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RESUMEN 

La hormona liberadora de tirotropina (TRH), producida en la región parvocelular del 

núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV), está involucrada en la regulación del 

metabolismo basal y la termogénesis. La actividad de estas neuronas TRHérgicas se 

modifica en respuesta a cambios en el balance energético del organismo. Previamente, 

demostramos que el consumo por 3 días de dieta alta en grasa (DAG: 45% de calorías 

provenientes de grasa), eleva la concentración circulante de leptina, así como el nivel del 

RNAm del TRH en el NPV. Además, observamos que la leptina no participa en la 

regulación de la biosíntesis del TRH en esta condición, puesto que no encontramos mayor 

expresión de las proteínas STAT3 o CREB fosforiladas en las neuronas TRHérgicas en 

respuesta al consumo de DAG. En este trabajo demostramos que el factor transcripcional 

cFos no se induce en las neuronas TRHérgicas del NPV del hipotálamo, en respuesta al 

consumo agudo de DAG. Sabemos que la ingestión de DAG eleva la concentración 

circulante de triglicéridos y ácidos grasos libres en horas, por lo que tratamos de definir, 

si estas moléculas participan en la regulación de la biosíntesis del TRH en el NPV, en 

respuesta al consumo de DAG o a la aplicación intraperitoneal de lipofundin 20%. 

Analizamos el nivel del RNAm del TRH en el NPV de ratas ayunadas durante 12 h y 

sacrificadas a las 2 y 4 h después de ser alimentadas con DAG (60% de calorías 

provenientes de grasa), dieta regular (DR:18% de calorías provenientes de grasa), o bien 

inyectadas con (17 mL/kg) de lipofundin 20% o solución salina isotónica. La 

concentracion de triglicéridos en los grupos alimentados con DAG o inyectados con 

lipofundin a las 2 y 4 h se incrementó vs su grupo control, sin cambio en la concentración 

de leptina. Sin embargo, solo observamos un aumento en la expresión del RNAm del 

TRH en el NPV en respuesta al consumo de la DAG por 4 h. También, observamos que 

los triglicéridos o ácidos grasos generados en respuesta a la aplicación de lipofundin (4 

h), no incrementaron el número de células positivas a cFos en el NPV, mientras que si 

en el núcleo arcuato. Estos resultados sugieren que los triglicéridos o ácidos grasos libres 

generados por el consumo de DAG saturada son capaces de inducir la biosíntesis del 

TRH en el NPV de la rata, quedando por definir si la vía de señalización de los triglicéridos 

es directa o indirecta. En conclusión, estos resultados apoyan que los cambios en la 

concentración de la leptina no son responsables de inducir la biosíntesis del RNAm del 

TRH en respuesta al consumo de DAG por tiempo corto en la rata macho.  
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1. INTRODUCCIÓN 

La hormona liberadora de tirotropina (TRH por sus siglas en inglés) es un tripéptido 

(piroGlu-His-Pro-NH2) sintetizado como un precursor de alto peso molecular, el cual es 

procesado por varias enzimas para generar el péptido activo. Este neuropéptido 

transduce su señal en mamíferos a través de 2 receptores acoplados a proteínas G, TRH-

R1/TRH-R2, los cuales están diferencialmente distribuidos en el organismo. El TRH en 

su papel como neurohormona se sintetiza en la región hipofisiotrófica del núcleo 

paraventricular (NPV) del hipotálamo, este es secretado de terminales nerviosas 

localizadas en la eminencia media (EM) hacia los vasos sanguíneos del sistema porta-

hipofisario, por medio del cual alcanza sus células blanco en la pituitaria modulando la 

síntesis y secreción de tirotropina (TSH) y prolactina (PRL). La tirotropina secretada al 

torrente sanguíneo regula la síntesis y liberación de las hormonas tiroideas (HT) 

triyodotironina (T3) y tiroxina (T4) (Nillni. EA, 2010; Joseph-Bravo. P et al., 2015). Las HT 

regulan la termogénesis obligatoria y facultativa, y por lo tanto una fracción importante 

del gasto de energía, así como múltiples procesos durante el desarrollo y la vida adulta 

(Mullur et al., 2014). Incluyendo un efecto retroalimentador negativo sobre la pituitaria y 

el NPV inhibiendo la síntesis y liberación de TSH y del TRH (Koller et al., 1987). 

Cambios en el estado energético de los organismos modifican la tasa de síntesis y 

liberación del TRH por las neuronas TRHérgicas del NPV. Por ejemplo, el nivel del RNAm 

y liberación del TRH se ven reducidas en condiciones de ayuno (Lechan and Fekete, 

2006; Boelen et al., 2008). Los neuropéptidos provenientes del núcleo arcuato (ARC) con 

actividad orexigénica como el neuropéptido Y y la proteína relacionada con la proteína 

agutí (AGRP), inhiben la biosíntesis del RNAm del TRH en el NPV (Fekete et al., 2002a; 

Fekete et al., 2002b). Mientras que, neuropéptidos anorexigénicos la estimulan, como 

ocurre con el transcrito regulado por anfetamina y cocaína (CART) y la hormona 

estimulante de los melanocitos (α-MSH) (Lechan and Fekete, 2006; Joseph-Bravo et al., 

2015). En condiciones de balance energético positivo crónico como ocurre en la obesidad 

inducida por consumo de dieta alta en grasa (DAG), se observa un incremento del nivel 

del RNAm del TRH, el péptido TRH, y la señalización por STAT3 fosforilado (transductor 

de señal y activador de la transcripción) en neuronas TRHérgicas del NPV, así como un 

incremento en la concentración circulante de leptina. Sugiriendo que, la vía directa de la 
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leptina es la responsable de inducir la biosíntesis del TRH en estas neuronas (Perello et 

al., 2010; Torres-Reyes, 2014; Ramírez-Bustos, 2018). Por otro lado, en condiciones de 

cambio agudo y positivo del balance energético, generado por el consumo de DAG 

durante 3 días, encontramos un aumento significativo en el nivel del RNAm del TRH y el 

número de neuronas TRHérgicas del NPV, con respecto al grupo que consumió la dieta 

regular (DR). A diferencia de lo observado en los animales obesos, no encontramos 

diferencias en el número de neuronas TRHérgicas del NPV positivas al pSTAT3 y/o 

pCREB, comparando los animales que consumieron la DAG y la DR. Sugiriendo que, en 

esta condición, la vía indirecta o directa de la leptina no participan en la regulación de la 

biosíntesis del RNAm del TRH en el NPV (Ramírez et al., 2019). 

El consumo agudo de DAG incrementa en sangre la concentración de leptina, insulina, 

triglicéridos (TG) y ácidos grasos libres no esterificados (NEFA), los cuales modulan el 

metabolismo basal y la actividad de neuronas hipotalámicas. Los triglicéridos y ácidos 

grasos libres no esterificados estimulan la biosíntesis de neuropéptidos en diferentes 

núcleos del hipotálamo (Akabayashi et al., 1994). Si bien, no es claro el mecanismo por 

el cual inducen tal efecto. Por otro lado, se sabe que las neuronas hipotalámicas 

contienen lipasas que pueden degradar a los TG y que los ácidos grasos pueden ser 

oxidados en las mitocondrias para generar energía. Para demostrar que los TG o NEFA 

pueden modular la biosíntesis de neuropéptidos en las neuronas hipotalámicas, se 

empleó en roedores el tratamiento enteral con una emulsión de lípidos (Intralipid 20%; 

contiene 20% de aceite de soya, 1.2 % de fosfolípidos de yema de huevo y 2.25 de 

glicerina), que genera incremento rápido de TG y NEFA en suero, sin incrementar la 

concentración circulante de leptina, insulina o glucosa. Este efecto fue acompañado de 

un aumento en el nivel de galanina y encefalinas en el NPV, orexinas y encefalinas en la 

región perifornical del hipotálamo lateral (PFHL), y encefalinas en el ARC (Chang et al., 

2004). El efecto sobre los RNA mensajeros de los neuropéptidos provocado por la 

inyección de intralipid 4 h después del tratamiento, se reproduce en animales a los que 

se les proporcionó DAG durante 4 h, con respecto a los que consumieron DR. Además, 

se determinó que la proteína c-Fos (un marcador de la activación neuronal), se 

incrementó en al área PFHL y en el NPV en respuesta al aumento de TG y/o NEFA, 

generado en los animales tratados con la aplicación i.p de intralipid 20%, o el consumo 

de DAG (Chang et al., 2004). Estos resultados sugieren que los TG y/o NEFA pueden 
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inducir la activación de c-Fos en neuronas y modular la biosíntesis de neuropéptidos en 

el hipotálamo.  

El objetivo de esta tesis consistió en determinar si en ratas macho adultas, los TG o NEFA 

regulan rápidamente (h) la biosíntesis del TRH y la expresión de c-Fos en las neuronas 

del NPV, en respuesta al consumo agudo de DAG y a la aplicación de lipofundin 20% 

(emulsión de grasa compuesta de 10% de aceite de soya y 10 % de triglicéridos de 

cadena media). Para esto, analizamos la coexpresión de la proteína c-Fos y el RNAm del 

TRH en el NPV de ratas alimentadas ad libitum con DAG (45% de calorías provenientes 

de la grasa) durante 3 días. Posteriormente se analizó por PCR en tiempo real, el efecto 

de la inyección intraperitoneal de lipofundin 20% o Solución Salina Isotónica (SSI), así 

como el consumo de DAG (60% de calorías provenientes de grasa) o DR (18% de 

calorías provenientes de grasa) por 2 y 4 h, sobre la biosíntesis del TRH en las neuronas 

del NPV del hipotálamo. Cuantificamos también las concentraciones de leptina, insulina, 

corticosterona y glucosa en sangre para relacionarlas con la regulación de la biosíntesis 

del TRH en respuesta al consumo agudo de DAG en la rata macho.  
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2. ANTECEDENTES 

2.1 La obesidad en el mundo y su etiología 

La obesidad se define como una enfermedad crónica inflamatoria de bajo grado. De 

acuerdo con la organización mundial de la salud esta enfermedad se considera como una 

pandemia que impacta en todos los grupos de edad. Previamente, se reportó que cada 

año mueren 2.8 millones de personas a causa de esta enfermedad o bien quedan 

incapacitadas, esto debido a que propicia el desarrollo de diferentes trastornos 

metabólicos: alteraciones cardiovasculares, diabetes mellitus tipo II, osteoartritis, algunos 

tipos de cáncer, apnea obstructiva del sueño y otras alteraciones (Clemmensen et al., 

2017; Mohammed et al., 2018). En México, esta enfermedad afecta a más del 30% de la 

población adulta y se estima que para el 2050 la proporción de hombres y mujeres obesos 

en el mundo aumentará a 54 y 37% respectivamente (DiBonaventura et al., 2018). 

El origen de la obesidad es multifactorial (Hruby y Hu, 2015). Recientemente, se ha dado 

mucho interés al papel de la microbiota intestinal en modular el peso corporal. Los 

pacientes obesos presentan menor diversidad en los componentes de la microbiota 

intestinal, con respecto a los pacientes sanos. Por otro lado, ratones genéticamente 

obesos presentan un incremento de Firmicutes y una disminución de Bacteroidetes en 

las heces, independientemente de la dieta que consumen (Sanz et al., 2010). Ratones 

libres de gérmenes, restituidos con microbiota de ratones o humanos obesos, desarrollan 

obesidad. Además, se han propuesto diferentes mecanismos que asocian a la microbiota 

y la obesidad. Uno de ellos muestra que la microbiota intestinal tiene la capacidad de 

disminuir la oxidación de ácidos grasos en el hígado, mediante la activación de la proteína 

cinasa activada por adenosín monofosfato (AMPK), generando como consecuencia 

acumulación de grasa corporal. También se ha sugerido que la microbiota puede 

degradar carbohidratos que normalmente los humanos no procesan, incrementando de 

esta forma el consumo calórico (Al-Assal et al., 2018; Di-Rienzi and Britton, 2020; Arnone 

et al., 2022). A la fecha no se ha definido claramente su participación en el desarrollo de 

la obesidad. 

Las alteraciones genéticas y epigenéticas también son factores de riesgo que propician 

el desarrollo de esta enfermedad; ejemplo de estos factores son las mutaciones en genes 
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involucrados en la regulación de la homeostasis de energía (FTO, MC4R, BDNF, APOA2, 

POMC, OB, entre otros), así como los mecanismos que afectan la expresión de genes 

(metilación del DNA, regulación mediada por microRNAs, y modificaciones 

postraduccionales de histonas). La exposición al estrés durante la gestación o la 

lactancia, la desnutrición, el consumo excesivo de alimento o disruptores endocrinos, se 

han asociado con un mayor riesgo de desarrollar obesidad en la edad adulta (Youngson 

y Morris, 2013; Pusalkar et al., 2015). 

En los últimos años se ha reportado que las infecciones virales pueden estar asociadas 

con el desarrollo de la obesidad en animales y humanos. El agente infeccioso más 

relacionado con la obesidad es el adenovirus 36 (Adv 36). Ratas infectadas con Adv 36 

presentan un incremento en el peso corporal. En humanos este se asocia con la obesidad 

en niños y adultos, la prevalencia Adv36 aumenta en relación con el índice de masa 

corporal. Mediante estudios in vivo e in vitro, se ha demostrado que la proteína E4orf1, 

es una de las proteínas que media el efecto del Adv 36 incluido su potencial adipogénico, 

por lo que la infección con este virus debe considerarse como un factor de riesgo para el 

desarrollo de esta enfermedad (Ponterio and Gnessi, 2015). En México se ha encontrado 

una asociación entre niños y adultos con obesidad y la presencia de anticuerpos contra 

Adv 36 (Parra-Rojas et al., 2013). 

Otro factor que claramente tiene un impacto importante en los altos índices de sobrepeso 

y obesidad en el mundo, son los nuevos estilos de vida, como es el alto grado de estrés, 

el sedentarismo, el incremento en el consumo de alimentos o bebidas hipercalóricas, 

alteración en los ritmos sueño-vigilia, entre otros. Estos conducen a un estado de balance 

energético positivo, que promueve la acumulación de grasa en el organismo y alteración 

de los mecanismos del control del hambre y saciedad (Ghanemi et al., 2018).  

De acuerdo con la OMS, una de las estrategias que a la fecha ha generado mejores 

resultados para prevenir y revertir esta enfermedad, es adoptar cambios permanentes en 

el estilo de vida: consumir una dieta equilibrada y realizar actividad física periódica, ya 

que otras estrategias empleadas como las farmacológicas o quirúrgicas no han podido 

revertir permanentemente este problema (Brethauer et al., 2006). Sin embargo, debido a 

que esto resulta muy difícil para la gran mayoría de los individuos y en especial a los que 

padecen sobrepeso y obesidad, es de suma importancia continuar con la búsqueda de 
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estrategias que ayuden a contrarrestar la enfermedad, por lo que en los últimos años se 

han redoblado esfuerzos para tratar de comprender los circuitos y mecanismos 

moleculares que participan en la regulación de las señales involucradas en el control del 

hambre, la saciedad y gasto energético. 

2.2 Participación de los núcleos y neuropéptidos hipotalámicos en la 

regulación de la homeostasis energética 

El sistema nervioso central (SNC) en conjunto con el sistema endócrino juegan un papel 

fundamental en la regulación de la homeostasis energética. El hipotálamo es la principal 

región del cerebro donde se lleva a cabo la integración de señales centrales y periféricas 

que regulan el metabolismo energético, está conformado por diferentes núcleos celulares 

que en conjunto participan en dicha regulación, éstos son: El Núcleo Arcuato (ARC), el 

núcleo dorsomedial (NDM), el núcleo ventromedial (NVM), el hipotálamo lateral (HL) y el 

núcleo paraventricular (NPV). 

El ARC está ubicado en la base del cerebro medio-posterior, a los lados y sobre la EM. 

Dada su localización, donde la barrera hematoencefálica es en parte laxa y presenta 

capilares fenestrados que permiten la detección de moléculas de la periferia por los 

grupos neuronales presentes en el ARC. Por ejemplo, se detectan las variaciones en las 

concentraciones circulantes de hormonas como: la ghrelina, la insulina, la 

colecistoquinina y la leptina, entre otras, y de nutrientes como: azúcares, lípidos y 

aminoácidos, entre otros (Stanley et al., 2005; Kleinridders et al., 2009; Boguszewski and 

van der Lely, 2015). El ARC también recibe señales de alteraciones metabólicas 

periféricas por medio del nervio vago vía las neuronas presentes en el núcleo del tracto 

solitario (NTS), las cuales posteriormente conectan con las neuronas del ARC 

(Schneeberger et al., 2014). Este núcleo está formado al menos por dos poblaciones 

principales de neuronas denominadas de primer orden que controlan el apetito y el gasto 

energético. Una subpoblación coexpresa los neuropéptidos orexigénicos, el neuropéptido 

Y (NPY) y la proteína relacionada con la proteína agouti (AgRP) en la parte lateral. 

Mientras, que la otra subpoblación expresa a los neuropéptidos anorexigénicos: la 

hormona estimulante de los melanocitos (α-MSH), y el transcrito regulado por cocaína y 

anfetamina (CART), en la parte media (Fekete and Lechan, 2014). Recientemente, se ha 

demostrado en el ARC la presencia de neuronas positivas a la nociceptina y el GABA, 
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que modulan la actividad de las neuronas de α-MSH y favorecen el consumo de dieta rica 

en grasa (Jais et al., 2020). La expresión y liberación de los neuropéptidos orexigénicos 

y anorexigénicos en el ARC dependen de los cambios en el estado de energía. En 

condiciones de balance energético negativo como lo es el ayuno, la expresión de los 

péptidos orexigénicos se incrementa generando hambre y una atenuación de la 

termogénesis en el tejido adiposo pardo (BAT), asociada con una disminución en la 

actividad del eje HPT. El AgRP se expresa exclusivamente en el ARC; en la rata, su 

administración central estimula la ingesta de comida, reduce el gasto de energía y genera 

obesidad (Small et al., 2003). El CART se encuentra altamente expresado en el cerebro, 

y en el ARC se sabe que más del 95% de estas neuronas CART positivas coexpresan al 

α-MSH. La administración intracerebroventricular inhibe la ingesta de comida y estimula 

la termogénesis en el BAT. La α-MSH es un producto del procesamiento proteolítico del 

precursor de la proopiomelanocortina (POMC), sus niveles incrementan durante la 

ingesta de comida y descienden en el ayuno. La administración intracerebroventricular 

de α-MSH suprime la ingesta de comida y disminuye el peso corporal (Schneeberger et 

al., 2014). Una vez que las neuronas del ARC reciben señales de la información del 

estado nutricional del organismo, envían a su vez señales a neuronas denominadas de 

segundo orden que se encuentran distribuidas en los otros núcleos hipotalámicos y fuera 

del hipotálamo, que activan mecanismos de control sobre el hambre-saciedad, que 

repercuten en el comportamiento y el gasto de energía, los cuales participan directamente 

en la regulación de la homeostasis energética.  

