéon 3'UTR del gen de la desyodasa /
[D1, responsable de la transformacion de T4 en T; y T3 reversa (rT;) en tejidos
periféricos (179)] en WKY (178). Dichas alteraciones pueden ser importantes, ya que se
han caracterizado polimorfismos de un solo nucleétido (SNP’s) en la regiéon 3'UTR del
gen D1 de humanos que estan asociados con alteraciones en las tasas de hormonas
tiroideas en plasma (180). Si esto ocurre en la rata, entonces podria estar relacionado

con el patron alterado de la relacion de T4/T3; en animales WKY.

De la misma manera se encontraron alteraciones en la regién 3'UTR del gen de la
desyodasa Il [D2, responsable de la transformacion de T4 en T3 (responsable del 25%
de T3 plasmatica (179))] de animales WKY (178), que podria afectar la traduccién o la
actividad enzimatica de la proteina, o alterar la estructura del RNAm, su estabilidad o su
plegamiento, llevando a las alteraciones observadas en la concentracion sérica de
hormonas tiroideas. Es importante considerar que ninguna de las alteraciones que se
presentan en un solo gen (TSHR, D1, D2) podria explicar las diferencias de los
animales WKY vs CW, y que es posible que alteraciones en un gen no identificado
asociado al fenotipo tiroideo de los animales WKY (178) pudiera contribuir a las

alteraciones observadas.

Tanto los animales AN como los WKY presentan una expresion de TRH elevado o sin
cambio, respectivamente, a pesar de encontrarse en balance energético negativo de
energia. Esto contrasta con el esperado decremento de TRH que se observa en
restriccion alimentaria, ayuno y desnutricién, y apoya el papel anorexigénico del péptido

en NPV. En conclusion, la alteracién del eje HHT de ambos AN y WKY es central y
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probablemente esta relacionada con su desmotivacion por el consumo de alimentos (la

region anterior del NPV tiene proyecciones hace el ARC).

Ambos grupos de animales presentaron incremento en el contenido sérico de TSH, que
es paraddjico puesto que se encuentran en déficit de nutrimentos. Ademas, presentaron
disminuida o normal la concentracion de T4, respectivamente, evidenciando una menor
respuesta de la tiroides a la tirotropina. En ambos parece haber una resistencia a TSH,
quiza por alteracion de los receptores. En cambio, la concentracion de T3 fue diferente
(disminuida en AN e incrementada en WKY), lo cual puede tener relacién con

alteraciones diferenciales en la actividad de desyodasas.

En conclusién, la disminucién en el peso corporal no parece ser debida a los cambios
en la concentracion sérica de T3. Ya que a pesar de la concentracion disminuida de T
en AN, estos animales bajan de peso considerablemente, lo que puede deberse a una
mayor concentracion local de esta hormona en los musculos (mayor actividad de
desyodasas). Por el contrario, el incremento de T3 en WKY, no parece afectar
importantemente el peso de los animales, ya que solo reducen un 15% vs las CW, lo

que indica que podria haber alteracién de los receptores tiroideos.

6.4 Leptina

6.4.1 Paradigma Anorexia por deshidratacion
La leptina es una hormona secretada por los adipocitos en relacién a la masa grasa

corporal, y que informa a las neuronas del ARC de la situacion de las reservas
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energéticas que se tienen (5, 181), suprimiendo la ingestion alimentaria y permitiendo el
gasto energético (182). La leptina activa directamente a las neuronas que sintetizan
péptidos anorexigénicos (POMC/CART), e inhibe a aquéllas que sintetizan péptidos
orexigénicos (NPY/AgRP) en el ARC, provocando una disminucion en la ingestion

alimentaria (183); asi, la leptina se considera una hormona anorexigénica.

Durante el ayuno y la restriccién alimentaria, el contenido sérico de leptina disminuye
(61), activandose las neuronas NPYérgicas del ARC que liberan NPY en el NPV
principalmente (18, 184-187), lo que estimula la conducta de busqueda de alimento en

los animales.

La concentracién sérica de leptina disminuy6é de manera similar tanto en RA como en
AN vs C; lo que ya se ha observado en estudios previos (67, 73, 99). Esta disminucién
aunada al aumento de la expresién de NPY en ARC en ambos grupos experimentales
(99), sugiere que la aparicion de la conducta de anorexia en animales AN no es debida
a una falla en la respuesta de las neuronas NPYérgicas a la disminucion del contenido
de leptina. De la misma manera, la disminucién similar de la concentracion sérica de
leptina en ambos grupos experimentales no podria estar involucrada en los cambios en

la expresion de CART en NPVa, ARC e HL, que fueron diferenciales entre AN y RA.

La disminuciéon de la concentraciéon de leptina también se ha reportado en pacientes
con anorexia, que esta correlacionada con la disminucién del indice de masa corporal
(IMC) y con la cantidad de grasa corporal (62). De hecho, la cantidad de grasa corporal,

tanto la parda (BAT) como la blanca (WAT), disminuyen de manera similar en RA y AN
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(67), mostrando que ambos grupos presentan los mismos cambios metabdlicos. La
concentracion de leptina se restablece con la ganancia de peso e incluso puede llegar a
concentraciones mas altas que las de sujetos sanos (188). Por lo que el modelo de
anorexia por deshidratacion refleja los cambios en el peso corporal, de la masa grasa y

de la concentracion de leptina que se presentan en pacientes con anorexia.

Por otra parte, se ha reportado que en animales AN la expresion del RNAm de ObRb en
el NPV no aumenta como en los animales RA lo que facilita que censen la poca
concentracion de leptina (103). En la adenohipdfisis también se ha identificado la
expresion del RNAm de leptina y de su receptor ObRb, especificamente en tirétropos
(189-192), donde la hormona actua inhibiendo la secreciéon de TSH y funcionando como
un regulador autécrino/paracrino de TSH (193). Asi, no podemos descartar que la
disminucién de la leptina repercuta sobre la liberacion de TSH, incrementandose en los

animales AN.

6.4.2 Paradigma Cepa Wistar Kyoto
En los animales WKY se observé que la concentracion sérica de leptina disminuyé a
niveles indetectables; esto no correlaciona con la cantidad de grasa corporal que
presentan los animales, ya que el peso del tejido adiposo blanco (WAT) es similar en
animales CW y WKY. Aunque tedéricamente la disminucién del contenido sérico de
leptina activaria la via orexigénica (NPY/AgRP) hipotalamica e inhibiria a la
anorexigénica (POMC/CART) (187), los animales WKY mostraron menor consumo de

alimento vs los CW. Es factible entonces que la via de sefializacion de la leptina hacia
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el ARC esté defectuosa, o bien que la de NPY y de POMC hacia el NPV o hacia el HL,

esté alterada.

La leptina estimula la liberacién de TSH de manera indirecta por su accién sobre el
hipotalamo (ya que aumenta la liberacion de TRH) pero al mismo tiempo inhibe
directamente su liberacion, actuando en la adenohipdfisis (193). La disminucion en la
concentracion de leptina podria estar relacionada indirectamente con el aumento en la
concentracion de T3 de animales WKY por el efecto que ejerce sobre TSH, ya que no se
estaria llevando a cabo la regulacién negativa de la leptina sobre los tirétropos en la
adenohipdfisis. En sentido contrario, es posible que el aumento de T; contribuya al
indetectable contenido de leptina, ya que la administracion sistémica de T3 inhibe la
produccién de leptina en ratas (194). Esto también se ha demostrado in vifro en un
cultivo celular primario de tejido adiposo blanco o pardo de rata, donde la

administracion de T; inhibe la sintesis de leptina (195).

Los humanos con deficiencia congénita de leptina presentan alteraciones en el eje
HHT, aunque los cambios entre pacientes con deficiencia de leptina son
controversiales, observandose concentraciones séricas variables de T4, T3y TSH (196).
Es posible entonces, que la deficiencia de leptina observada en animales WKY esté
relacionada con el fenotipo tiroideo de estos animales, aunque es necesario realizar un

mayor numero de estudios para corroborarlo.

La leptina bloquea directamente la produccién de glucocorticoides a nivel de la glandula

adrenal (197); posiblemente la falta de leptina impide el bloqueo de la produccién de
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corticosterona, observandose una concentraciéon sérica mas elevada en animales WKY.
Por ofra parte, los GC causan elevacion de la concentracién sérica de leptina de
manera crénica, como resultado del incremento de la adiposidad corporal (198-201),
pero esto no se observa en las ratas WKY, ya que no hay mas tejido adiposo ni mayor
concentracion de leptina, por lo que estas evidencias sugieren que en animales WKY se

encuentra alterada la via de GC a nivel de su receptor en tejido adiposo.

La disminuciéon de la concentracion sérica de leptina podria contribuir al aumento de
TSH sérico en ambos grupos. Esto es una evidencia de que los animales estan en
balance negativo de energia. Puesto que su accién es anorexigénica, es factible que su
via de sefalizacion al ARC o al NPV esté alterada (se ha descrito para AN) también en

WKY.