El NDM participa en la regulación del ritmo circadiano, el estrés y la termogénesis. Recibe 

proyecciones del ARC y a su vez envía proyecciones al NPV y al HL. Este núcleo contiene 

poblaciones de neuronas glutamatérgicas, GABAérgicas y TRHérgicas y expresa 

receptores para la leptina e insulina (Chou et al., 2003).  

El NVM es conocido como el centro de la saciedad; recibe proyecciones de las neuronas 

de AgRP y POMC localizadas en el ARC, de la amígdala y el HL, y a su vez las neuronas 

del NVM envían prolongaciones a la zona parvocelular del NPV y a áreas 

extrahipotalámicas como el tallo cerebral, entre otras. Previamente, se ha reportado que 

las neuronas de este núcleo expresan abundantemente el factor neurotrófico derivado 

del cerebro (BNDF), si bien se ha encontrado también en el HL, el NDM, el ARC y el NPV, 
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pero en menores densidades. En humanos y ratones la falta de este factor neurotrófico o 

de su receptor (TrkB) causa hiperfagia y obesidad. Aunado a esto la administración 

central o periférica de BNDF genera una disminución del peso corporal y de la ingesta de 

alimento. También se ha demostrado que el nivel de BNDF se incrementa en el NVM a 

través de la activación del receptor MC4R (Xu et al., 2003; Yeo et al., 2004; Unger et al., 

2007). 

El HL es conocido como el centro del hambre; participa en la regulación del balance 

energético, el consumo de alimento y agua, el estado de alerta, entre otras funciones. 

Este núcleo contiene neuronas que expresan el TRH y poblaciones neuronales 

orexigénicas que sintetizan a las orexinas A y B, la hormona concentradora de melanina 

(MCH), el ácido γ-aminobutírico (GABA) y el glutamato, entre otras. La expresión de las 

orexinas y la MCH se incrementa durante condiciones de balance energético negativo. 

En ratas, la administración i.c.v de orexinas incrementa la ingesta de comida, mientras, 

que las lesiones bilaterales en este núcleo dan como resultado una pérdida del peso 

corporal (Dube et al., 1999; González et al., 2016). Las neuronas de este núcleo son 

inervadas por terminales nerviosas provenientes del ARC, y a su vez las neuronas de 

esta región proyectan al ARC, NTS, NPV, entre otros. En ratas se reportó, que el receptor 

2 de orexinas (OXR2) se expresa en la división parvocelular del NPV y que la inyección 

i.c.v de orexina A inhibe la liberación del TRH y la concentración de TSH en plasma, 

mientras que la administración central de orexina B incrementa las concentraciones 

circulantes de TSH (Marcus et al., 2001).  

El NPV se encuentra localizado en el hipotálamo medio, al lado de la parte superior del 

tercer ventrículo. El NPV se divide en dos regiones principales y cada una de ellas alberga 

grupos de neuronas funcionalmente distintas: 1) La división magnocelular, en la que se 

encuentran gran número de neuronas que sintetizan vasopresina y oxitocina, las cuales 

envían sus prolongaciones a la hipófisis posterior, sitio donde se liberan los péptidos a la 

circulación, regulando la conducta reproductiva, la presión arterial y el equilibrio de 

líquidos. 2) La división parvocelular, a su vez se subdivide en base a su localización 

rostro-caudal en tres regiones: anterior, media y posterior. En esta división se encuentran 

poblaciones neuronales que expresan a la hormona liberadora de corticotropina (CRH), 

al TRH, las encefalinas, la dinorfina, entre otras. Algunas de las neuronas CRHérgicas y 
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TRHérgicas parvocelulares de la región media y posterior se denominan hipofisiotrópicas 

ya que envían sus proyecciones a la EM y participan en la regulación del eje Hipotálamo-

Pituitaria-Adrenal (HPA) y del eje HPT (Fekete and Lechan, 2014). En lo que respecta a 

las neuronas TRHérgicas del NPV anterior (NPVa), se ha sugerido que en roedores 

participan en la regulación de la conducta alimentaria ya que reciben inervaciones de 

núcleos hipotalámicos involucrados en la regulación de la ingesta de alimento, como lo 

son: el ARC, NDM, núcleo preóptico medial, el núcleo premamilar ventral, entre otros. A 

su vez, estas neuronas proyectan al ARC, NDM, NVM, entre otros (Wittmann et al., 2009). 

El NPV es un centro integrador de proyecciones neuronales provenientes del ARC 

(NPY/AGRP y α-MSH/CART), del HL (MCH y orexinas), del NVM, del NDM y del tallo 

cerebral, entre otros. Estas entradas neuronales modulan la biosíntesis del RNAm del 

TRH y CRH en este núcleo (Nillni, 2010).  

2.3 Señalización de lípidos a nivel hipotalámico 

Desde hace varios años se ha demostrado la existencia de señales provenientes de la 

periferia, que actúan sobre el sistema nervioso central, modulando el hambre y la 

saciedad, y/o el gasto de energía, estableciendo un balance energético que permite 

además mantener un peso corporal y una cantidad de grasa corporal estables a largo 

plazo, cuando las condiciones lo permiten (Lenard and Berthoud, 2008). Dentro de estas 

señales periféricas tenemos a las de acción rápida como lo son los carbohidratos y las 

de acción lenta como ocurre con los lípidos. Los ácidos grasos provenientes de la dieta 

o del tejido adiposo, modulan el consumo de alimento, el gasto de energía y el 

metabolismo de la glucosa (Nakamura et al., 2014; Zhao, 2022). Estos son capaces de 

atravesar la barrera hematoencefálica 1) a través del mecanismo reversible de Flip-flop, 

2) por difusión simple, 3) mediante difusión facilitada empleando las proteínas de unión a 

los ácidos grasos (FABP1 y FABP4), o bien 4) mediante la unión a transportadores 

específicos como la translocasa CD36, para posteriormente entrar a las neuronas 

(Chudoba et al., 2019). Aunado a esto, se sabe que el RNAm de las lipoproteinlipasas 

(LPL) se expresa en el sistema nervioso, incluyendo en las neuronas y que los ácidos 

grasos hacen blanco en el ARC, NVM y NPV, además estas neuronas expresan a FABP1, 

CD36 y FABP3. Dependiendo de la longitud de los ácidos grasos y del grado de 
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saturación en su cadena de carbonos, estos son capaces de unirse a receptores o 

transportadores y activar diferentes vías de señalización (Tabla 1) 

Tabla 1. Receptores, transportadores y vías de señalización de ácidos grasos.  

 Número 
de 

carbonos 

Receptor o 
transportador 

Vías de señalización Referencia 

Ácidos grasos de 
cadena larga 

    

 
Palmítico (saturado) 

 
C16 

 
GPR40 y 
GPR120 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CD36 y FATP 
 
 
 
 
 
TLR-4 

 
GPR40 y GPR120 activan a la 
proteína Gq, que a su vez 
activa a PLC, generando 
incremento en los niveles de 
Ca 2+ intracelular mediante la 
IP3. Además, activa las vías de 
ERK 1/2 por medio de la DAG 
y la PKC.  
GPR120, adicionalmente 
activa a AKT y PKB por medio 
de PI3K. 
 
Activa las vías de señalización 
de JNK y ERK. 
 
 
 
 
Activa la vía de JNK y IKKß/ 
NFkB. 

 
(Sundaresan y 
Abumrad, 2015; 
Kimura et al., 2020). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(Mitchell et al., 2011; 
Sundaresan y 
Abumrad, 2015; Tse et 
al., 2017b). 
 
 
(Tse et al., 2017b; 
Chodoba et al., 2019). 

Mirístico (saturado) C14 GPR40, 
GPR120 y 
CD36 

 (Mitchell et al., 2011; 
Tse et al., 2017b). 
 

Esteárico (saturado) C18 GPR40  (Tse et al., 2017b; 
Chodoba et al., 2019). 

Oléico 
(monoinsaturado) 

C18:1 (9) GPR40, 
GPR120, 
CD36 y FATP1 

 Mitchell et al., 2011; 
Chodoba et al., 2019). 

Linoléico 
(poliinsaturado) 

C18:2 (6) GPR40, 
GPR120 y 
CD36 

 (Tse et al., 2017b; 
Chodoba et al., 2019). 

Alfa-Linolénico 
(poliinsaturado) 

C18:3 (3)    

Araquidónico 
(poliinsaturado) 

C20:4 (6) GPR40 y TLR4  (Tse et al., 2017; 
Chodoba et al., 2019). 

Ácidos grasos de 
cadena media 

    

Caprílico (saturado) C8 GPR40  Mitchell et al., 2011; 
Tse et al., 2017b; 
Chodoba et al., 2019). 

Cáprico (saturado) C10    
Láurico (saturado) C12    
Ácidos grasos de 
cadena corta 

    

Ácido butírico  GPR41, 
GPR43 y 
MCTs 

GPR43 puede activar a la 
proteína Gi, generando una 
disminución en los niveles de 
AMPc y activando la vía de 
ERK. Por otro lado, también 
puede activar a la proteína Gq. 

(Kimura et al., 2020; 
Chodoba et al., 2019). 
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Por otro lado, en el NPV, ARC y NVM se encuentran niveles altos de enzimas que 

participan en la regulación del metabolismo de lípidos, como: la acetil CoA carboxilasa, 

la carnitina palmitoiltransferasa 1, la ácido graso sintasa, la malonil CoA descarboxilasa, 

entre otras (Bruce et al., 2017; Chudoba et al., 2019). El malonil CoA inhibe a la carnitina 

aciltransferasa I y la inhibición del ácido graso sintasa en el cerebro, incrementa los 

niveles de malonil CoA y reduce la ingesta de comida. La leptina también regula el 

metabolismo de los ácidos grasos, la inyección central de esta hormona incrementa la 

actividad de la acetil CoA carboxilasa en el ARC y el NPV mediante la inhibición de la 

AMPK, generando como respuesta una disminución de los neuropéptidos orexigénicos 

(NPY/AGRP) y en consecuencia una baja en la ingesta de alimento (Diéguez et al., 2011). 

En animales obesos alimentados con DAG, los niveles de ácidos grasos saturados en el 

cerebro se incrementan y al oxidarse en el hipotálamo aumenta la síntesis de ceramidas, 

moléculas que intervienen con la señalización de la insulina y la leptina, provocando 

mayor ganancia de peso al generar intolerancia a la glucosa, resistencia a la leptina y a 

la insulina y disfunción mitocondrial por incremento en la producción de especies 

reactivas de oxígeno (Sergi and Williams, 2020; Reginato et al., 2021). 

2.4 La hormona liberadora de tirotropina 

La hormona liberadora de tirotropina es un tripéptido (L-piroglutamil-L-Histidil-

Prolinamida) involucrado en diferentes actividades biológicas, como neurohormona, 

como anorexigénico y orexigénico, en la conducta locomotora, como modulador de la 

ansiedad, etc. Esta se sintetiza como un precursor de alto peso molecular, que se 

encuentra ampliamente distribuido en diferentes regiones del sistema nervioso central y 

en menor cantidad en diferentes órganos. En el hipotálamo se detecta en los núcleos:  

HL, NDM, NVM, el NPV, el supraóptico, anterior, periventricular, posterior, y en diferentes 

núcleos del área preóptica. En los mamíferos, la acción del TRH es mediada por su 

interacción con los receptores de membrana TRH-R1 y TRH-R2, que son acoplados a 

proteínas G y se encuentran diferencialmente distribuidos en el SNC. El RNAm del TRH-

R1 se localiza en el ARC, HL, NDM, la adenohipófisis y el NPV. Mientras que el RNAm 

del TRH-R2 se encuentra mayoritariamente distribuido en el SNC, por ejemplo: en el 

tálamo, el córtex cerebral, etc (Heuer et al., 2000). El metabolismo del TRH se regula en 

diferentes condiciones fisiológicas y patológicas, como son la lactancia, la exposición al 
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frío, durante el ciclo luz-oscuridad, el estrés, ayuno, obesidad, endotoxemia, etc (Joseph-

Bravo et al., 2015). 

2.5 Biosíntesis de la hormona liberadora de tirotropina 

En todos los organismos, el gen del preproTRH está constituido por 3 exones y dos 

intrones. En la rata el tamaño de los intrones es de 750 y 450 pb. El primer exón codifica 

para la región no traducida 5´ del RNAm, el segundo exón codifica el péptido señal y una 

porción del extremo amino terminal del péptido de proTRH, mientras que el tercer exón 

codifica para la parte restante del péptido amino-terminal, 5 copias de la secuencia de 

TRH separadas por secuencias de péptidos no TRHérgicos, y el péptido carboxilo 

terminal seguido de la región 3´ no traducida del RNAm. El promotor de este gen contiene 

una caja TATA de 28 pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción. Por otro lado, se 

han identificado elementos regulatorios en el promotor proximal del gen: elementos de 

respuesta a hormonas tiroideas, glucocorticoides, cAMP, al complejo c-Fos y c-Jun, al 

factor 4 Kruppel-like y al transductor de señal y activador de la transcripción 3 (Fekete 

and Lechan, 2014). 

La síntesis inicia con la generación de un transcrito primario (RNA heteronuclear) en el 

núcleo; este transcrito sufre una serie de modificaciones como la adición de un casquete 

metilado en el extremo 5´, una secuencia de poli (A) en el extremo 3´ y el proceso de 

splicing mediante la intervención de los RNA nucleares pequeños (RNAsn). El RNA 

maduro sale del núcleo a los ribosomas que se encuentran cercanos al retículo 

endoplasmático rugoso (RER), en los cuales se realiza la traducción. El péptido señal 

dirige la translocación cotraduccional del preproTRH hacia el lumen del RER, e 

inmediatamente es removido generando el proTRH. Este viaja del RER en vesículas al 

aparato de Golgi y posteriormente al trans-Golgi, sitio donde las enzimas convertasas 

(PC1/PC3 y/o PC2) realizan el primer corte entre los aminoácidos básicos que flanquean 

a cada molécula de proTRH, los aminoácidos básicos restantes del extremo C terminal 

(Arg o Lys), son removidos por la carboxipeptidasa E/D (CPE/CPD). Al salir del trans-

Golgi, los péptidos generados son empaquetados junto con las enzimas de 

procesamiento final en vesículas de secreción, las cuales viajan a través del axón hasta 

el sitio de liberación. En el caso de las neuronas hipofisiotrópicas del NPV, esta región es 

la EM. Durante las últimas etapas de procesamiento, el residuo de Gly del extremo 
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carboxilo terminal del proTRH es modificado por la enzima peptidilglicina alfa-amida 

monoxigenasa (PAM), la cual hidroliza a la Gly y deja un grupo amido en el extremo 

carboxilo terminal. Finalmente, la piroglutamil ciclasa, cicla al residuo de Glu del extremo 

amino terminal generando un grupo piroglu y en consecuencia el péptido TRH 

biológicamente activo (Figura 1), (Nillni, 2010; Fekete and Lechan, 2014; Joseph-Bravo 

et al., 2015). 

Figura 1. Representación de la síntesis y procesamiento del TRH. El transcrito primario 

sintetizado en el núcleo sufre una serie de modificaciones antes de ser transportado a los 

ribosomas que se localizan cerca del RER en el citoplasma, sitio donde se realiza la traducción. 

El preproTRH se transloca al lumen del RER, lugar donde el péptido señal es eliminado 

originando el proTRH, que viaja al trans-Golgi donde las convertasas realizan el primer corte 

entre los aminoácidos básicos que flanquean a cada molécula de proTRH; en seguida, las 

carboxipeptidasas retiran a estos aminoácidos. El proTRH es empaquetado en vesículas de 

secreción junto con enzimas de procesamiento final y transportado a través del axón hasta el sitio 

de liberación, generando el péptido activo (modificado de Joseph-Bravo et al., 2015). 
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2.6 Degradación de la hormona liberadora de tirotropina 

El TRH es inactivado en el espacio extracelular por una enzima con una alta 

especificidad. La piroglutamil peptidasa II (PPII) es una proteína integral de membrana 

tipo II, que forma parte de la familia de las aminopeptidasas M1. Esta ectoenzima está 

constituida por un pequeño dominio N-terminal en la región intracelular, un dominio 

intermembrana y un largo dominio extracelular que contiene el sitio activo de la enzima: 

una secuencia consenso de unión a Zinc (Schauder et al., 1994). Existe una isoforma 

soluble de la PPII en el suero denominada tiroliberinasa que se sintetiza en el hígado. En 

el hipotálamo la PPII es sintetizada en las neuronas de los diferentes núcleos y en los 

tanicitos, células gliales especializadas, localizadas en la región ventrolateral y sobre la 

base del tercer ventrículo (Schmitmeier et al., 2002). Se propone que la función principal 

de esta ectoenzima en los tanicitos consiste en inactivar a la TRH secretada por las 

terminales nerviosas de las neuronas TRHérgicas hipofisiotrópicas (Figura 2). Algunas 

terminales nerviosas de estas neuronas TRHérgicas, se encuentran en contacto con las 

proyecciones citoplasmáticas de los tanicitos β2. La inhibición de la actividad de la PPII 

ex vivo, incrementa la cantidad de TRH liberada, apoyando el papel de la PPII como 

modulador del nivel del TRH en el espacio extracelular (Charli et al., 1998).  
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Figura 2. Esquema representativo del mecanismo propuesto de la degradación del TRH en 

la EM y la regulación de la PPII. Las terminaciones de las neuronas TRHérgicas hipofisiotrópicas 

en la EM, se encuentran en contacto con las prolongaciones citoplasmáticas de los tanicitos β2, 

los cuales expresan en su membrana a la metalopeptidasa PPII, esta ectoenzima degrada al TRH 

produciendo dos productos que no poseen afinidad para los receptores del TRH. Los niveles de 

PPII son regulados positivamente por la concentración de HT, generando incremento de la 

actividad de la PPII, lo que puede disminuir la cantidad extracelular de TRH y en consecuencia la 

secreción de TSH (modificada de Sánchez et al., 2009). 
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2.7 Papel del TRH en el eje Hipotálamo-Pituitario-Tiroides  

Como se mencionó anteriormente, las neuronas TRHérgicas hipofisiotrópicas localizadas 

en la región parvocelular del NPV, envían sus prolongaciones hacia la EM. En este sitio 

el TRH es liberado al sistema porta hipofisario para posteriormente llegar a sus células 

blanco en la adenohipófisis y unirse a sus receptores TRH-R1 sobre los tirotropos y 

lactotropos, donde induce la síntesis y liberación de tirotropina y prolactina 

respectivamente (Figura 3).  La TSH es transportada por la circulación sistémica hasta la 

glándula tiroides, sitio donde se une a sus receptores acoplados a proteínas G, 

generando como respuesta la activación de la adenilato ciclasa, cuyo producto (cAMP) 

regula la síntesis y liberación de hormonas tiroideas (HT): Tiroxina (T4) y Triyodotironina 

(T3). Esta última es la hormona biológicamente activa y es secretada en menor cantidad 

que la T4. Estas hormonas tienen múltiples órganos blancos como: el hígado, el músculo, 

el corazón, el tejido adiposo pardo (BAT), el cerebro, entre otros. Ambas hormonas entran 

a las células mediante un transporte facilitado por medio de transportadores de 

membrana que se encuentran diferencialmente localizados: el transportador de 

monocarboxilatos 8 (MCT8, preferencialmente expresado en neuronas TRHérgicas 

hipofisiotrópicas y tanicitos, con una alta afinidad por T3); el transportador 1 de aniones 

orgánicos (OATP1C1, expresado en las células endoteliales de los vasos sanguíneos  del 

cerebro, con una alta afinidad por T4 y T3); el transportador de aniones orgánicos 

dependiente de Na+ (NTCP) y los transportadores heterodiméricos de aminoácidos 

(HAT). La T4 es transformada a T3 dentro de las células, mediante un proceso de 

desyodación que involucra la participación de las deiodinasas D1 o D2 (Bianco and Kim, 

2006). Las hormonas tiroideas participan en la regulación del metabolismo basal 

(absorción de nutrientes y respiración celular) y modulan de forma sinérgica con el 

sistema nervioso simpático (SNS) la termogénesis en el BAT, donde la T3 induce la 

expresión de la proteína mitocondrial UCP-1 (Uncoupling protein 1, localizada en la 

membrana mitocondrial interna), la cual desacopla el flujo de electrones de la fosforilación 

oxidativa, produciendo calor y promoviendo el gasto energético mediante la lipólisis 

(López et al., 2013).  
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2.8 Regulación de la biosíntesis de la hormona liberadora de tirotropina del 

NPV 

La T3 regula negativamente la actividad del eje HPT observándose disminución en los 

niveles del RNAm del TRH en el NPV y en las concentraciones del TRH en el sistema 

portal y la TSH circulante en el hipertiroidismo (Fekete and Lechan, 2007). La síntesis 

local de T3 en la EM generada por la desyodación de T4, realizada por la deiodinasa 2 

presente en los tanicitos β2, puede ejercer un efecto negativo sobre la síntesis del RNAm 

del TRH en el NPV del hipotálamo, sin que la concentración de HT circulante se modifique 

e incluso disminuyan, esto debido a que la T3 generada por los tanicitos es tomada por 

el transportador MCT8 que se expresa en las terminales nerviosas de las neuronas 

TRHérgicas hipofisiotrópicas en la EM, siendo esta transportada al núcleo de las células 

(Fekete and Lechan, 2014; Joseph-Bravo et al., 2015).  

En la rata, el hipotiroidismo induce un incremento de la biosíntesis del RNAm del TRH en 

las neuronas parvocelulares a nivel del NPV medio (NPVm), así como en la liberación del 

TRH en la EM (Segerson et al., 1987; Rondeel et al., 1992).  

Por otro lado, los glucocorticoides regulan negativamente la expresión del RNAm de la 

hormona liberadora de tirotropina. En ratas adrenalectomizadas, se observó que el nivel 

del RNAm del TRH del NPV se incrementó, efecto que es revertido al restituir los 

glucocorticoides (Kakucska et al., 1995). Por otra parte, estudios en cultivos primarios de 

hipotálamo fetal mostraron que el tratamiento con dexametasona (un glucocorticoide 

sintético) ejerce efectos diferenciales sobre la biosíntesis del RNAm del TRH. La 

concentración de 1x10-10 M de dexametasona con un tiempo de exposición de 1-3 h, 

generó disminución en el nivel del RNAm del TRH. Mientras, que concentraciones de 

1x10-8 y 1x10-6 incrementaron el nivel del RNAm del TRH (Pérez-Martínez et al., 1998). 

Estos resultados sugieren que los glucocorticoides podrían estar regulando de manera 

diferencial la biosíntesis del TRH. El efecto de represión del RNAm del TRH esta mediado 

por la interacción del receptor de glucocorticoides con su región blanco en el promotor 

del gene de TRH o la interacción del receptor con la via de señalización de la PKA (Sotelo-

Rivera et al., 2014). 

La administración central de NPY en la rata, inhibe la biosíntesis del RNAm del TRH en 

el NPV y disminuye los niveles de α-MSH en el ARC. Este efecto es causado por la 
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interacción de NPY con sus receptores Y1 y Y5 (Sarkar and Lechan, 2003). Además, la 

administración central de AgRP disminuye la concentración circulante de hormonas 

tiroideas (T3 y T4) y los niveles del RNAm del TRH en el NPV (Fekete et al., 2002a). Por 

otro lado, en cultivos primarios de hipotálamo fetal y neonatal con la neurotrofina BNDF 

(factor neurotrófico derivado del cerebro) incrementa el nivel del RNAm del TRH; este 

aumento es mediado por la activación del TrKB (receptor de tirosina quinasa neurotrófica) 

detectado en las neuronas TRHérgicas del NPV (Guerra-Crespo et al., 2001; Ubieta et 

al., 2007).  

La α-MSH proveniente del ARC regula positivamente la expresión del RNAm del TRH en 

el NPV, mediante la activación del receptor MC4R que se encuentra acoplado a una 

proteína Gs, que desencadena la cascada de señalización que induce la fosforilación de 

CREB y su posterior unión al elemento CRE del promotor del gen de TRH. En ratas, la 

administración i.c.v de α-MSH revierte la disminución del RNAm del TRH en el NPV, 

causada por un estado de ayuno (Nillni, 2010). Por otro lado, se sabe que las neuronas 

de TRH del NPV son inervadas por neuronas que sintetizan norepinefrina, provenientes 

del tallo cerebral (Toni and Lechan, 1993). Estudios in vitro en cultivos primarios de 

células hipotalámicas fetales, mostraron que la incubación con noradrenalina (NA), 

incrementa el nivel basal del RNAm del TRH (Joseph-Bravo et al., 2006). La inyección 

i.c.v de noradrenalina, induce un incremento en el nivel del RNAm del TRH en el NPV 

después de 1 h de aplicación (Trujillo-Alonso, 2001). Por otra parte, se ha mostrado que 

la leptina regula positivamente la expresión del RNAm del TRH a nivel del NPV, y su 

aplicación revierte la disminución en el nivel del RNAm del TRH generado durante el 

ayuno (Gou et al., 2004). 

Adicionalmente, se ha reportado que el AgRP actúa como un antagonista competitivo o 

un agonista inverso, sobre los receptores de la melanocortina y bloquea el efecto inducido 

por la α-MSH sobre la liberación del TRH (Fekete et al., 2002b; Kim et al., 2000; Fekete 

et al., 2004). 

Por otro lado, sabemos que c-Fos es un gen de expresión temprana inmediata, el cual es 

utilizado como un marcador de la activación neuronal (Hoffman et al., 1993). Este gen 

puede ser inducido por diferentes estímulos como lo son: neurotransmisores, factores del 

crecimiento, interferones, interleucinas, lípidos, entre otros. Por lo cual, es claro que la 
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activación del gen de c-Fos, es modulado por diferentes vias de señalización como, por 

ejemplo, la activación de la vía de las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPK), 

las cinasas reguladas por señales extracelulares (ERK 1/2), las proteínas de unión al 

elemento CRE (CREB), Jak 1, 2 y 3, la tirosin cinasa 2 (Tyk 2), p53, la calmodulina 

proteína cinasa II (CaMKII) y la proteína cinasa A (PKA) (Cruz-Mendoza et al., 2022). Los 

miembros de la familia de proteínas c-Fos dimerizan con la proteína c-Jun para formar el 

factor de transcripción AP-1, elemento regulatorio presente en el promotor de diferentes 

genes, siendo el gen de TRH uno de ellos (Curran et al., 1995; Fekete y Lechan, 2014; 

Cruz-Mendoza et al., 2022). Previamente se ha reportado que, en cultivos primarios de 

células hipotalámicas de rata, los esteres de phorbol estimulan la expresión del RNAm 

de la hormona liberadora de tirotropina desde la primer hora de tratamiento, y se sugiere 

que este efecto podría estar mediado por AP-1 (Uribe et al., 1995). Además, el 12-

tetradecanoyl-phorbol-13-acetate puede inducir la fosforilación de cFos de manera 

independiente a la proteína cinasa C en cultivos celulares (Barber y Verma, 1987). Por 

otro lado, hemos demostrado en la rata que la exposición por 1 h a 4º C incrementa la 

expresión de c-Fos en las neuronas TRHérgicas del NPV (Sánchez et al., 2001). 
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Figura 3. Representación gráfica de la integración de señales que regulan centralmente el 

eje HPT. Las neuronas hipofisiotrópicas del NPV, envían sus prolongaciones hacia la EM, lugar 

donde el TRH es liberado para posteriormente inducir la síntesis y liberación de la TSH en la 

pituitaria, que estimula a la síntesis de las HT (T3 y T4); las HT ejercen retroalimentación negativa 

sobre el NPV y la pituitaria, inhibiendo la síntesis y liberación del TRH y de la TSH. Otras 

hormonas y neuropéptidos regulan negativamente la expresión del RNAm del TRH en esta región, 

como lo son: los glucocorticoides (GCS), el AgRP y el NPY. Mientras que el BNDF, el α-MSH, la 

norepinefrina y la leptina regulan positivamente la expresión del RNAm del TRH en el NPV. 
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2.9 Regulación del metabolismo del TRH en condiciones de balance 

energético negativo 

Cuando se establece un balance energético negativo en el organismo como ocurre en el 

ayuno, la restricción de alimento o el período de lactancia en la madre, se inhibe la 

actividad del eje HPT, observándose que las concentraciones circulantes de TSH, HT y 

el nivel del RNAm del TRH en el NPV se ven disminuidos, mientras que el eje HPA se 

activa incrementando la concentración de corticosterona en (o cortisol en humanos) 

circulante. La corticosterona podría ser una de las moléculas responsables de generar la 

disminución en el nivel del RNAm del TRH en el NPV de ratas ayunadas ya que, al 

bloquear el incremento de este glucocorticoide en respuesta al ayuno, el efecto sobre el 

nivel del RNAm del TRH se revierte parcialmente (van Hastereen et al., 1995). Por otro 

lado, las concentraciones séricas de leptina se encuentran disminuidas en esta condición, 

evento que estimula a las neuronas que expresan el NPY/AgRP, e inhibe a las neuronas 

de α-MSH en el ARC. Generando como respuesta una disminución en los niveles de 

expresión del RNAm del TRH en el NPV (Fekete and Lechan, 2014; Zhou and Rui, 2013). 

La aplicación de leptina exógena en ratones previamente ayunados restituye los niveles 

del RNAm del TRH en el NPV y parcialmente la TSH circulante (Gou et al., 2004).  

 

En condiciones de ayuno, se ha propuesto que la restitución de leptina activa la expresión 

del RNAm del TRH en el NPV mediante dos vías independientes: 1) la vía directa, en la 

cual la leptina se une a la isoforma Ob-Rb de su receptor en las neuronas TRHérgicas 

del NPV; esta unión desencadena la activación de la vía de señalización de las  

JAK2/STAT3 que genera como respuesta final la fosforilación de las proteínas STAT3, 

su posterior dimerización y translocación al núcleo, donde se unen al elemento de 

respuesta STAT3 en el promotor del gen del TRH. 2) La vía indirecta, en la cual esta 

adipocina se une a los receptores Ob-Rb que se encuentran localizados en las neuronas 

que expresan a la α-MSH en el ARC; consecuentemente estas neuronas estimulan a las 

neuronas TRHérgicas del NPV a través del receptor MC4R (Nillni, 2010). Además, en 

condiciones de ayuno la actividad de la deiodinasa 2 en los tanicitos aumenta, 

provocando un incremento en la concentración de T3 local, lo que puede contribuir a 

inhibir la expresión del RNAm del TRH en el NPV en esta condición (Copala et al., 2005). 
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2.10 Regulación del metabolismo del TRH en condiciones de balance 

energético positivo 

La obesidad inducida por ingestión de DAG, durante períodos largos de tiempo (4, 8 o 12 

semanas de consumo de alimento) en ratas macho adultas, aumenta la expresión del 

RNAm del TRH, del péptido TRH y la señalización de pSTAT3 en las neuronas 

TRHérgicas del NPV, con efecto controversial sobre la concentración circulante de 

tirotropina, T3 y T4. Este incremento correlaciona con un aumento en la concentración 

de leptina circulante, por lo que se ha sugerido que en ratas obesas la señalización directa 

de la leptina sobre las neuronas TRHérgicas del NPV es la responsable de incrementar 

la biosíntesis del RNAm del TRH en esta condición (Araujo et al., 2010; Perello et al., 

2010; Ramírez-Bustos, 2018). 

2.10.1 Antecedentes directos del proyecto 

En condiciones de balance energético positivo generado por el consumo de DAG (45% 

de calorías provenientes de grasa) por períodos cortos de tiempo (3 días), provoca al 

igual que la inducción de obesidad, un incremento significativo en la concentración de 

leptina en suero, en el nivel del RNAm del TRH en el NPV, así como en el número de 

neuronas TRHérgicas, con respecto al grupo alimentado con DR (Figura 4A). Por otro 

lado, no se muestran cambios significativos en las concentraciones de tirotropina, T3, T4 

y corticosterona circulante. El número de neuronas TRHérgicas positivas a pSTAT3 o 

pCREB es similar en los grupos alimentados con DAG o DR (Figura 4B y C) (Ramírez-

Bustos et al., 2019). Estos resultados apoyan que a los 3 días de consumo de DAG la 

leptina no participa en la regulación de la biosíntesis del RNAm del TRH en el NPV, a 

través de la vía directa (pSTAT3) o indirecta (PCREB). Lo que sugiere que existen otras 

vías y/o moléculas que regulan la biosíntesis del RNAm del TRH en el NPV, en respuesta 

al consumo agudo de DAG. 
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Figura 4. Análisis del número de neuronas TRHérgicas y neuronas TRHérgicas positivas a 

p-STAT3 o p-CREB en el NPV del hipotálamo de ratas Wistar IGS alimentadas con DR o 

DAG durante 3 días. Los histogramas representan al promedio ± ESM del número de neuronas 

TRHérgicas (A), TRHérgicas positivas a p-STAT3 (B) y TRHérgicas positivas a p-CREB (C) en el 

NPV total. La significancia estadística se indica en las gráficas, **** p <0.01. Se analizaron 4 o 5 

animales por grupo (Ramírez-Bustos et al., 2019). 

El consumo de DAG (50% de calorías provenientes de grasa) por diferentes tiempos (15 

min, 1 h, 1 día y 1 semana), en ratas genera un aumento en el nivel de encefalinas y 

dinorfina en el NPV del hipotálamo, incremento acompañado por una elevación en la 

concentración de TG en suero a los diferentes tiempos analizados. Además, se observa 

un incremento en la concentración de leptina en suero después de un día y una semana 

de consumo de DAG, no se encuentran cambios significativos en la concentración de 

insulina a los tiempos analizados, con respecto al grupo tratado con la DR (10% de 

calorías provenientes de grasa), (Chang et al., 2007). Aunado a esto también se sabe 

que el consumo de DAG durante 4 h induce un aumento en la concentración de TG y 

NEFA, así como un incremento en el nivel de galanina y encefalinas en el NPV, de 

orexinas y encefalinas en el área PFHL, con una disminución significativa en la 

concentración de leptina e insulina en suero, con respecto al grupo de ratas que fue 

alimentado con la DR (Chang et al., 2004). La asociación entre la concentración de TG y 

la expresión de estos neuropéptidos hipotalámicos fue demostrada en un estudio en el 

cual se empleó una inyección intraperitoneal de intralipid 20% vs la aplicación de SSI. La 

administración de esta emulsión de grasa incrementa significativamente la concentración 

de TG y NEFA, a las 2 y 4 h de la aplicación. Este aumento es acompañado de un 

incremento en el nivel de galanina y encefalinas en el NPV, y de orexinas y encefalinas 

en el área PFHL, como en los animales que consumen DAG durante 4 h. El incremento 

en la concentración de TG y NEFA correlaciona con un mayor número de células positivas 
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a c-Fos en el NPV y el área PF del HL a las 4 h de tratamiento. No se encuentran cambios 

significativos con la aplicación de intralipid en la concentración de glucosa, insulina y 

leptina en suero, con respecto a los grupos de animales tratados con la SSI (Chang et 

al., 2004). 

Estos resultados sugieren que los lípidos regulan la biosíntesis de neuropéptidos y la 

expresión de c-Fos en el NPV del hipotálamo de acuerdo con la duración de su ingesta, 

por lo que proponemos que los NEFA o los TG pudieran modificar rápidamente la 

biosíntesis del RNAm del TRH en el NPV en respuesta al consumo agudo de DAG.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

Las neuronas TRHérgicas del NPV del hipotálamo juegan un papel importante en el 

control del metabolismo basal, y parecen ajustar su actividad metabólica para contribuir 

en el mantenimiento de la homeostasis energética. Definir las señales extracelulares 

responsables de regular la biosíntesis del TRH en condiciones de balance energético 

positivo, contribuirá a definir los circuitos que regulan la actividad TRHérgica durante el 

establecimiento de la obesidad inducida por la dieta y pudieran a largo plazo facilitar el 

descubrimiento de nuevas terapias contra la obesidad.  

 

 

 

 

 

 

4. HIPÓTESIS 

El consumo de dieta rica en grasa genera concentraciones altas de lípidos en suero, por 

lo que proponemos que los triglicéridos y/o ácidos grasos son los responsables de regular 

la biosíntesis de la hormona liberadora de tirotropina en el NPV durante el establecimiento 

de la obesidad inducida por dieta.  
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo general 

 

Definir si los triglicéridos y/o ácidos grasos libres regulan la actividad de las neuronas 

TRHérgicas en el núcleo paraventricular del hipotálamo en respuesta al consumo agudo 

de dieta alta en grasa.  

 

 

 

5.2 Objetivos particulares 

 

1) Determinar el % de neuronas TRHérgicas que expresan al factor transcripcional c-

Fos en el NPV de ratas macho alimentadas con DAG por tres días. 

 

2) Demostrar que el incremento de triglicéridos o ácidos grasos libres generados por 

la administración de dieta enteral o consumo de dieta alta en grasa modulan la 

biosíntesis del TRH en neuronas TRHérgicas del NPV en ratas macho. 

 

3) Definir si la inducción aguda de altas concentraciones séricas de triglicéridos y/o 

ácidos grasos incrementa la expresión de c-Fos en las neuronas TRHérgicas del 

NPV del hipotálamo. 
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6. DIAGRAMAS EXPERIMENTALES 

6.1 Diagrama experimental del objetivo 1 

 

 

 

 

 

 

  4.5 Kcal/g  

  

  3.1 Kcal/g  

  
Los animales anesteciados profundamente fueron 

perfundidos vía cardiaca con paraformaldehído al 4%. 