6.5 Expresion de CART en el hipotalamo

6.5.1 Paradigma Anorexia por deshidratacion
La disminucién de la expresion del RNAm de CART en NPVa de los animales RA pudo
deberse a una respuesta hacia el balance energético negativo, ya que la concentracion
sérica de leptina se encuentra disminuida, lo que inhibiria la expresién de CART en el
NPV directamente; esto se apoya en la presencia de receptores a leptina en las células
de dicho nucleo que expresan CART (202). Esto no se observa en animales AN, por lo
que probablemente la sefalizacion de la leptina se encuentra afectada, lo que ya se ha
observado en animales AN, donde la expresion del receptor no responde como lo hace

en los animales RA (aumenta la expresion del RNAm de ObRb) (103). Al no
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incrementarse la expresion de ObRb en respuesta a la baja concentracion de leptina en
animales AN, habria una menor sefalizacion de leptina, y ésta no inhibiria la expresion
de CART. Es conocido que el promotor del gen CART tiene un sitio de unién al factor
de transcripcion STAT (151), el cual es activado en la cascada de sefializacion de la
leptina (203), por lo que seria posible que el efecto de la leptina (si es que ésta fuera

responsable) sobre la transcripcion de CART (en RA) se dé por medio de este factor.

El NPV es un nucleo hipotaldmico que integra sefiales provenientes de diversas
regiones del cerebro relacionadas con la regulacién de la homeostasis energética,
como ARC y NTS (20) y también sefiales enddcrinas periféricas (insulina, leptina,
grelina, CCK). De la misma manera, la region anterior del NPV (NPVa) contiene una
poblacion neuronal que sintetiza TRH que proyecta hacia regiones que participan en la
regulacion de la conducta alimentaria, como el ARC y la amigdala (101). Estos datos
podrian sugerir que la poblaciéon neuronal que sintetiza CART en el NPVa también
estaria involucrada en la regulaciéon de la conducta alimentaria. Esto se apoya por la
existencia de proyecciones de esta region hacia el complejo vago-dorsal (204), que
incluye al NTS y al que se le han atribuido funciones relacionadas con la saciedad
(205). Por lo que la falla en la disminucién del RNAm de CART en el NPVa de animales
AN podria estar causando una mayor sefializacion hacia las regiones mencionadas y
provocar mayor saciedad en estos animales, afectando de esta manera la conducta
alimentaria. No se tienen mas datos que la evidencia anatémica, por lo que es
necesario realizar estudios enfocados en estudiar el papel de CART en estas regiones

cerebrales.
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En las regiones NPVm y NPVp no se observaron cambios en la expresion del RNAm de
CART entre grupos experimentales ni contra los animales control, por lo que CART de
estas regiones no estaria involucrado en las alteraciones de la conducta alimentaria que
se observan en animales AN. Esto apoya que CART s6lo modula el efecto de TRH
sobre la adenohipdfisis para liberar prolactina, mientras que no tiene influencia en la
liberacion de TSH inducida por TRH en condiciones de balance negativo de energia

(206, 207).

En HL y ARC de animales RA se observé disminucion de la expresion del RNAm de
CART, lo que ya se ha observado en ARC de animales ayunados por 24 o 48 h (16), los
cuales presentan aumento de expresion de NPY y AgRP asi como la activacion de la
conducta de busqueda de alimento; también se ha observado que la expresion del
RNAmMm de CART en la region del hipotdlamo dorsomedial/hipotalamo lateral en
animales ayunados por 48 h muestra una tendencia a disminuir, aunque no se alcanza
la significancia estadistica (16), por lo que es posible que se necesite de un ayuno de
mas tiempo o de una restriccion alimentaria semi-aguda para que la disminucion de
CART sea significativa; tal es el caso de este estudio, en el que la expresién del RNAm
de CART en animales RA disminuyé al 7° dia. Estos cambios coinciden con el papel
anorexigénico propuesto para CART; su disminucién en RA favoreceria el consumo de

alimentos.

En contraste, la expresion de CART del ARC e HL no tiene cambio en los animales con
AN. Aunque estas neuronas estan reguladas por leptina (16), su sefalizaciéon parece

defectuosa, ya que la disminucién del contenido sérico de la hormona deberia inducir
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inhibicion de la sintesis de CART, tal como sucedié en RA. Es factible que la expresion
del receptor de leptina del ARC y/o HL esté alterado como ya se ha detectado en NPV

(103).