 

 

 

 
Se utilizaron 6 ratas macho adultas por grupo de la cepa 
Wistar-Han, estas fueron alimentadas por 3 días con dos 

tipos de dieta (3.1 Kcal/g; 18% de calorías provenientes de 
grasa y 4.5 Kcal/g; 45% de calorías provenientes de grasa). 

Se realizaron cortes coronales de los cerebros 
de 25 µm, los tejidos fueron colectados en 

anticongelante en 5 series (bregma -1.32 al 

bregma -1.92 mm). 

Detección inmunohistoquímica de c-
Fos en rebanadas de cerebro. 

Coexpresión de la proteína c-Fos y el RNAm 
del TRH mediante inmunohistoquímica e 
hibridación in situ. Conteo de células y 

asignación a una de las siguientes 
categorías. 

Categoría 1: neuronas 
positivas al RNAm del TRH. 

Categoría 2: neuronas que 
coexpresan el RNAm del 
TRH y la proteína cFos. 

Categoría 3: células 
positivas para la proteína 

cFos. 
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6.2 Diagrama experimental del objetivo 2  

 

 

 

  3.1 Kcal/g  

  

5.1 Kcal/g 

 

Se utilizaron 6-8 ratas macho adultas por grupo de la cepa Wistar-Han de 60 días de edad; estas 
fueron ayunadas por 12 h (7.00 pm-7:00 am), transcurrido este período de tiempo a ambos 

grupos se les aplicaron los tratamientos correspondientes.  

Inyección intraperitoneal 17 mL/kg 

Lipofundin 20% SSI 

Los animales fueron sacrificados por decapitación 2 y 4 h después del tratamiento  

 Al momento de la decapitación se midieron las concentraciones de glucosa en sangre y se 
colectó sangre del tronco para recuperar suero en el que se determinó la concentración de: 

 Leptina 

Triglicéridos 

Ácidos grasos 
libres 

Disección de 
cerebros que se 

guardaron a -70 ºC. 

Disección del área 

del NPV 

Cuantificación del RNAm del 
TRH, ciclofilina y RPLP0 por 

RT-PCR en tiempo real. 

ELISA 

Método 
enzimático 

ELISA 

   Consumo de dietas 

18 % de calorías 
provenientes 

de grasa. 

  

60 % de calorías 
provenientes de 
grasa. 

  

Radioinmunoensayo Corticosterona 
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6.3 Diagrama experimental del objetivo 3 

 

 

 

 

 

Se utilizaron 6 ratas macho adultas por grupo de la cepa Wistar-Han de 60 días de edad; 
ambos grupos se ayunaron por 12 h y se les aplicó los tratamientos correspondientes.  

Inyección intraperitoneal 17 mL/kg 

 Lipofundin 20% SSI 

Disección de cerebros. 
Posteriormente se 

guardaron a -70 ºC. 

Inmunohistoquímica anti 
c-Fos, acoplada a 

hibridación in situ para la 
detección del RNAm del 

TRH. 

Análisis de las imágenes y conteo de 
neuronas positivas al RNAm del TRH, 
c-Fos-TRH RNAm y células positivas 

a cFos 

Los animales fueron sacrificados 4 h después del tratamiento por decapitación. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Animales 

Todos los animales empleados en este estudio fueron ratas macho de la cepa Wistar-

Han de 2 meses de edad, generadas en el bioterio del Instituto de Biotecnología-UNAM. 

Desde el momento del destete los animales fueron mantenidos con DR de 3.1 Kcal/g 

(2018SX; 18% de calorías proveniente de grasa) y agua ad libitum. Las salas del bioterio 

se mantienen siempre con un ciclo de luz-oscuridad de 12 h (7:00 am – 7:00 pm) y 

temperatura controlada de 21-23 ºC. 

7.2 Protocolo del consumo agudo de DAG en roedores 

7.2.1 Consumo de DAG y DR por 3 días  

Empleamos 12 ratas, que fueron divididas en 2 grupos; antes de iniciar el experimento 

los animales fueron pesados y colocados en grupos de 2 animales por caja, teniendo 

especial cuidado de que los animales agrupados tuvieran un peso corporal similar. Esto 

permitió tener 6 animales por grupo y un triplicado en la medición del consumo de 

alimento. Los animales fueron alimentados durante 3 días con 2 dietas diferentes 

provenientes de Envigo (Teklad research diet): 

 

1. DR de 3.1 Kcal/g, 2018SX (Aportación en Kcal: 24% proteína, 18% grasa y 

58% carbohidratos). 

 

2. DAG de 4.5 Kcal/g TD. 06415 (Aportación en Kcal: 19% proteína, 44.8% grasa 

y 36.2% de carbohidratos). 

  

Al inicio del experimento y al tercer día se registró el peso corporal y el consumo de 

alimento. Al finalizar el experimento los animales fueron anestesiados y perfundidos vía 

cardiaca. Al inicio de la perfusión se disecó y pesó la grasa epididimal y se recolectó 

sangre del corazón para obtener suero que fue guardado a -20 ºC.  
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7.3 Generación de incremento en la concentración de TG en suero en 

respuesta al consumo de DR o DAG por 4 h en animales ayunados por 14 h 

durante el período de actividad o alimentados ad libitum 

En esta etapa empleamos animales alimentados ad libitum o con ayuno previo de 14 h, 

los cuales fueron alimentados con DAG (45% de calorías proveniente de grasa) o DR 

(18% de calorías proveniente de grasa), con el fin de establecer el mejor protocolo para 

generar un incremento en suero en las concentraciones de TG y ácidos grasos libres, 

generado por el consumo de la DAG, sin generar estrés o alterar la actividad de los 

animales en experimentación.  

Procedimientos: 

1) Un grupo de 8 animales (n= 4/grupo) se mantuvieron con alimentación ad libitum 

durante el período de actividad, 2 h después de que la luz se encendió en la sala los 

animales se pesaron y se colocaron en cajas en forma individual, proporcionando una 

cantidad fija de DR (18% de calorías provenientes de grasa) o DAG (45% de calorías 

provenientes de grasa) por 4 h. Transcurrido este período de tiempo, se colectó sangre 

de la vena de la cola (300-500 µL) para determinar la concentración de TG. 

Determinamos el peso de las ratas y el consumo de alimento durante las 4 h. Estos 

animales se mantuvieron con DR 5 días más y posteriormente se utilizaron en el segundo 

procedimiento, esto con el fin de reducir el número de animales a emplearse en esta 

prueba piloto. 

2) Los animales del procedimiento 1, previamente ayunados por 14 h durante el período 

de actividad, se sometieron al mismo procedimiento mencionado anteriormente. Con la 

excepción de que en estos animales se realizó el sacrificio por decapitación y se tomó 

una muestra de sangre del tronco (300-500 µL) para medir la concentración de TG en 

suero, se disecaron los cerebros y posteriormente se guardaron a -70 ºC. 
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7.4 Protocolo de la aplicación intraperitoneal de lipofundin o SSI y consumo 

de DR o DAG en animales ayunados por 12 h 

1) Tratamiento con lipofundin 20% (Laboratorios Pisa, S.A. de C.V): Utilizamos un lote de 

13 ratas las cuales fueron divididas en 2 grupos de 6 y 7 ratas, y un lote más de 16 ratas 

(n=8 ratas/grupo), estas fueron ayunadas por 12 h (7:00 pm - 7:00 am), una vez 

transcurrido este tiempo los animales fueron pesados e inyectados vía intraperitoneal (i.p) 

con 17 mL/kg de lipofundin 20% o con solución salina isotónica y colocados en cajas en 

forma individual. Después de 2 y 4 h de la inyección, los animales fueron pesados y 

sacrificados mediante decapitación, se determinó inmediatamente en la sangre del tronco 

la concentración de glucosa, empleando el glucómetro One Touch Select Plus y tiras 

reactivas. También colectamos sangre del tronco para obtener suero y determinar las 

concentraciones de leptina, insulina, TG, NEFA y corticosterona. 

2) Un lote de 20 ratas las cuales fueron divididas en 3 grupos (n=7, n=6 y n=7 ratas/grupo) 

fueron ayunadas durante un período de 12 h, inmediatamente después se les permitió 

que consumieran DAG (5.16 Kcal/g; TestDiet 58Y1, proteína 18.1%, carbohidratos 20.3 

%, grasa 60%) o la DR mencionada anteriormente. Los animales fueron pesados antes 

y después del consumo de alimento, se determinó el consumo de alimento/por rata y 

fueron sacrificados por decapitación 2 o 4 h después de iniciado el consumo de alimento. 

Se guardó sangre del tronco para obtener suero y realizar las determinaciones 

bioquímicas mencionadas en el punto 1. 

Los cerebros fueron removidos del cráneo y congelados inmediatamente en hielo seco 

para guardarse a -70 ºC. Posteriormente, se realizó la disección del NPV, purificación de 

RNA total y cuantificación del RNAm del TRH y controles internos (RNAs mensajeros de 

ciclofilina A (CyA) y la subunidad del tallo lateral de la proteína ribosomal P0 (RPLP0), 

por RT- PCR en tiempo real.  

7.5 Protocolo de perfusión vía cardiaca 

Las condiciones de trabajo para manipular muestras de RNA se muestran en el Anexo 1. 

La perfusión se realizó en animales con anestesia profunda, por lo que fueron inyectados 

vía i.p con una dosis letal de pentobarbital sódico (120 mg/kg) (Pet’s Pharma de México, 

S. A. de C. V). Los animales quedaron inmovilizados dentro de pocos minutos y antes de 



33 
 

iniciar el procedimiento de perfusión se monitoreo la pérdida de sensibilidad en las patas 

y el color de los ojos, para minimizar el dolor durante el procedimiento. Para realizar la 

perfusión, se colocó la rata sin sensibilidad alguna, sobre una base, con ayuda de unas 

pinzas se levantó la piel a nivel del ombligo y con unas tijeras se cortó la cavidad 

abdominal abriendo lateralmente hacia la cabeza, se cortó a los lados de la caja torácica 

pasando por el diafragma y el esternón, se tomó el corazón con unas pinzas y se realizó 

un pequeño orificio en el ventrículo izquierdo para introducir un catéter en la vena cava; 

este se aseguró con unas pinzas hemostáticas, en seguida se realizó un orificio en la 

aurícula derecha, justo en este momento se colectó sangre del corazón para medir la 

concentración de triglicéridos en suero. El catéter esta acoplado a una bomba peristáltica 

que perfundió el tejido a una velocidad de 10 mL/1 min. La solución salina isotónica (SSI) 

con heparina (cloruro de sodio 0.95%-heparina 10 U/mL) se aplicó por 6 min, durante 

este tiempo se lavó la sangre de los tejidos, un buen indicador de que la perfusión se está 

realizando bien, consiste en que el hígado pierde su color rojo intenso. Inmediatamente 

después se cambió la SSI por paraformaldehído al 4% disuelto en PBS 1X (cloruro de 

sodio 0.136 M, fosfato de potasio 1.47 mM, fosfato de sodio 8 mM y cloruro de potasio 

2.68 mM), se continuó con la perfusión durante 25 min. En este tiempo se disecó y pesó 

la grasa epididimal. Todo el proceso se realizó en una campana de extracción, al finalizar 

se disecaron los cerebros y se mantuvieron por 2 h con 4% de paraformaldehído. 

Transcurrido este tiempo, los cerebros se crioprotegieron con solución 20% de sacarosa 

disuelta en paraformaldehído 4% y se dejaron toda la noche a 4ºC.  Posteriormente, se 

guardaron a -70 ºC hasta su procesamiento. Nota: Se sugiere no mantenerlos congelados 

a -70 ºC por mucho tiempo, es mejor rebanarlos y mantenerlos en anticongelante a -20 

ºC, para no incrementar el ruido de fondo en la inmunohistoquímica.  

7.6 Obtención de series de cortes de los cerebros de las ratas  

A) Los cerebros perfundidos y mantenidos a -70 οC, antes de seccionarse fueron 

aclimatados a la temperatura del criostato (-17 οC) por 1 h, posteriormente los cerebros 

fueron rebanados empleando un criostato (MODEL OTF, Bright Instrument Company 

LTD) a una temperatura de -17 a -20 οC, para esto los cerebros se montaron en una 

platina utilizando tissue-Tek (# Cat: 4583). Se realizaron cortes coronales de 25 µm a lo 

largo del hipotálamo, tomando como referencia el atlas de Watson y Paxinos, 2013. Se 

colectaron los cortes correspondientes al bregma -1.32 al bregma -1.92 mm, rango que 
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comprende al área del NPV. Los cortes se colectaron en 5 series, en cajas de cultivo de 

24 pozos con 1 mL de anticongelante estéril y libre de RNAsas (50 mM de fosfato sódico 

pH 7, 30% etilenglicol y 20% de glicerol), éstos fueron guardados a -20 οC, hasta su 

utilización en la inmunohistoquímica e hibridación in situ (Uribe et al., 1999). 

B) Los cerebros que no fueron perfundidos, se congelaron en hielo seco inmediatamente 

después de la disección y se mantuvieron congelados a -70 οC hasta su uso. Al momento 

de realizar los cortes de los cerebros, éstos se aclimataron a la temperatura del criostato 

(-17 a -20 οC) durante 1 h, posteriormente se montaron en la platina empleando tissue-

TEK, y se recolectaron cortes coronales de 25 µm directo sobre los portaobjetos cargados 

(Fisherbrand. # 12-550-15), teniendo especial cuidado de que los tejidos quedaran bien 

adheridos. La recolección se realizó en series como se describió en el párrafo anterior. 

Posteriormente, las laminillas se guardaron en cajas y se mantuvieron a -70 οC, hasta su 

utilización en la inmunohistoquímica y/o hibridación in situ. 

7.7 Detección de c-Fos por inmunohistoquímica en flotación en cortes de 

tejido de cerebro perfundido 

Dos series de rebanadas se colocaron en una rejilla tipo canastilla, estos se sometieron 

a 3 lavados con PBS 1X. El primer lavado se realizó durante 10 min y los 2 posteriores 

durante 5 min para eliminar el anticongelante de los cortes, posteriormente se incubaron 

con peróxido de hidrógeno al 0.5% en PBS durante 10 min. Consecutivamente, se 

realizaron 3 lavados con PBS durante 5 min, se permeabilizaron los cortes con tritón al 

0.3% en PBS durante 30 min, se realizó el bloqueo con albúmina sérica bovina grado RIA 

(BSA) al 2%, 0.25% de heparina y 0.2% de tritón en PBS durante 1 h, con el fin de 

bloquear las uniones inespecíficas de los anticuerpos con otros componentes del tejido. 

Después, se incubaron los cortes con 500 µL de 0.1% de tritón, BSA al 1% en PBS y con 

el anticuerpo primario realizado en conejo anti c-Fos (sc-52; Santa Cruz Biotechnology), 

dil: 1:500, a 4 οC durante un período de 36 h en una cámara húmeda. Para el revelado 

de la señal, los cortes se dejaron aclimatando a temperatura ambiente (TA) durante 30 

min y en seguida se realizó un lavado con tritón al 0.1% en PBS durante 10 min. 

Posteriormente, se lavó con PBS durante 10 min 2 veces y se incubó con el anticuerpo 

secundario anti-IgG biotinilado de conejo, realizado en cabra (Vector Labs), dil: 1:200 en 

PBS durante 60 min. A continuación, se realizaron 2 lavados con PBS durante 10 min, y 
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se incubó durante 45 min con el complejo avidina/biotina acoplada a peroxidasa, 

preparado 30 min antes de utilizarlo (reactivo de ABC dil 1:50, Vector Laboratories), antes 

de revelar con el sustrato, se realizaron tres lavados con PBS durante 10 min. La reacción 

de color se desarrolló con 0.5 mg/mL de diaminobenzidina (3, 3´-diaminobenzidina, sigma 

cat # D-5637) y 0.01% de peróxido de hidrógeno, la formación del precipitado café se 

generó en 5 min. Se paró la reacción con 3 lavados de PBS, por 5 min. Una vez revelada 

la señal de color café en el núcleo de las células, los tejidos se guardaron a 4 ºC y los 

cortes se montaron en portaobjetos cargados (Fisherbrand. # 12-550-15). Los cortes 

montados en los portaobjetos se dejaron secar durante 3 h o más en un desecador con 

vacío. Posteriormente, las laminillas se guardaron a -70 ºC hasta la realización de la 

detección de RNAm de TRH por hibridación in situ. 

7.7.1 Detección de c-Fos por inmunohistoquímica en cortes de cerebro 

montados en portaobjetos  

Al momento de realizar la inmunohistoquímica, los cortes se sacaron de -70 οC en hielo 

seco y se secaron con la secadora de aire a una temperatura tibia, teniendo especial 

cuidado de que los tejidos no se despegaran. Una vez secas las laminillas, se dibujó un 

perímetro alrededor de los tejidos con un lápiz hidrofóbico, se dejó secar a TA y 

posteriormente se realizó la fijación de los tejidos con paraformaldehído al 4% durante 10 

minutos y 2 lavados con PBS durante 5 min. Posteriormente, se incubaron con 0.5% de 

peróxido de hidrógeno en PBS por 5 min. El proceso de incubación de anticuerpo y el 

revelado fue similar al descrito en el punto 7.7. En la incubación con los anticuerpos 

primarios, secundarios y el reactivo de ABC, se emplearon 60 µL de cada uno de los 

reactivos y los cortes fueron cubiertos con Parafilm, la incubación se realizó en una 

cámara húmeda para evitar evaporación, durante 36 h a 4 οC. Finalmente, los tejidos se 

pasaron por alcohol 70% y se guardaron a -70 οC.  

7.8 Protocolo de detección del RNAm del TRH por hibridación in situ  

7.8.1 Preparación del tejido previamente perfundido 

Las laminillas con los cortes procesados por inmunohistoquímica se sacaron del 

ultracongelador en hielo seco y secaron con la secadora de aire a una temperatura tibia 

durante unos 10 min, posteriormente se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 10 
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min, se lavaron con PBS durante 5 min y se incubaron en proteinasa K (1µg/mL; EDTA 

0.5 M, Tris 1M pH 8.0) a 37 οC durante 30 min, posteriormente se lavaron con PBS por 3 

min, se acetilaron los cortes al colocarlos por 10 min en 4X SSC (20X de SSC: cloruro de 

sodio 3 M, citrato de sodio 0.3 M pH 7.0), que contiene 0.1 M de trietanolamina y 0.25% 

de anhídrido acético, con  pH final de 8. En seguida, se lavaron los cortes en SSC 2X por 

5 min e inmediatamente se realizó un proceso de deshidratación de los cortes en 

concentraciones ascendentes de alcohol (70%, 80%, 95% y 100%) por 2 min, y un paso 

de deslipidación de los tejidos con cloroformo por 5 min. Posteriormente, se trataron con 

alcohol al 100% y al 95% durante 2 min y se dejaron secar a TA. 

Cuando la hibridación in situ se realizó con tejidos que no fueron perfundidos, la 

incubación con proteinasa K fue solo por 5 min.  

7.8.1.1 Preparación de la sonda de cRNA marcada con Digoxigenina-UTP por 

transcripción in vitro 

La sonda de cRNA utilizada fue generada mediante transcripción in vitro, para esto se 

utilizó 1 µg de plásmido (pGEM2-cDNATRH) linearizado con EcoR1, se le agregó 2 µL 

de buffer de transcripción 10X, 1 µL de UTP 5 mM (Roche), 1.5 µL de dig-UTP 3.5 mM 

(Sigma), 2 µL de DTT 100 mM, 3 µL de la mezcla de nucleótidos10 mM; CTG, GTP, ATP 

(Roche), 1 µL de inhibidor de RNAasas (Roche), 2 µL de T7 RNA-polimerasa (Biolabs, 

SP6 Roche), se ajustó a un volumen final de 20 µL. Se incubó la mezcla a 37 ºC, durante 

1 h, se adicionaron nuevamente 2 µL de RNA polimerasa y se incubó durante 1 h a 37 

ºC, se adicionó 1 µL de DNAsa libre de RNAsa, 0.5 µL de inhibidor de RNAsas, incubación 

a 37 ºC durante 45 min, para detener la reacción se agregaron 80 µL de DTT 20 mM, 10 

µL de cloruro de sodio 4M, 1 µL de tRNA (10 mg/mL) y 330 µL de etanol absoluto frio 

(Merck). Los tubos se colocaron a –70 ºC durante 3 h. A continuación, se centrifugaron a 

13 500 rpm, durante 30 min a 4 ºC. Los tubos se decantaron y la pastilla se lavó con 

etanol 75% frio y se dejó secar a TA. Posteriormente, la pastilla se resuspendió en 50 µL 

de agua libre de RNAsas y calentó 5 min a 65 ºC. En seguida se tomaron 3 µL de la 

sonda que se guardó a -70 ºC. El resto de la sonda se hidrolizó, se ajustó el volumen a 

50 µL, se les agregó 30 µL de 0.2 M Na2CO3, 20 µL 0.2 M de NaHCO3, se mezcló y se 

incubó a 60 ºC 10 min, inmediatamente después se agregaron 2.5 µL de acetato de sodio 

4.5 M pH 6.0 y 5 µL de ácido acético al 10%, se mezcló por inversión y a continuación se 
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precipitó la mezcla agregando 7.5 µL de acetato de sodio 4.5 M pH 6.0, 1 µL de tRNA, 

300 µL de etanol absoluto frío, y se dejó incubando a -70 ºC toda la noche. 

Posteriormente, se centrifugó a 13 500 rpm durante 30 min a 4 ºC. Se retiró el 

sobrenadante y se agregaron 50 µL de etanol al 75% para eliminar las sales. Se 

centrifugó a 13 500 rpm durante 15 min a 4 ºC, se retiró el sobrenadante y se dejó secar 

pastilla a TA. Después, se resuspendió la pastilla en 50 µL de 0.02% dodecil sulfato 

sódico (SDS) preparado con agua libre de RNAsas.  

Para determinar la incorporación de la digoxigenin-UTP en la sonda, se colocaron 3 µL 

de la sonda digerida, 3 µL de la sonda sin digerir, 1 µL de un RNA control marcado con 

digoxigenina (Roche), diluido 1:3 en agua libre de RNAsas, sobre una membrana de 

Nytran N poro 0.45 µm. Los cRNAs se fijaron a la membrana con luz UV (Stratalinker), 

posteriormente se humedeció la membrana con buffer A (100 mM Tris-HCl pH 7.6, 100 

mM de NaCl), se incubó con 3% de blocking reagent disuelto en PBS 1X durante 5 min, 

y anticuerpo anti digoxigenina-fosfatasa alcalina, dil 1:1000 por 10 min. Transcurrido este 

tiempo, la membrana se incubó en buffer B (100 mM Tris-HCl pH 9.5, 0.1 M de NaCl y 50 

mM MgCl) durante 5 min. El revelado de la señal se realizó en ausencia de luz, con (10 

mL de buffer B con 45 µL de nitroblue tetrazoliun chloride; (NTB), 35 µL de 5-bromo-4-

cloro-3-indol fosfato. Finalmente, se paró la reacción con buffer A. 

7.8.2 Preparación de la solución de hibridación 

Se utilizó 1 µL de sonda de cRNA marcada con dig-UTP/ laminilla (50 µL de solución de 

hibridación) previamente desnaturalizado 10 min a 65 ºC ; 1 mL de solución de hibridación 

contiene: 100 µL de 20X de SSC, 500 µL de formamida con 20% de dextrán sulfato, 100 

µL de buffer de fosfatos (1M de fosfato de sodio pH 7.4 + 10% de sarcosyl), 10 µL de 

denhart’s 100X (ficoll 1 g, polivinil pirolidona 1 g, albúmina sérica bovina grado V 1g; para 

un volumen final de 50 mL) , 25 µL de DNA de esperma de salmón sonicado (10 mg/mL), 

25 µL de tRNA (10 mg/mL), 100 µL de DTT 1 M (preparado en fresco en acetato de sodio 

0.01 M;  0.08 g de DTT/50 µL), 25 µL de Poly A (10 mg/mL). Los cortes se cubrieron con 

50 µL de la mezcla de hibridación y se les colocó Parafilm sobre los tejidos para evitar la 

evaporación de la solución, se eliminaron las burbujas y se incubaron a 52 οC durante 6-

12 h, la incubación se realizó en una cámara húmeda con 50% de formamida. 

Transcurrido el tiempo de incubación se procedió a realizar los lavados pos-hibridación. 
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7.8.3 Condiciones empleadas en la post-hibridación 

Antes de iniciar con el procedimiento, es necesario precalentar todas las soluciones a la 

temperatura adecuada. Una vez realizado lo anterior, se sacaron las laminillas del horno 

y cada uno de los portaobjetos se sumergió en SSC 1X 52 οC para retirar el Parafilm, se 

colocaron en rejillas y se lavaron dos veces con 2X SSC + 50% formamida durante 10 

min y 20 min a 52 οC. Inmediatamente, se realizaron 2 lavados de 2X de SSC durante 3 

min c/u a TA. En seguida se realizó un tratamiento con 2X de SSC, 1 mM de EDTA pH 

8, 50 µg/mL de RNAsa A (previamente hervida durante 15 min; sigma) durante 30 min a 

37 ºC, para eliminar la RNAsa se realizaron 2 lavados durante 3 min con 2X SSC c/u a 

TA. Finalmente, se realizó un último lavado con 2X SSC + 50% de formamida a 52 οC 

durante 15 min. Al finalizar los lavados, los cortes se bloquearon y permeabilizaron con 

4% de “blocking reagent” (Roche) disuelto en 50 mM de fosfatos pH 7.0, 0.1 M NaCl, con 

agitación constante durante 1 h y 2% de BSA, 0.3% de tritón disuelto en solución A (100 

mM Tris- HCl pH 7.6, 100 mM de NaCl) 30 min a TA. Posteriormente, se lavaron 2 veces 

por 10 min en solución A y se incubaron con anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina (FA) 

(dilución 1:500), 1% de BSA, 1.5% tritón en solución A, colocando 80 µL en cada laminilla.  

Las laminillas se cubrieron con un Parafilm y se colocaron en una cámara húmeda 

durante 36 h a 4 οC. 

Para el revelado de la señal, las laminillas se colocaron 30 min a TA, se realizaron 2 

lavados con buffer A por 10 min, 2 lavados con buffer B (100 Mm Tris-HCl pH 9.5, 0.1 M 

de NaCl y 50 mM MgCl) durante 10 min y se incubaron las rebanadas de 2-4 h  para el 

desarrollo del color en la solución de revelado fría (10 mL de buffer B con 45 µL de 4 

nitroblue tetrazoliun chloride; (NTB), 35 µL de 5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato y 2.4 mg 

de levamisole (esta solución debe protegerse de la luz; el desarrollo de la señal se 

monitoreó en el microscopio). La señal es un precipitado perinuclear de color morado. 

Para detener la reacción se realizaron 2 lavados con Buffer A y posteriormente se enjuagó 

con agua y se dejaron secar los portaobjetos con los tejidos procesados a TA. Finalmente, 

se realizó el montaje de los tejidos con líquido de montaje acuoso (Citifluor, EMS), los 

bordes se sellaron con barniz transparente para uñas.   
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7.9 Análisis de las imágenes 

El análisis de las imágenes para la determinación del número de neuronas TRHérgicas, 

neuronas que coexpresan a la proteína c-Fos y el RNAm de TRH, y células positivas a la 

proteína c-Fos en el NPV, se realizó con ayuda de un microscopio Axioscop (Zeiss) 

acoplado a una cámara y a una computadora que contiene el programa Mercator 

(ExploraNova, La Rochelle, Francia). Con este software empleando el objetivo de 5X, se 

delimitó una maqueta sobre el NPV izquierdo o derecho en campo claro, en seguida se 

dibujó una rejilla sobre la zona trazada, lo que permitió contar con mayor facilidad y 

precisión los diferentes tipos de células. Para realizar el conteo se cambió al objetivo de 

40X para identificar las neuronas TRHérgicas; células con tinción perinuclear de color 

morado fuerte (Categoría 1), células positivas a c-Fos; núcleos teñidos de color café 

(Categoría 3), células que coexpresan al RNAm del TRH y la proteína c-Fos; núcleos 

teñidos de color café, rodeados de color morado en la región perinuclear (Categoría 2). 

La categorización se realizó en forma manual, al finalizar de contar cada región, el 

programa calcula el número de células positivas a cada categoría. El análisis se realizó 

en las tres regiones del NPV (anterior, medio y posterior) como se ha reportado en otros 

trabajos (Sotelo-Rivera et al., 2014). Para determinar el número de células de las tres 

categorías, los valores obtenidos de las rebanadas que comprenden la región anterior, 

media o posterior se promediaron (2 o 3 rebanadas por región). Para calcular el número 

total de células positivas al mRNA del TRH o c-Fos, se sumaron los 3 valores resultantes 

del número de células promedio de la región anterior, media y posterior del NPV. Para 

determinar el porcentaje de coexpresión de la proteína cFos en las neuronas TRHérgicas 

del NPV, se calculó el número total de neuronas TRHérgicas por rebanada en base a la 

suma de células cuantificadas (Cat1+ Cat2), en el NPV izquierdo o derecho, este valor 

correspondió al 100%. O sea: 

% de coexpresión de cFos en las neuronas TRHérgicas del NPV= # de células de la 

Cat 2* 100/# total de neuronas TRHérgicas/rebanada. 

Posteriormente se calculó el promedio del % de expresión de c-Fos en las neuronas 

TRHérgicas de la región anterior, media, posterior o total del NPV.  
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7.10 Controles 

Como control negativo de la inmunohistoquímica, algunos tejidos fueron procesados igual 

que los tejidos experimentales sin adicionar el anticuerpo primario. Para la hibridación in 

situ, empleamos como control negativo la sonda sentido marcada con dig-UTP; como 

control positivo verificamos que la señal revelada con la sonda antisentido solo fuera 

observada en las regiones previamente identificadas, como el hipotálamo lateral y 

anterior (Segerson et al., 1987). 

7.11 Disección del área del núcleo paraventricular del cerebro congelado de 

rata 

La disección del NPV se realizó en cerebros congelados, para lo cual, el cerebro se 

colocó sobre una gota de 100 µL de agua esterilizada colocada sobre una caja de Petri; 

esto permitió mantener el tejido pegado a la caja de Petri. Sin permitir que el cerebro se 

descongelara, con una navaja tipo Gillette se realizó una rebanada coronal de 1 mm de 

grosor, el primer corte se realizó justo donde se separan el quiasma óptico y el segundo 

corte se realizó al inicio de la EM, esto se realizó tomando como referencia el atlas de 

Watson y Paxinos, 2013. Las rebanadas se colocaron inmediatamente sobre una caja de 

Petri llena de hielo seco para evitar la descongelación del tejido. El área que contiene al 

NPV se localiza lateralmente al tercer ventrículo, entre los dos fórnix, y como límite 

superior se tiene el borde del tercer ventrículo. El NPV se disecó empleando un 

microsacabocados de 1 mm de diámetro. Los tejidos disecados fueron colocados en 

tubos de microcentrifuga de 1.5 mL (todo el material se debe mantener en hielo seco), 

posteriormente estos se guardaron a -70 °C hasta realizar la purificación y cuantificación 

de RNA total.   

7.12 Purificación del RNA total del núcleo paraventricular del hipotálamo 

empleando un kit de QIAGEN 

Se purificó el RNA total del NPV, siguiendo las indicaciones del RNeasy Plus Micro Kit 

(QIAGEN), el desarrollo del protocolo se muestra en el Anexo 2. 
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7.13 Determinación de la concentración de RNA total obtenido del núcleo 

paraventricular 

Para la cuantificación del RNA total, de cada muestra se empleó 1 µL. La concentración 

de RNA fue determinada mediante un NANODROP 2000C a una longitud de onda de 260 

nm, con la relación de 1OD= 40 µg, también determinamos la absorbancia a 230 y 280 

nm y únicamente utilizamos las muestras que presentaron una relación de absorbancia 

260/230 y 260/280 superior a 1.6.  

Una vez realizado lo anterior se hicieron alícuotas de 0.5 µg de RNA para realizar la 

transcripción reversa.  

7.14 Reacción de transcripción reversa 

Tabla 2. Mezcla de reacción para la transcripción reversa.  

 Reactivos Volumenes 
1 RNA total (0.5 µg), desnaturalizado por 5 min a 65 ºC Ajustar a 12 µL 

 Preparar mezcla de reacción para todas las muestras que se van 
a procesar y colocar a cada muestra de RNA 18 µL de la mezcla 

 

2 Agua libre de RNAsa 6.4 µL 

3 Buffer (first strand) 5X 6 µL 

4 Ditiotreitol (DTT) 0.1 M 3 µL 

5 Oligos random (50 ng/µL) 1.5 µL 

6 Mezcla de dNTPs  10 Mm 0.6 µL 

7 Transcriptasa reversa (200 U/µL; M-MLV Invitrogen)  0.5 µL 

 Mezclar suavemente todos los reactivos  

 Total de volumen de reacción  30 µL 

 

Las muestras de RNA ajustadas a un volumen de 12 µL con agua libre de RNAsas se 

calentaron 5 min a 65 οC, se dejaron reposando en hielo durante 5 min y se les agregó 

18 µL de la mezcla de reacción; se mezclaron suavemente todos los reactivos. Las 

reacciones se incubaron en baño María, durante 2 h a 37 οC, transcurrido este tiempo, 

las muestras se colocaron 15 minutos a 70 οC, para inactivar la enzima. Posteriormente, 

se hicieron alícuotas de 5 µL y se guardaron a -20 οC hasta la realización de la reacción 

en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR).  
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7.15 Reacción de PCR en tiempo real y cuantificación del RNAm 

Esta técnica se estandarizó en el laboratorio empleando el equipo QIAGEN Rotor-Gene 

Q. La mezcla de la reacción empleada se muestra en la Tabla 3. Las secuencias de los 

oligonucleótidos se muestran en la Tabla 4. Las condiciones de amplificación se muestran 

en la Figura 5. Como controles internos se seleccionó al RNAm de ciclofilina A y la 

subunidad del tallo lateral de la proteína ribosomal P0 (RPLP0), esto debido a que se ha 

observado en el laboratorio que la expresión de estos genes no se altera en respuesta al 

balance energético positivo, con respecto al grupo control en el NPV. Como control 

negativo colocamos mezcla de la reacción de cada par de oligos sustituyendo el templado 

por 2 µL de agua. Para la amplificación del RNAm de los genes de TRH, CYCA y RPLP0 

se utilizó una dilución de las muestras de 1:7 y 1 µM de los oligonucleótidos. La activación 

de la enzima se realizó a 95 °C por 3 min. 

 

 

Tabla 3. Mezcla de reacción para la qPCR. 

 

 

Tabla 4. Secuencias de oligonucleótidos empleados en los ensayos de la qPCR. 

 

Reactivos Volumenes 
cDNA 2 µL 

Agua grado milliQ 1 µL 

Oligo sentido (S) 1 µL 

Oligo Antisentido (AS) 1µL 

Kapa Sybr Green Fast 2X (Sigma) 
 

5 µL 

Total de volumen de reacción  10 µL 

Gen Fwd Rvs 
TRH `5- AGA GGG AGA GGG TGT CTT AAT - 3' `5- GCT AGT GAA GGG AAC AGG ATA G- 3' 

CYCA `5-GCT GGA CCA AAC ACA AAT GG - 3' `5- CTC CTG AGC TAC AGA AGG AAT G- 3' 

RPLP0 `5-CTT TGT CTG TGG AGA CTG ACT AC-3' `5- GAA GAG ACC GAA TCC CAT GTC- 3' 
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Figura 5. Condiciones de amplificación del RNAm de los genes de TRH, CycA y RPLP0. 

Para los 3 genes se utilizaron las mismas condiciones de desnaturalización, alineamiento y 

extensión (95 °C durante 20 s, 55 °C por 20 s y 72 °C durante 10 s). 

El registro y análisis de los datos se realizó en el software Rotor-Gene Q Pure detection 

(QIAGEN). El análisis de los datos del nivel de expresión de los genes se realizó por el 

método comparativo de 2-ΔΔ Ct (Datos no mostrados) (Livak and Schmittgen, 2001) y el 

método modificado de Pfaffl, 2001 (Vandesompele et al., 2002). Por ambos métodos, se 

reprodujo el efecto de los tratamientos. Con la finalidad de presentar los resultados de 

una forma más simplificada, decidimos utilizar el método modificado de Pfaffl que incluye 

el promedio de los cálculos de los dos genes de referencia. 

 

Donde: E = Eficiencia                  GOI= Gen de interés                REF= Gen de referencia 
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7.16 Determinación de la concentración de leptina en suero mediante el 

ensayo de ELISA 

La cuantificación de leptina en suero de rata se realizó por medio de la técnica de 

inmunoabsorción ligado a enzima (ELISA; por sus siglas en inglés), para esto se siguió 

el protocolo de acuerdo con las instrucciones del kit (“Rat Leptin ELISA Kit” Crystal Chem, 

INC # cat. 90040). 