Otra posible causa de que no cambie la expresion del RNAmM de CART en HL de
animales AN podria ser una respuesta adaptativa a la deshidratacién, ya que se ha
implicado al HL como un importante regulador del balance entre fluidos y nutrimentos
(208). Esto se explica por la evidencia de que en respuesta a estrés hiperosmotico,
como el que ocurre en la privacion de agua o en el consumo de una carga de sal, hay
disminucién en la expresion del RNAm de la hormona concentradora de melanina
(MCH) en el HL (209), el cual es un péptido con accién orexigénica. Asi, no se favorece
el consumo de alimentos sino la utilizacion de reservas energéticas. Por otro lado,
existe co-localizacion de los RNAm de CART y MCH en HL (166, 210), lo que apoya
que el HL tiene una respuesta diferencial al balance negativo de energia cuando es
inducido por deshidratacion, que podria actuar como un mecanismo de adaptacion,

donde se inhibe la via orexigénica de MCH y se activa la anorexigénica de CART.

El hecho de que la expresién de CART no disminuya en el ARC de animales AN, podria
tener efecto supresor sobre la accién orexigénica de NPY [cuya expresion esta
incrementada en AN y RA (99)]; esto se apoya en que la inyeccion i.c.v. de CART
suprime el efecto orexigénico de NPY en animales no ayunados y ayunados por 24 h, a
los cuales a su vez se les administré i.c.v. NPY (16); ademas se ha observado que el

estrés hiperosmotico tiene efecto temprano sobre las vias anorexigénicas

90



(activandolas), y solo a tiempos mas largos se alteran las orexigénicas. Es decir, no es

trivial la falta de reduccién de la sintesis de CART en animales AN (211).

Existen conexiones aferentes del ARC y del NPV hacia el HL (26), por lo que podriamos
especular que la expresion diferencial de CART en HL entre RA y AN (RA disminuyé vs
C y AN) podria darse por la mayor sefializacion anorexigénica proveniente de ARC y
NPVa, para que de esta manera la expresion del RNAm de CART en HL de animales
AN no disminuya como se esperaba que sucediera. Ademas, se ha sugerido que la
expresion neuropeptidérgica del HL puede ser modulada diferencialmente por la
variedad de fibras aferentes que posee, provenientes de regiones cerebrales
osmosensibles (nlcleo predptico medial, érgano subfornical, BNST). Estas responden
al incremento en la osmolalidad plasmatica (26, 212), regulando la conducta alimentaria

en diversas circunstancias, generando anorexia en algunos casos.

En HL, ademas, la expresion del RNAm de CRH y de orexinas aumenta y disminuye,
respectivamente en animales AN vs la de controles y RA (99, 103, 213); estas
alteraciones estan relacionadas con la aparicion de la anorexia en animales
deshidratados; por lo que se propone a este nlcleo como el mas implicado en la

generacion de la anorexia en el estrés por deshidratacion.

6.5.2 Paradigma Cepa Wistar Kyoto
En los animales WKY se encontré6 aumento de la expresion del RNAm de CART en las
3 regiones del NPV (NPVa, NPVm, NPVp), sin mostrar ningiin cambio en ARC e HL vs

CW. Puesto que las HT afectan negativamente la expresion de CART, el incremento del
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contenido sérico de estas hormonas deberia inhibir su expresion (214); esto pareciera
indicar que la expresion de los receptores de HT o su funcion estuviera alterada sélo en
el NPV y no en ARC e HL (215) en WKY, sin embargo habria que profundizar sobre
esto. Hubiéramos esperado que la disminucién en la concentracion sérica de leptina
disminuyera a su vez la expresion de CART en el NPV de WKY, ya que se sabe que la
disminucién de la concentracion sérica de leptina estimula las vias orexigénicas e inhibe
las anorexigénicas, aunque paraddjicamente sucede lo contrario, por lo que otros
factores estarian involucrados para alterar la sintesis de CART en animales WKY, y los
cuales a su vez también podrian estar implicados en el menor peso corporal y consumo

de alimento de animales WKY.