Las placas de ELISA de 96 pozos se lavaron 2 veces, colocando 300 µL de buffer de 

lavado en cada pozo, después de cada lavado se removió la solución por inversión y se 

secó la placa dando golpes leves sobre una toalla de papel. Posteriormente, se generó 

una curva estándar con las concentraciones 0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2, 6.4 y 12.8 ng/mL. A 

cada pozo se le agregó 45 µL de buffer diluyente (proporcionado por el Kit “marked “C”), 

50 µL de anticuerpo anti-leptina de rata desarrollado en cobayo (marked “D”), se 

agregaron por duplicado 5 µL de los estándares de la curva y de las muestras por 

duplicado, se cubrió la placa con plástico y se incubó de 16-20 h a 4 οC. Posterior al 

período de incubación se decantó la solución y las placas se lavaron 5 veces con 300 µL 

de buffer de lavado, se removió el anticuerpo y el material que no se unió específicamente 

golpeando suavemente la placa contra papel absorbente, se agregaron 100 µL por pozo 

de anticuerpo anti-cobayo IgG acoplado a peroxidasa de rábano (POD) y se dejó 

incubando por 3 h a 4 οC. A continuación, se lavaron las placas 7 veces con 300 µL de 

buffer de lavado para eliminar el exceso de anticuerpo y se adicionó 100 µL por pozo de 

la solución del sustrato (3, 3´, 5, 5´-tetrametilbenzidina; TMB) de la enzima y se incubó 

en la oscuridad durante 30 min. Una vez transcurrido este tiempo, la reacción se detuvo 

con 100 µL de la solución de stop (H2SO4 1N). Finalmente, las muestras fueron leídas en 

el espectrofotómetro (Thermo Scientific Multiskan FC), a una absorbancia de 450 y 630 

nm. La concentración de leptina se calculó por regresión lineal, generando la curva 

estándar con los estándares proporcionados por el kit, y los valores de absorbancia (A450-

A630). https://www.arigobio.com/elisa-analysis 

 

 

https://www.arigobio.com/elisa-analysis
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7.17 Determinación de la concentración de ácidos grasos libres mediante el 

ensayo de ELISA  

La cuantificación de los ácidos grasos libres no esterificados se realizó en suero de rata 

por medio de la técnica de ELISA COMPETITIVO, para esto se siguió el protocolo de 

acuerdo con las instrucciones del kit “Rat Free Fatty Acid. # cat: MBS733451”. 

En los pozos de la placa de ELISA se colocaron por duplicado el blanco (100 µL de PBS 

pH 7.0-7.2) y 100 µL de la curva estándar con las concentraciones 0, 0.5, 1.0, 2.5, 5 y 10 

µg/mL, o bien 100 µL de las muestras. A cada pozo se agregaron 50 µL de conjugado 

FFA-HRP, excepto al blanco, se agitó la placa de ELISA por 1 min cubriéndola de la luz 

y posteriormente se incubó durante 1 h a 37 οC. A continuación, se realizaron 5 lavados 

con 300 µL de buffer de lavado, se agregaron 50 µL de sustrato “A” y 50 µL de sustrato 

“B”, en cada pozo y se incubó 20 min a 37 οC, cubriendo la placa de la luz. El producto 

de la reacción enzima-sustrato formó un complejo color azul, finalmente se paró la 

reacción adicionando 50 µL de solución de paro a cada pozo. Finalmente, se determinó 

la densidad óptica a 450 nm en el lector de placas. Para estimar la concentración de 

antígeno presente en la muestra se empleó la curva de calibración, generada mediante 

el método de logística de 4 parámetros y la absorbancia de las muestras a 450 nm.  
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7.18 Cuantificación de la concentración de insulina en suero mediante el 

ensayo de ELISA 

La cuantificación de insulina en suero de rata se realizó por medio de la técnica de ELISA, 

para esto se siguió el protocolo de acuerdo con las instrucciones del kit (“Rat Insulin 

ELISA Kit” Crystal Chem, INC # cat. 90060). 

En cada pozo se colocaron 95 µL de diluyente de la muestra y 5 µL de la curva estándar 

con las concentraciones de 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 y 6.4 ng/mL, o bien 5 µL de las 

muestras por duplicado y se incubó por 2 h a 4 οC. El sobrenadante se desechó de cada 

pozo y se hicieron 5 lavados con 300 µL de buffer de lavado, se colocaron 100 µL en 

cada pozo del conjugado enzimático anti-insulina y se incubó por 30 min a TA. A 

continuación, se realizaron 7 lavados, utilizando en cada lavado 300 µL de buffer de 

lavado, inmediatamente se agregaron 100 µL del sustrato de la enzima y se dejó 

incubando durante 40 min a TA, teniendo especial cuidado de no exponerlo a la luz. 

Posteriormente, se paró la reacción adicionando 100 µL de solución de paro y se midió 

la absorbancia a 450 nm y 630 nm en el espectrofotómetro (Thermo Scientific Multiskan 

FC). La concentración de insulina se calculó por regresión lineal, usando la curva 

estándar y el valor que se obtiene de la resta de la absorbancia de 450 nm menos el 

obtenido a 630 nm.  
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7.19 Determinación de la concentración de corticosterona en suero por 

Radioinmunoensayo (RIA) 

La determinación de corticosterona (CORT) se realizó mediante la técnica de RIA. A 

continuación, se elaboró una dilución de los sueros 1:500 en amortiguador RIA (50 mM 

de fosfato pH 7.5, 150 mM de NaCl y 0.1% de gelatina grado RIA Biorad). Los tubos con 

las diluciones realizadas se colocaron a 90 ºC durante 10 min y se enfriaron a TA. En 

tubos de ensayo se colocaron 500 µL de cada muestra por duplicado, se agregaron 100 

µL de Ab anti-CORT (ICN Biomedicals, Irvine, CA, USA) diluido 1:10000 y 100 µL de 3H-

corticosterona (Perkin-Elmer). Se preparó una curva estándar con los siguientes puntos: 

5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000 y 4000 pg/500 µL de amortiguador RIA por 

triplicado. Se marcaron 3 tubos de ensayo como cuentas por minuto totales (cpmT) y 

añadieron 800 µL de buffer de RIA y 100 µL de 3H-corticosterona. A los tubos para 

determinar la unión inespecífica (NSB), se les agregó 600 µL de amortiguador y 100 µL 

de 3H-corticosterona. Mientras que, a los tubos en ausencia de hormona fría (B0), se les 

agregó 500 µL de amortiguador, 100 µL de 3H-corticosterona y 100 µL de Ab contra 

corticosterona. Los tubos se dejaron incubando a 4 ºC durante 24 h. Posteriormente, se 

añadió 200 µL de carbón-dextrán (Sigma-Aldrich 4g/250 mL de amortiguador), se 

incubaron a 4 ºC por 20 min y se centrifugaron a 3000 rpm a 4 ºC por 15 min. El 

sobrenadante se transfirió a viales de centelleo y se adicionaron 4 mL de líquido de 

centelleo (Ecolite MP Biomedicals). Finalmente, se determinaron las cpm de cada vial en 

el contador de emisiones ß (Beckman). La concentración de corticosterona de cada 

muestra se calculó con la ayuda de la curva, graficando el logaritmo de cada dosis de 

corticosterona vs el % de desplazamiento de la radioactividad en el sobrenadante que 

produce cada dosis de corticosterona (% B/B0). Lo que generó una curva de forma 

sigmoidea, donde se pudo hacer una aproximación a los límites de confianza inferior y 

superior del ensayo y una región de relación aproximadamente lineal entre las variables. 

Graficando el logaritmo de cada dosis de corticosterona en la curva contra una 

transformación matemática del % B/B0, obtuvimos una gráfica de dosis-respuesta lineal 

más adecuada para el cálculo de la concentración de corticosterona en las muestras. 

Para calcular los datos, usamos el programa de regresión Logit(B/Bo) vs log dosis de 

corticosterona donde:          LogiT (B/Bo)= ln [(B/Bo)/(1-(B/Bo)] 
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7.20 Determinación del la concentracion de triglicéridos en suero 

empleando un método enzimático 

La determinación de los TG se realizó con el kit TG color GPO/PAP AA liquida de Wiener 

Lab. S.A.I.C. En una placa de 96 pozos se colocaron 2.5 µL de suero por duplicado, 2.5 

µL de agua destilada por triplicado como blanco y 2.5 µL de un estándar proporcionado 

por el kit. Una vez que se colocaron todas las muestras en la placa se adicionaron 250 

µL de reactivo A; buffer pH 6.8, clorofenol, lipoproteinlipasa (LPL), glicerol kinasa (GK), 

glicerol fosfato oxidasa (GPO), peroxidasa (POD), adenosina trifosfato (ATP) y 4-

aminofenazona (4-AF) a cada una de las muestras. La placa se agitó e incubó 20 min a 

TA (18-25 oC).  Posteriormente, se medió en un lector de placas a la absorbancia de 505 

nm. 

 

Figura 6. Esquema de reacciones enzimáticas empleadas en el kit para la determinación 

de la concentración de TG. Los TG en presencia de LPL liberan glicerol y ácidos grasos libres. 

El glicerol es fosforilado en presencia de GK para producir glicerol-1-P y adenosina-difosfato 

(ADP). El glicerol-1-P es entonces convertido a dihidroxiacetona fosfato y peróxido de hidrógeno 

(H2O2) en presencia de GPO. Finalmente, el H2O2 reacciona con 4-AF y p-clorofenol en presencia 

de POD dando una coloración roja. La intensidad del color formado es proporcional a la 

concentración de TG presentes en la muestra. 

 

El cálculo de los resultados se realizó de la siguiente forma: a los valores de absorbancia 

de todas las muestras y control positivo se les restó el valor promedio del blanco y para 

el cálculo se emplearon estos valores. Se calculó un factor de corrección que consiste en 

la relación de (2g/L) / el valor promedio de la absorbancia del control positivo. La 

concentración de la muestra se calculó al multiplicar el promedio del valor de absorbancia 

de cada muestra por el factor. Los valores están reportados en g/L. 
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7.21 Análisis estadísticos 

Para el análisis de los datos se utilizó el programa Stat view. Se analizaron las diferencias 

entre grupos, mediante la prueba de t no pareada, o bien mediante el análisis de varianza. 

Cuando encontramos cambios significativos en el análisis de varianza, posteriormente se 

realizó el análisis de los datos por el método de comparación múltiple de Bonferroni. Los 

valores fueron expresados como la media ± el error estándar de la media (E.S.M), se 

consideraron diferencias significativas con una p˂ 0.05, y fueron indicados en las graficas: 

**p≤ 0.04, *** p≤ 0.02 y **** p≤ 0.01. Las correlaciones fueron calculadas empleando el 

coeficiente de correlación de Pearson. 
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8. RESULTADOS 

8.1 Determinación de la coexpresión de la proteína c-Fos y el RNAm del TRH 

en el NPV de ratas alimentadas con DR o DAG por 3 días 

8.1.1 Determinación de la ganancia del peso corporal 

Al analizar la ganancia de peso, observamos que los animales que consumieron la DAG 

por 3 días ganaron significativamente más peso corporal que el grupo que consumió la 

DR (25. 66 ± 0.95 vs 20.33 ± 1.4, p˂ 0.01), (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Influencia de la dieta sobre la ganancia del peso corporal de ratas que 

consumieron alimento con diferente cantidad de grasa (3.1 Kcal/g-18% y 4.5 Kcal/g-45%).  

Los puntos de la gráfica representan el promedio ± ESM de la ganancia de peso. Significancia 

estadística: (****p˂ 0.01). El análisis de los datos se realizó mediante la prueba de T no pareada. 

Se analizaron 6 animales por grupo. 
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8.1.2 Consumo de alimento y agua 

En las ratas Wistar-Han, no se observaron cambios significativos entre los grupos sobre 

la cantidad de alimento y agua consumidos durante 3 días (Figura 8A y C). De acuerdo 

con lo previamente observado (Torres-Reyes, 2014; Ramírez-Bustos et al., 2019), el 

consumo calórico durante 3 días fue significativamente mayor en el grupo que se alimentó 

con la DAG (****p˂ 0.01), con respecto al grupo de ratas alimentado con la DR (Figura 

8B). 

 

Figura 8. Efecto del consumo de las dietas con diferente aporte calórico y cantidad de 

grasa sobre la ingesta de alimento y agua. Los histogramas representan el promedio ± ESM 

del consumo de alimento en gramos (panel A), kilocalorías (panel B) y agua (panel C) durante 3 

días. Significancia estadística (****p˂ 0.01). El análisis de los datos se realizó mediante la prueba 

de T no pareada. Se analizaron 6 animales por grupo (n para análisis estadístico= 3). 
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8.1.3 Determinación de la concentración de triglicéridos y la cantidad de 

grasa blanca epididimal 

A los 3 días de tratamiento, no se encontraron cambios significativos en la concentración 

de triglicéridos en suero, ni en la cantidad de grasa epididimal (Figura 9A y B), entre el 

grupo que consumió DAG y el que consumió DR. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Efecto del consumo de las dietas sobre la concentración sérica de triglicéridos y 

la cantidad de grasa blanca epididimal. Los histogramas representan al promedio ± ESM de la 

concentración de triglicéridos (Panel A) y la cantidad de grasa epididimal (Panel B) que 

acumularon las ratas de los dos grupos experimentales durante 3 días de consumo de las dietas 

con diferente aporte calórico y grasa. El análisis de los datos se realizó mediante la prueba de T 

no pareada. Se analizaron 6 animales por grupo. 
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8.2 Efectos del consumo de dietas con diferente aporte calórico sobre el 

número de neuronas TRHérgicas, la coexpresión del RNAm del TRH y la 

proteína c-Fos y el número de células positivas a c-Fos en el NPV del 

hipotálamo 

Los conteos se realizaron en las tres áreas del núcleo paraventricular (anterior, medio y 

posterior) de ratas que consumieron durante 3 días, alimento con diferente cantidad de 

grasa (18% de calorías provenientes de grasa y 45% de calorías provenientes de grasa). 

Encontramos un mayor número de neuronas TRHérgicas por rebanada en la región 

anterior (p< 0.01) y parvocelular media (p< 0.01) en el grupo de ratas alimentadas con la 

DAG que en el grupo alimentado con DR (Figura 10A). En el análisis del NPV total (Figura 

10B), observamos un incremento significativo de 80% en el número de las neuronas 

TRHérgicas en el grupo alimentado con la dieta hipercalórica, con respecto al grupo 

alimentado con DR (35 ± 4.3 vs 63.2 ± 5 células por rebanada, p<0.01). La distribución 

representativa observada de neuronas TRHérgicas a lo largo del NPV se muestra en el 

Anexo 3. 

 

Figura 10. Análisis del número de neuronas positivas al RNAm del TRH en el NPV del 

hipotálamo de ratas Wistar Han, alimentadas por tres días con dietas que contienen 

diferente aporte calórico y grasa. Los histogramas representan al promedio ± ESM del número 

de neuronas TRHérgicas por rebanada en cada región, ****p <0.01 (panel A) y el número de 

neuronas TRHérgicas del NPV total, ****p <0.01 (panel B). El análisis de los datos se realizó 

mediante la prueba de T no pareada. Se analizaron 4 animales por grupo. 
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En el conteo de la coexpresión del RNAm del TRH y el c-Fos, observamos un porcentaje 

mayor de neuronas TRHérgicas que expresan c-Fos solo en la región posterior del NPV 

del grupo de ratas que se alimentó con la DAG (22.0 ± 2.4 vs 32.3 ± 1.5, p< 0.01). No 

observamos cambios significativos en el porcentaje de coexpresión del RNAm del TRH y 

c-Fos en el análisis del NPV total (Figura 11B). En lo que respecta al análisis de las 

células positivas a c-Fos en el NPV por regiones, observamos un incremento de 93 % en 

la región anterior (p< 0.02), 92% en la región media (p< 0.01) y 66% en la región posterior 

(p< 0.01) del grupo de animales que consumió la DAG, con respecto al grupo que 

consumió la DR (Figura 11C). Este efecto se vio reflejado también en el número total de 

células positivas a c-Fos en el NPV, observándose 82% de incremento (p< 0.01), entre 

el grupo que consumió dieta hipercalórica con respecto al grupo que consumió la DR 

(Figura 11D). La distribución representativa de neuronas TRHérgicas positivas a c-Fos y 

células positivas a c-Fos por regiones y a lo largo del NPV se muestran en el Anexo 3. 
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Figura 11. Cuantificación del porcentaje de neuronas TRHérgicas positivas a la proteína c-

Fos y el número total de células positivas a c-Fos en el NPV del hipotálamo de ratas Wistar 

Han alimentadas con dietas que contienen diferente aporte calórico. Los histogramas 

representan al promedio ± ESM del porcentaje de las neuronas TRHérgicas positivas al c-Fos en 

cada región del NPV (panel A), o del NPV total (panel B) y el número de células positivas a cFos 

por rebanada en cada región (panel C), o del NPV total (panel D). El análisis de los datos se 

realizó mediante la prueba de T no pareada. La significancia estadística se indica en cada una 

de las gráficas, *** p< 0.02, **** p< 0.01. Se analizaron 5 o 4 animales por grupo. 
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8.2.1 Análisis de la respuesta de las neuronas TRHérgicas a la DAG por 3 

días en la cepa Wistar IGS 

En estudios previos, empleamos la cepa Wistar IGS, en la cual demostramos que el 

consumo de DAG durante 3 días incrementa el nivel del RNAm del TRH en el NPV de 

ratas macho. Debido a que al inicio de este proyecto se cambió la colonia de ratas a la 

cepa Wistar Han, ya que esta cepa presenta en general un peso menor que la cepa Wistar 

IGS, decidimos determinar el % de la coexpresión del RNAm del TRH y de la proteína c-

Fos en el NPV, en una serie de tejido de ratas Wistar IGS de animales alimentados por 3 

días con las dos dietas. Esto con la finalidad de corroborar que obteníamos resultados 

similares en las 2 cepas Wistar. En el análisis por regiones, encontramos un mayor 

número de neuronas TRHérgicas en la región parvocelular media (p< 0.02) y posterior 

(p< 0.04) del grupo de ratas alimentadas con la DAG, con respecto al grupo alimentado 

con DR (Figura 12A). Si analizamos el número total de neuronas TRHérgicas en el NPV 

observamos un incremento de 62% entre el número de las neuronas TRHérgicas de ratas 

alimentadas con DAG (60.8 ± 5.5 vs 37.5 ± 3.5, p<0.01) con respecto al grupo alimentado 

con DR (Figura 12B). Los datos de la ganancia de peso, consumo de alimento y peso de 

la grasa epididimal de esta cepa se muestran en la Tabla 5. La distribución representativa 

de neuronas TRHérgicas a lo largo del NPV se muestra en el Anexo 4.  

 

Figura 12. Análisis del número de neuronas TRHérgicas en el NPV del hipotálamo de ratas 

Wistar IGS, alimentadas con dietas que contienen diferente aporte calórico durante 3 días. 

Los histogramas representan al promedio ± ESM del número de neuronas TRHérgicas por 

rebanada en cada región. ***p <0.02 y **p <0.04 (panel A) y el número de neuronas TRHérgicas 

del NPV total, ****p <0.01 (panel B). El análisis de los datos se realizó mediante la prueba de T 

no pareada. Se analizaron 4 animales por grupo. 
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En el análisis de la cuantificación por regiones del NPV del hipotálamo de la coexpresión 

del RNAm del TRH y la proteína c-Fos, observamos un porcentaje mayor y significativo 

solo en la región anterior del PVN de ratas que se alimentaron con la DAG (Figura 13A). 

Mientras que, no observamos cambios significativos en la región media, posterior y el 

total del NPV entre los dos grupos (Figura 13B). Del análisis de las células positivas a c-

Fos en el NPV por regiones, observamos un incremento significativo en la región anterior 

(6.6 ± 1.0 vs 15.1 ± 1.2, p< 0.01), media (10.6 ± 0.8 vs 18.6 ± 1.0, p< 0.01) y posterior 

(7.8 ± 1.1 vs 12.6 ± 0.6, p< 0.01) del grupo de animales que consumió la DAG, con 

respecto al grupo que consumió la DR (Figura 13C). Este incremento significativo en el 

número de células positivas a la proteína c-Fos en las tres regiones del NPV, también se 

vio reflejado en un mayor número de células positivas a la proteína cFos en el NPV total 

(p< 0.01) (Figura 13D). La distribución representativa observada de neuronas 

TRHérgicas positivas a c-Fos y células positivas a cFos por regiones y a lo largo del NPV 

se muestran en el Anexo 4. 
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Figura 13. Cuantificación del porcentaje de neuronas TRHérgicas positivas a c-Fos y del 

número total de células positivas a c-Fos en el NPV del hipotálamo de ratas Wistar IGS, 

alimentadas con dietas que contienen diferente aporte calórico. Los histogramas 

representan al promedio ± ESM del porcentaje de neuronas TRHérgicas positivas a c-Fos en 

cada región del NPV (panel A), o del NPV total (panel B) y el número de células positivas a c-Fos 

por rebanada en cada región (panel C), o del NPV total (panel D). El análisis de los datos se 

realizó mediante la prueba de T no pareada. La significancia estadística se indica en cada una 

de las gráficas, ***p<0.02, **** p< 0.01. Se analizaron 4 animales por grupo. 
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En la tabla 5 y 6 se muestra una comparación de diferentes parámetros de interés entre 

la cepa Wistar-Han y la cepa Wistar IGS. En ambas cepas se observó un incremento 

significativo en el consumo de kilocalorías (p< 0.01) en el grupo de ratas alimentado con 

DAG, con respecto al alimentado con DR. Solo se mostró una ganancia significativa en 

el peso corporal del grupo de ratas alimentado con dieta hipercalórica de la cepa Wistar-

Han (p< 0.01). Por otro lado, el comportamiento del número de células positivas a c-Fos 

fue similar entre la cepa Wistar-Han y Wistar IGS en la región anterior, media y posterior 

del NPV (p< 0.02, p< 0.01 y p< 0.01), (p< 0.01, p< 0.01 y p< 0.01). En la coexpresión de 

c-Fos y el RNAm del TRH en el NPV se mostró un incremento significativo en la región 

posterior del NPV del grupo de ratas que consumió DAG, con respecto al grupo que 

consumió DR en la cepa Wistar-Han (p< 0.01), mientras que en la cepa Wistar IGS el 

incremento fue mayor en la región anterior (p< 0.02). En el número de neuronas positivas 

al RNAm del TRH se mostró un incremento significativo en la región media del NPV en 

la cepa Wistar-Han y Wistar IGS (p< 0.01, p< 0.02). Además, en la cepa Wistar-Han se 

observó un incremento significativo en la región anterior del NPV (p< 0.01). Entre tanto, 

en la cepa Wistar IGS se observó un incremento significativo en la región posterior (p< 

0.04) en el grupo de ratas que consumió la DAG. En el análisis del NPV total en ambas 

cepas se mostró un incremento significativo en el número de neuronas TRHérgicas y el 

número de células positivas a c-Fos (p< 0.01) en el grupo alimentado con DAG, con 

respecto a grupo alimentado con DR.  
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Tabla 5. Comparación del efecto del consumo de las dietas con diferente aporte de grasa 

durante 3 dias, sobre parámetros de interés entre la cepa Wistar-Han y la cepa Wistar 

IGS. 

Tabla 6. Comparación del efecto del consumo de las dietas con diferente aporte de grasa 

durante 3 dias, sobre el número de neuronas TRHérgicas, TRHérgicas positivas a c-Fos 

y células positivas a c-Fos, entre la cepa Wistar-Han y la cepa Wistar IGS. 
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8.3 Efecto del incremento agudo de triglicéridos y ácidos grasos libres en 

suero sobre la biosíntesis del TRH en el NPV de ratas Wistar-Han 

8.3.1 Efecto de la ingesta de DR y DAG (45%) durante un período de 4 h 

sobre la concentración de triglicéridos en ratas 

8.3.1.1 Experimentos preliminares y optimización metodológica 

Los animales alimentados ad libitum durante el período de actividad, mostraron un bajo 

consumo de alimento de DR o DAG, asi como una pequeña perdida de peso durante las 

4 h siguientes del período de reposo, comportamiento observado regularmente en el 

bioterio. A pesar del bajo consumo, detectamos con este procedimiento un incremento 

en la concentración de triglicéridos en suero en el grupo de ratas alimentadas con DAG, 

pero no fue significativo. En cambio, los animales que se mantuvieron en ayuno durante 

el período de actividad, en cuanto se les proporcionó el alimento cualquiera que este 

fuera, consumieron una cantidad importante de las dietas durante el período de reposo. 

Esto se vio reflejado en un incremento en el peso corporal y el consumo de calorías. 

También se incrementó la concentración de triglicéridos en sangre, pero tampoco fue 

significativo (Tabla 7). 

Tabla 7. Efecto del consumo de DAG (45% grasa) o DR (18% grasa) durante 4 h en ratas 

macho, previamente ayunadas durante 14 h o alimentadas ad libitum, sobre parámetros 

físicos y bioquímicos.  

Debido a que no observamos un incremento significativo en la concentración de 

triglicéridos en suero a las 4 h de consumo de DAG (45% de calorías provenientes de 

grasa), decidimos repetir el experimento en animales previamente ayunados durante 12 

h con la finalidad de asegurar el consumo de alimento, y empleamos una dieta de 5.16 

Kcal/g que contiene 60% de calorías provenientes de grasa, tal como lo reportan otros 

autores (Chang et al., 2004). 
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8.3.1.2 Efecto de la ingesta de DR y DAG (60%) durante un período de 2 o 4 

h, sobre el consumo de alimento, la ganancia de peso, la concentración de 

TG, NEFA, insulina, leptina, glucosa y corticosterona en suero de ratas 

Wistar-Han 

En los grupos de ratas ayunadas por 12 h, observamos un incremento en el peso corporal 

dependiente de la cantidad de alimento consumido. Así como, mayor consumo de 

kilocalorías en el grupo alimentado con DAG que en el grupo que consumió DR a las 4 h 

de consumo. Los grupos que consumieron DAG durante 2 o 4 h tuvieron un incremento 

significativo en las concentraciones de triglicéridos en suero (p< 0.01), con respecto al 

grupo que consumió la DR por 4 h. Por otro lado, solo se observó un incremento 

significativo en suero a las 2 h posterior al consumo de la DAG en las concentraciones 

de ácidos grasos libres no esterificados, así como en las concentraciones de 

corticosterona (p< 0.01). Mientras que, las concentraciones de insulina en suero 

mostraron una disminución significativa (p< 0.01). No se observaron cambios 

significativos en las concentraciones de glucosa y leptina en suero (Tabla 8). 

Tabla 8. Efecto del consumo de DAG (60%) o DR durante 2 o 4 h en ratas macho, 

previamente ayunadas durante 12 h, sobre parámetros físicos y bioquímicos. 
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8.3.1.3 Efecto de la ingesta de DR y DAG (60%) durante un período de 2 o 4 

h sobre el nivel del RNAm del TRH en el NPV 

Durante la optimización de la cuantificación de los RNAs mensajero, se realizaron las 

curvas de amplificación de cada uno de los genes de interés del NPV del hipotálamo. En 

la Figura 14A se muestra la curva de amplificación del mRNA del TRH y de los mRNAs 

que fueron utilizados como controles internos (CycA y RPLP0; panel B y C), los valores 

de la eficiencia y R2. Observamos una relación inversamente proporcional entre la 

dilución de la muestra y el valor de Ct, con valores de la R2 aceptables. Sin embargo, 

cabe notar que las eficiencias estaban fuera del rango óptimo (0.9-1.1), lo que pudiera 

haber afectado los resultados.  

Figura 14. Curvas de amplificación en la qPCR para los RNAm de TRH, CycA y RPLP0 en 

el NPV. Se muestran las relaciones entre los valores de Ct y las diluciones de cDNA (1:5, 1:10, 

1:50, 1:100, 1:500), de los genes de TRH (panel A), CycA (panel B) y RPLP0 (panel C). Así como 

La eficiencia (E) y el coeficiente de correlación de Pearson al cuadrado (R2). 

Para asegurarnos del buen funcionamiento de la técnica de qPCR en nuestras manos, 

decidimos realizar la extracción del RNA total de microsacabocados obtenidos de 2 

regiones del cerebro de la rata, en los que previamente se ha reportado que el nivel de 

expresión del RNAm del TRH es diferente (área preóptica y corteza cerebral). Se realizó 

la transcripción reversa como se mencionó en el punto 7.14, y posteriormente la qPCR. 

La expresión del RNAm del TRH se normalizó con el RNAm de RPLP0, empleando el 

método de 2-ΔΔCt. Se observó una mayor expresión del RNAm del TRH en el área 

preóptica, con respecto a la corteza (420.23 ± 3.6 vs 1.00 ± 0.07), resultados que están 

de acuerdo con lo esperado (Segerson et al.,1887). 
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En el análisis de la expresión del RNAm del TRH en el NPV, no se observaron cambios 

significativos a las 2 h de ingesta de DAG (60%), con respecto al grupo que consumió la 

DR (18% de grasa). Mientras, que a las 4 h de consumo de DAG se observó un 

incremento significativo (p< 0.01) en los niveles de expresión del RNAm del TRH en el 

NPV del hipotálamo (Figura 15). Determinamos que en el grupo de 2 h que consumió la 

DAG, solo existe una correlación positiva entre el nivel del RNAm del TRH y la 

concentracion de corticosterona (r= 0.9). En contraste, en el grupo de animales que 

consumió DAG por 4 h determinamos una correlación positiva entre el nivel del RNAm 

del TRH y las concentraciones de TG, NEFA, corticosterona y leptina (r= 0.7, r = 0.8, r= 

0.6 y r= 0.8). Finalmente, en el grupo de animales que consumió la DR por 4 h, solo 

observamos correlación positiva entre el nivel del RNAm del TRH y las concentraciones 

de NEFA y leptina (r= 0.6, r=0.6). Aunado a esto, se mostró una correlación negativa 

entre el nivel del RNAm del TRH y las kilocalorías consumidas en los grupos tratados con 

la DAG y DR en los diferentes tiempos de tratamiento (Anexo 5). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Niveles de expresión relativa del RNAm del TRH en el NPV de ratas alimentadas 

con DAG y DR. Los histogramas representan al promedio ± ESM de los niveles de expresión del 

RNAm del TRH en el NPV del hipotálamo. Los niveles del RNAm del TRH se normalizaron con 

los niveles del RNAm de CycA y RPLP0 (****p< 0.01) vs el grupo tratado con DR. Los datos se 

analizaron mediante el análisis de varianza, para definir la diferencia significativa entre los grupos 

se empleó el método de comparaciones múltiples de Bonferroni. Se analizaron 7 animales en el 

grupo tratado con DAG y DR a las 4 h de consumo de alimento y 5 animales en el grupo tratado 

con DAG a las 2 h de consumo.  



65 
 

8.4 Efecto de la aplicación intraperitoneal de lipofundin 20% sobre la 

ganancia de peso, la concentración de NEFA, TG, glucosa, insulina, leptina 

y corticosterona en suero de ratas 

Con el fin de definir si los triglicéridos o ácidos grasos libres pueden modular la biosíntesis 

del TRH en el NPV del hipotálamo de la rata, se inyectó vía i.p una solución de ácidos 

grasos de cadena media y larga o SSI, en animales que fueron ayunados por 12 h como 

se mencionó en el punto 7.4. Los animales tratados con el lipofundin mostraron a las 4 h 

una disminución significativa en su ganancia de peso (p <0.05), con respecto al grupo 

tratado con la SSI. De acuerdo con lo esperado, a las 2 o 4 h después de la aplicación 

de lipofundin se observó un incremento significativo en las concentraciones de TG en 

suero (p< 0.01), con respecto a los animales que fueron tratados con la SSI. Por otro 

lado, solo se observó un incremento significativo en suero en las concentraciones de 

NEFA a las 4 h posterior a la aplicación de lipofundin (p<0.01). A las 2 h de la aplicación, 

observamos un incremento significativo en la concentración de glucosa en sangre (p< 

0.01) en comparación con el grupo inyectado con SSI, el cual se normalizó a las 4 h. No 

se encontraron cambios significativos en las concentraciones de insulina, leptina y 

corticosterona en suero a las 2 y 4 h después de la aplicación de lipofundin (Tabla 9). 

 

Tabla 9. Efecto de la aplicación de lipofundin 20% a las 2 y 4 h en ratas macho 

previamente ayunadas durante 12 h, sobre parámetros físicos y bioquímicos. 
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8.4.1 Efecto de la aplicación intraperitoneal de lipofundin 20% sobre la 

expresión del RNAm del TRH en el NPV del hipotálamo 

En el análisis de la expresión del RNAm del TRH en el NPV del hipotálamo, no 

observamos cambios significativos a las 2 y 4 h después de la aplicación intraperitoneal 

de lipofundin, con respecto al grupo tratado con SSI (Figura 16). Detectamos, que el nivel 

del RNAm del TRH correlacionó positivamente con la concentración de leptina en suero 

a las 2 h de la inyección de lipofundin (r= 0.6). En cambio, a las 4 h de tratamiento se 

observó una correlación positiva entre el RNAm del TRH y la concentración de 

corticosterona (r=0.6), (Anexo 5). 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Niveles de expresión relativa del RNAm del TRH en el NPV de ratas tratadas con 

la inyeccion intraperitoneal de SSI o lipofundin 20%. Los histogramas representan al promedio 

± ESM de los niveles de expresión del RNAm del TRH en el NPV del hipotálamo en respuesta a 

la inyección i.p de lipofundin y Solución Salina Isotónica (SSI). Los datos se analizaron mediante 

el análisis de varianza. Se analizaron 7 animales en el grupo tratado con SSI y 6 animales tratados 

con lipofundin 20% a las 2 h de tratamiento, y 8 animales en ambos grupos a las 4 h de 

tratamiento.   
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8.5 Análisis del número de neuronas TRHérgicas, la coexpresión del RNAm 

del TRH y la proteína c-Fos y el número de células positivas a c-Fos en el 

NPV del hipotálamo, en respuesta a la inyección de lipofundin (4 h) 

8.5.1 Efectos de la inyección de lipofundin o SSI sobre el peso corporal, la 

concentración de NEFA, TG, glucosa e insulina en suero 

En los pesos de los animales que fueron inyectados con SSI y lipofundin después de 4 

h, no se observó cambio significativo. En lo que respecta a la concentración de TG en 

suero y NEFA, se observó un incremento significativo (p< 0.01; p< 0.03) en el grupo de 

animales tratado con la inyección de lipofundin 20%, con respecto a los animales tratados 

con la inyección de SSI (Tabla 10). Efecto que habíamos observado en experimentos 

previos. A las 4 h de la aplicación de la emulsión de lípidos, no se mostraron cambios 

significativos en las concentraciones de glucosa e insulina en suero. 

 

Tabla 10. Efecto de la aplicación de lipofundin 20% a las 4 h en ratas macho previamente 

ayunadas durante 12 h, sobre parámetros físicos y bioquímicos. 
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8.5.2 Análisis de la expresión de c-Fos en las neuronas TRHérgicas del 

hipotálamo  

En el análisis de las imágenes observamos un bajo número de células positivas a c-Fos 

en el NPV total, tanto en el grupo tratado con lipofundin (Figura 17B), como en el grupo 

tratado con SSI (Figura 17D), (12.9 ± 2.5 vs 10.4 ± 1.9). También observamos que el 

número de células positivas a c-Fos correlacionó positivamente con la concentración de 

NEFA en suero, en el grupo de animales tratado con lipofundin 20% (r= 0.7). 

Determinamos que el bajo número de células positivas a cFos en el NPV no se debió a 

errores en la técnica de inmunohistoquímica, ya que, al observar otros núcleos del 

hipotálamo, como lo son: el núcleo arcuato y el hipotálamo lateral, en ambos grupos se 

observó un gran número de células con señal positiva a la proteína cFos (Figura 17C y 

F). 

Desafortunadamente, la hibridación in situ en las rebanadas sometidas a 

inmunohistoquímica no funcionó por lo que no fue posible detectar neuronas positivas al 

RNAm del TRH en las rebanadas de los cerebros de animales experimentales. Es 

probable que tuviéramos una contaminación durante el proceso de la inmunohistoquímica 

que provocó la degradación del RNA. Ya que, como control durante el proceso de la 

hibridación in situ, incluimos una serie de rebanadas de un tejido proveniente de un 

animal tratado con SSI, que no fue sometido a inmunohistoquímica, en las que si 

observamos señal positiva al RNAm del TRH.  Mientras que no observamos señal en las 

hibridadas con sonda sentido (Datos no mostrados).  
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Figura 17. Detección de la proteina c-Fos en rebanadas de cerebro congelado, en respuesta 

a la aplicación de lipofundin o SSI a las 4 h. El histograma representa al promedio ± ESM del 

número de células positivas a cFos en el NPV total (Panel A). Microfotografías representativas 

en campo claro de la señal positiva a c-Fos, en respuesta a la aplicación de lipofundin en el NPVm 

(Panel B), núcleo ARC, (Panel C) y solución salina isotónica en el NPVm (Panel D), núcleo ARC 

(Panel E). MP, Subdivisión parvocelular media del NPV; MN, Subdivisión magnocelular del NPV; 

PV, Subdivisión parvocelular periventricular. El análisis de los datos se realizó mediante la prueba 

de T no pareada. Se analizaron 4 animales por grupo. 
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9. DISCUSIÓN  

Los nutrientes provenientes de la dieta que alcanzan el torrente sanguíneo, como son los 

triglicéridos, los azúcares y los aminoácidos entre otros, tienen una participación 

importante en el control del consumo de alimento y en el mantenimiento de la 

homeostasis energética (Diéguez et al., 2009). Conforman las primeras señales que 

activan los mecanismos de saciedad en la periferia y el SNC (Chambers et al., 2014; 

Camilleri, 2015; Ueno and Nakazato, 2016). Sabemos que la biosíntesis del TRH en el 

NPV se regula por moléculas señal que se activan en respuesta al consumo de alimento 

regular o rico en grasa, como son la leptina, los glucocorticoides y las citocinas 

proinflamatorias, etc (Gou et al., 2004; Araujo et al., 2010; Perello et al., 2010; Sotelo-

Rivera et al., 2014; Chen et al., 2016). El consumo de DAG durante 30 días induce la 

biosíntesis del TRH en el NPV, y esta activación en parte está controlada por la 

señalización directa de la leptina (pSTAT3) sobre las neuronas TRHérgicas de este 

núcleo (Ramirez-Badillo 2011; Perello et al., 2010; Ramírez-Bustos, 2018). En cambio, 

demostramos que el consumo de DAG por 3 días también activa la biosíntesis del TRH 

en el NPV, y a pesar de que la leptina esta elevada en suero, no es la responsable de 

modular la biosíntesis del TRH en las neuronas del NPV en esta condición, evidenciado 

por el bajo número de neuronas TRHérgicas que coexpresan a las proteínas pSTAT3 y 

CREB fosforilada, un mediador de la señalización de la vía indirecta de la leptina (Ramiréz 

et al., 2019). Sin embargo, estas proteínas se incrementan en otros tipos celulares del 

NPV, siendo las neuronas que expresan CRH posibles candidatas (Hou et al., 2004; 

Perello et al., 2006). Esto demuestra que tanto la vía de señalización directa o como la 

indirecta de la leptina están activas en el NPV de animales que consumieron la DAG por 

3 días en células diferentes a las TRHérgicas. Estos resultados nos sugirieron que otras 

vías o moléculas están involucradas en la regulación de la biosíntesis del TRH en esta 

condición. 