Si el aumento en la expresion de CART en el NPV estuviera activando su liberacion
entonces podria ser responsable indirecto de la disminucién de la concentracién sérica
de leptina en WKY. Esto seria a través de la accion de CART sobre la liberacion de
prolactina, y de la de prolactina sobre la sintesis de leptina. Aunque no se han realizado
estudios dirigidos a dilucidar el papel de la prolactina sobre la sintesis de leptina,
suponemos que pueden estar relacionados. Esto se apoya en que la administracion
tanto central como periférica de CART, aumenta la liberacion de prolactina de animales
WKY macho (216); este aumento podria incrementar la fosforilacion del supresor de la
senalizacion de citocinas (SOCS) y suprimir a su vez la fosforilacion de STAT, por lo
que la prolactina podria suprimir la via de la leptina (217), inhibiendo su sintesis en el
tejido adiposo. La prolactina podria interferir con la sefalizacién de los receptores a
leptina del tejido adiposo (218); asi, se alteraria la produccion de leptina en el tejido

adiposo blanco y pardo so6lo en WKY.
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La expresion del RNAm de CART por RT-PCR no mostré cambios entre CW y WKY en
NPV, ARC, ni en HL. Sélo cuando analizamos la expresion de las células de las
diferentes areas dentro del NPV (NPVa, NPVm y NPVp) por hibridacion in situ,
encontramos un patron diferencial en la expresién del RNAm de CART entre grupos.
Asi, pudimos reconocer que las células que expresan CART en el NPV de los animales
WKY son especializadas y su participacion en la regulacién de la conducta alimentaria

involucra diferentes aspectos.

El hecho de que la expresion del RNAm de CART del NPVa, HL y ARC de animales AN
no disminuya como sucede en los animales RA, sugiere que la sintesis de este péptido
anorexigénico en estas regiones podria estar involucrada en la aparicion de la conducta
de anorexia en animales deshidratados. Por el contrario, en animales WKY hay
aumento en la expresion del RNAm de CART en NPVa, NPVYm y NPVp, por lo que una
alteracion en la regulacion de la expresion de CART, especificamente en NPV, podria

ayudar a generar la conducta tipo anorexia de estos animales.

Al comparar ambos modelos de anorexia, se puede concluir que la via anorexigénica de
CART se encuentra regulada de manera distinta bajo distintos factores como estimulos
ambientales y perfiles genéticos, entre otros, aunque la conducta de anorexia se
presente en ambos. También podemos concluir que la anorexia se puede dar debido a
alteraciones en diferentes vias tanto neuropeptidérigicas como endécrinas; lo que
significa que la aparicion de la conducta de anorexia se puede dar por la interaccion de

diversas alteraciones y en diversos sistemas.
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6.6 Conclusiones y Perspectivas

La via de CART del NPV parece participar en la conducta de anorexia
presentada tanto por los animales deshidratados como en la cepa Wistar Kyoto.

Las regiones involucradas con alteraciones en la via de CART son diferentes en
ambos modelos, lo que apoya la redundancia de sistemas regulatorios de la
conducta alimentaria.

El hipotalamo lateral parece ser uno de los ntcleos de esta zona mas afectados
e involucrados en el despliegue de la conducta de anorexia en la deshidratacion.
Ambos modelos de anorexia presentan cambios neuroendécrinos, lo que resulta
de interés para el estudio de alteraciones metabélicas y disefio de acciones
terapéuticas para pacientes con ésta conducta, asi como su utilizacion como
marcadores de la enfermedad.

La cepa Wistar Kyoto podria utilizarse como un modelo de simulacion de la
anorexia. Se podria cumplir el criterio de la validez aparente y de constructo
donde algunos parametros metabdlicos (pérdida de peso, disminucion del
consumo corporal, disminucioén del tejido adiposo), endécrinos (aumento de la
funcion del eje HHA, disminuciéon de la concentracién de leptina) vy
neuroquimicos (alteracion en vias orexigénicas y anorexigénicas) serian
semejantes a lo que sucede en pacientes con anorexia nervosa. La validez
predictiva ya se ha demostrado por medio de ensayos con antidepresivos y
ansioliticos en WKY, aunque no se ha estudiado su efecto en el peso corporal o

el consumo alimentario, por lo que aun falta por estudiar ese efecto.
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VII.

La deshidratacion afecta diferencialmente las neuronas de CART de nlcleos
hipotalamicos, lo que indica que los aspectos de la conducta alimentaria en que
participa son diversos.

Las alteraciones del eje HHT que se observan en ambos modelos, pueden
deberse a un mecanismo adaptativo (anorexia por deshidratacién) o pueden
estar favoreciendo la conducta de anorexia (cepa Wistar Kyoto).

Ademas de que en éste trabajo se midi6 la expresion del RNAm de CART, se
propone, en estudios posteriores, la deteccién del contenido del péptido CART
para confirmar que las alteraciones observadas también se trasladan al péptido.
Se ha propuesto el estudio de asociacion de diversos genes, entre ellos CART
(219), el cual estaria justificado, ya que en este trabajo se encontré alteraciéon en

la expresion del RNAm de CART en dos modelos de anorexia.
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