Los TG y los NEFA, modulan la conducta alimentaria vía secreción de hormonas 

periféricas. El incremento de estas moléculas en suero, generado en respuesta al 

consumo de DAG o la aplicación periférica o i.p, inducen la expresión de c-Fos y 

diferentes neuropéptidos en distintos núcleos del hipotálamo como lo son el NPV, el ARC 

y el HL (Chang et al., 2004; Chang et al., 2007). A este respecto, se demostró in vitro que 
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el ácido palmítico puede modificar la expresión del MSH en una línea celular de 

neuronas MSHérgicas (Tse et al., 2017). A la fecha, no se sabe si los TG o los NEFA 

provenientes de la dieta modulan la biosíntesis del TRH en el NPV. Sin embargo, el hecho 

de que la leptina no éste involucrada en la activación de la biosíntesis del TRH en el NPV 

en respuesta al consumo de DAG durante 3 días y a que el incremento de los TG y los 

NEFA en suero inducen la expresión de diferentes neuropéptidos hipotalámicos, nos 

sugirió que estas moléculas podrían estar involucradas en la regulación de la biosíntesis 

del TRH en esta condición.  

En este trabajo, analizamos si los TG o NEFA provenientes del consumo de DAG, o de 

la aplicación enteral de una solución de lípidos (10% de aceite de soya y 10% de 

triglicéridos de cadena media), inducen a corto plazo la expresión de la proteína c-Fos en 

las neuronas TRHérgicas del NPV. Debido a problemas de consanguinidad con la colonia 

de ratas del Instituto de Biotecnología, fue necesario reemplazar el pie de cría de la cepa 

Wistar IGS, por lo que se aprovechó para cambiar a la cepa Wistar Han, que en general 

presenta un peso menor que la cepa IGS (reportado por el proveedor). Verificamos que 

en la cepa Wistar Han, también se incrementa la biosíntesis del TRH en las neuronas 

TRHérgicas del NPV en respuesta al consumo por 3 días de DAG, como lo previamente 

reportado en la cepa Wistar IGS (Torres-Reyes, 2014; Ramírez et al., 2019). Al igual que 

lo observado en la cepa Wistar IGS, el efecto fue mayor en la región media del NPV, 

donde se ha identificado a las neuronas TRHérgicas hipofisiotróficas (Merchenthaler y 

Liposits, 1994). Sin embargo, la activación no se mostró acompañada por incremento en 

la coexpresión de la proteína c-Fos, en las dos cepas analizadas. Lo que indicó que 

moléculas de señal que activan las vías de señalización que inducen la expresión de c-

Fos no son responsables de modular la biosíntesis del TRH en esta condición. Sin 

embargo, es claro que el consumo de DAG por 3 días activa la expresión de la proteína 

c-Fos en otras células de este núcleo, siendo las neuronas que expresan CRH, 

encefalinas y galanina posibles candidatas (Chang et al., 2004). A este momento, 

sabemos que la vía de señalización que regula la biosíntesis del TRH en el NPV en 

respuesta al consumo de DAG por 3 días, no es mediada por la leptina vía directa o 

indirecta, o por vías de señalización que activan a la proteína CREB fosforilada o c-Fos.  
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Hemos observado, que la concentracion de hormonas tiroideas y corticosterona en suero 

no se alteran en esta condición de balance energético positivo, por lo que pensamos que 

no pueden estar involucradas en la respuesta. Se ha propuesto, que el consumo de DAG 

por períodos cortos de tiempo puede generar mecanismos de resistencia a insulina y 

leptina en otros órganos, pero no se ha demostrado que ocurra en el NPV (Lin et al., 

2001). Además, de ocurrir resistencia en las neuronas TRHérgicas del NPV, esta debería 

ser transitoria porque en ratas obesas se ha demostrado que en las neuronas TRHérgicas 

del NPV no se genera resistencia a la leptina como ocurre en otros núcleos del hipotálamo 

(Perello et al., 2010).   

Varios reportes han mostrado que el consumo de DAG por tiempo corto activa señales 

de inflamación en el cerebro, como es la inducción de la expresión del factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF ), así como incremento en el número de astrocitos y microglía en el 

núcleo arcuato del hipotálamo (Thaler et al., 2012; Dalvi et al., 2017; Douglass et al., 

2017). Se ha propuesto, que el aumento de TNF en respuesta al consumo de DAG por 

períodos cortos de tiempo, está relacionada con un efecto termogénico del TNF en 

respuesta al balance energético positivo (Romanatto et al., 2007). Además, se sabe que 

en roedores las neuronas del NPV expresan al receptor TNFR1 (Glass et al., 2017). Por 

lo que no podemos descartar que esta molécula pudiera estar participado en la regulación 

de la biosíntesis del TRH en esta condición. Sin embargo, es controversial la activacion 

de los astrocitos en respuesta al consumo agudo de DAG en el NPV, a diferencia de lo 

descrito en el ARC (Thaler et al., 2012; Dalvi et al., 2017). Esto puede indicar que, si bien 

el TNFα podría estar participando en la regulación de la biosíntesis del RNAm del TRH 

en este núcleo, podría también ser en forma indirecta. Debido a que este incremento en 

la biosíntesis del TRH en respuesta al balance energético positivo, generado por el 

consumo agudo de DAG, pudiera incrementar la termogénesis en el BAT como un efecto 

anti-obesógenico (Murakami et al., 2001; Bianco and McAninch, 2013), nos resulta de 

suma importancia definir, cuáles serían las señales que activan la biosíntesis del TRH en 

esta condición, dado su potencial como terapia alternativa para contrarrestar la obesidad. 
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9.1 Efecto del incremento en la concentración de TG o NEFA en la sangre 

sobre la biosíntesis del TRH en el NPV. 

Una vez que los triglicéridos contenidos en la grasa de la dieta ingresan al sistema 

gastrointestinal, se degradan por la lipoprotein lipasa y pasan al torrente sanguíneo como 

ácidos grasos libres, y éstos vuelven a generar nuevos triglicéridos. Existen varios 

reportes donde se muestra que el consumo de DAG eleva en el suero los TG o NEFA en 

forma transitoria, ya que el consumo de esta dieta genera la activación de la lipogénesis 

(Crescenzo et al., 2017), o bien la utilización de estas moléculas por las mitocondrias 

para generar energía y la generación de cuerpos cetónicos (Houten et al., 2016). En los 

animales que consumieron DAG o DR durante 3 días la concentración de TG o NEFA en 

plasma fue similar, posiblemente porque el sacrificio se realizó al menos 6-8 h después 

de que los animales consumieron la mayor cantidad de alimento. Como lo mencionamos 

anteriormente, los ácidos grasos y en particular los saturados de cadena larga regulan la 

actividad de neuronas peptidérgicas en el hipotálamo que sintetizan orexina, encefalina, 

melanocortina, galanina o NPY, y a su vez, los ácidos grasos activan la expresión de 

cFos en el NPV (Chang et al., 2004; Chang et al., 2007; Schwinkendorf et al., 2011; Tse 

et al., 2017). Con la finalidad de definir si las neuronas TRHérgicas del NPV son blanco 

de los TG o NEFA, generamos incremento en la concentración circulante de éstos, en 

respuesta al consumo de DAG o a la aplicación i.p de una solución de ácidos grasos a 

las 2 o 4 h de tratamiento en animales con ayuno previo durante el período de actividad, 

la condición de ayuno se utilizó para asegurarnos que los animales consumieran el 

alimento durante las 4 h en el período de reposo, ya que los roedores consumen la mayor 

cantidad de alimento durante el período de actividad, y monitoreamos la concentración 

de insulina, leptina, corticosterona y glucosa en suero. La dieta con 45% de grasa como 

aporte calórico, no fue suficiente para incrementar significativamente la concentracion de 

TG en suero, con respecto a los animales que consumieron DR, al incrementar la 

cantidad de grasa (60%) en el alimento logramos un incremento significativo en la 

concentracion de TG en el grupo de animales que consumió la DAG, con respecto al que 

consumió la DR. También detectamos elevación de la concentracion de NEFA, la cual 

fue transitoria (pico 2 h). Esto puede deberse a que los animales vienen de un período 

de 12 h de ayuno, y en cuanto hay un incremento en los NEFA, rápidamente estos son 

transportados al interior de la mitocondria para entrar al proceso de ß-oxidación y 
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satisfacer la demanda de energía (Houten et al., 2016). De acuerdo con lo previamente 

reportado, no encontramos cambio en la concentracion de leptina y glucosa en suero, en 

los 2 tiempos analizados. Sin embargo, la concentracion de insulina y corticosterona se 

vio afectada en el grupo de 2 h de consumo de DAG. La disminución en la concentración 

de insulina en suero en este grupo puede deberse a que los animales vienen de un ayuno 

de 12 h y el nivel de glucosa puede ser bajo, además de que el aporte calórico de la grasa 

es mayor que el de los carbohidratos en la dieta que empleamos para el estudio. Como 

no incluimos un grupo alimentado con DR a las 2h, no podemos descartar que sea una 

respuesta al ayuno previo al cual fueron sometidos los animales (Rakvaag et al., 2019). 

A diferencia de la insulina, en este grupo ocurrió incremento en la concentración de 

corticosterona en plasma, que puede deberse al ayuno de los animales. Sin embargo, 

previamente se ha reportado que el ayuno de 12 h en la rata macho no genera incremento 

en suero en el nivel de este glucocorticoide (Nowland et al., 2011). Por otro lado, se sabe 

que el consumo de DAG por períodos cortos de tiempo en ratas macho induce aumento 

de la corticosterona en plasma (Cano et al., 2008; Abildgaard et al., 2014), por lo que el 

incremento en la concentración de corticosterona en el grupo de 2 h pudiera ser una 

respuesta al consumo de esta dieta.  

Observamos que el RNAm del TRH se incrementó a las 4 h en respuesta al consumo de 

DAG, sugiriendo que los TG y NEFA pudieran estar involucrados en modular la 

biosíntesis del TRH en el NPV, ya que se encuentran elevados durante el tiempo del 

análisis. Esta hipótesis es apoyada por una correlación positiva entre la concentración de 

TG y NEFA en suero y el nivel del RNAm del TRH en el NPV del hipotálamo a las 4 h de 

tratamiento. Sin embargo, a las 2 h de iniciado el consumo de alimento, las correlaciones 

resultaron negativas entre la concentración de TG y NEFA y el nivel del RNAm del TRH 

sugiriendo que toma más de 2 h eliminar algún cambio generado posiblemente por el 

ayuno, ya que en los animales que consumieron la DR también se observó una 

correlación positiva entre el nivel del RNAm del TRH y la concentración de los TG y NEFA. 

Los ácidos grasos pueden atravesar la barrera hematoencefálica e interaccionar con 

receptores como TNFα, TLR4, receptores acoplados a proteínas G (GPCR), 

transportadores específicos, etc, y activar las vías de señalización de ERK, JNK y cFos, 

para estimular diferentes tipos celulares en el SNC (Chudoba et al., 2019; Tse et al., 

2017). Debido a que la DAG contiene grasa de cerdo, tiene una gran cantidad de ácido 
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palmítico y oleico, y se ha demostrado que estos ácidos grasos son responsables de 

regular la biosíntesis de otros péptidos en el hipotálamo (Schwinkendorf et al., 2011; Tse 

et al., 2017). Si bien no observamos cambios en la concentración de leptina en los 

tiempos analizados, determinamos una correlación positiva entre la concentración de 

esta hormona y el nivel del RNAm del TRH a las 4 h de consumo de DR y DAG. Lo que 

sugiere que este incremento de la leptina generado por el consumo de alimento puede 

estar afectando la síntesis del RNAm del TRH, alterada por la condición de ayuno. Efecto 

previamente reportado a tiempos más largos de ayuno (Nillni, 2010). 

Es importante tomar en cuenta el incremento rápido y transitorio en la concentración 

circulante de corticosterona en respuesta al inicio del consumo de la DAG, el cual pudiera 

estar involucrado en regular la biosíntesis del TRH en el NPV, dado que la correlación 

entre la concentración de corticosterona y el nivel de RNAm del TRH es positiva en los 

grupos que consumieron DAG por 2 o 4 h, mientras que esto no se observa en los 

animales que consumieron DR. También se ha demostrado que la aplicación de 

corticosterona exógena en la rata es capaz de inducir un incremento en el nivel del RNAm 

del TRH en el NPV, 1 h después del tratamiento o el incremento de corticosterona 

observado en respuesta al aislamiento de 1 h (Uribe et al., 2011; Sotelo-Rivera et al., 

2014). 

La aplicación intraperitoneal de una emulsión de lípidos de cadena media y larga, en ratas 

con ayuno previo de 12 h elevó la concentración de TG en forma significativa con respecto 

al grupo control, a las 2 y 4 h de tratamiento. No obstante, se mostró un incremento menor 

con respecto a la respuesta por el consumo de DAG, resultados que coinciden con lo 

previamente reportado (Chang et al., 2004). A diferencia de lo reportado por otros 

autores, con la aplicación i.p de intralipid, una solución de grasa con mayor concentración 

de lípidos de cadena larga saturada, el incremento en la concentración de NEFA en suero 

solo se observó a las 4 h de tratamiento. Aunado a esto, se mostró un incremento en la 

concentración de glucosa en suero a las 2 h de la inyección, que no se observa con el 

intralipid y el consumo de DAG. Dado que la solución de lípidos que empleamos tiene un 

50% de triglicéridos de cadena media y contiene lípidos que no se encuentran en los 

otros tratamientos, suponemos que pudiera ser una de las razones del incremento en la 

concentración de glucosa en sangre, ya que se ha reportado que la administración de 
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triglicéridos de cadena media incrementa la producción de glucosa en recién nacidos con 

déficit de energía (Bougneres et al., 1989). Sin embargo, cabe mencionar que existe 

controversia sobre el efecto de ácidos grasos de cadena media con respecto al 

metabolismo de la glucosa, ya que en otro estudio no se mostraron diferencias en la 

concentración de glucosa en suero (Hill et al., 1990). Por otro lado, a pesar de que no 

observamos cambios significativos en la concentración de corticosterona en suero, se 

encontró concentracion elevada de este glucocorticoide en los grupos que fueron 

inyectados con SSI a las 4 h y los tratados con lipofundin a las 2 y 4 h, lo cual podría 

sugerir que es una respuesta de los animales al tiempo de ayuno (16 h) y al tratamiento 

con la solución de lípidos. Si bien con la aplicación del lipofundin 20% logramos 

incrementar la concentración circulante de TG y NEFA, el nivel del RNAm del TRH en el 

NPV no cambió con respecto al grupo de animales inyectados con SSI. Tampoco 

observamos correlación entre el nivel del RNAm del TRH y la concentración de TG o 

NEFA en los grupos tratados, lo que sugiere que los TG o NEFA provenientes del 

lipofundin no participan en la regulación de la biosíntesis del TRH en el NPV. Dado que 

el lipofundin tiene aproximadamente el 50 % de ácidos grasos saturados comparado con 

la DAG que, si regula la biosíntesis del TRH en el NPV, será necesario determinar si los 

ácidos grasos de cadena larga y saturados como el ácido palmítico, están involucrados 

en regular el nivel del RNAm del TRH.  

Una diferencia importante que debe ser considerada, es que los animales ayunados que 

consumieron la dieta DAG y DR obtuvieron un mayor aporte calórico que los que fueron 

inyectados con lipofundin 20%. Por lo que sería importante definir si las neuronas 

TRHérgicas del NPV, responden a un incremento en el consumo calórico. Sin embargo, 

cabe mencionar que en nuestro análisis obtuvimos una correlación negativa entre estos 

dos parámetros a las 4 h de consumo de DAG o DR. Aunado a esto, se ha reportado que 

es la composición de la dieta y no la ingesta calórica lo que altera rápidamente la 

excitabilidad de algunas poblaciones neuronales hipotalámicas (Wei et al., 2015). 

También observamos que la aplicación de lipofundin no indujo un incremento en el nivel 

de la proteína c-Fos en el NPV 4 h después de la aplicación, mientras que el efecto si se 

observó en el ARC; esté resultado también es opuesto a lo reportado por otros autores 

(Chang et al., 2004), lo que apoya que los ácidos grasos de cadena media activan vías 

de señalización diferentes a los ácidos grasos de cadena larga. Debido a la distribución 
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que presentan las células positivas a cFos en el ARC, se sugiere que las neuronas que 

expresan el α-MSH y el CART (Fekete y Lechan, 2014) podrían ser neuronas candidatas 

positivas a c-Fos, y que respondieron a los ácidos grasos provenientes del lipofundin 

20%.  

En resumen, demostramos que moléculas que activan la vía de señalización de cFos no 

son responsables de inducir el incremento en el nivel del RNAm del TRH en el NPV, en 

respuesta al consumo de DAG por 3 días, y que los ácidos grasos provenientes de la 

DAG estimulan la biosíntesis del TRH en forma rápida.   
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10. CONCLUSIONES 

 

❖ El consumo de DAG por períodos cortos de tiempo (h o días) induce la biosíntesis 

del TRH en el NPV de la rata macho. 

❖ La proteína c-Fos no está involucrada en la inducción de la biosíntesis del TRH en 

el NPV en respuesta a la ingesta de DAG por 3 días.  

❖ Otros tipos celulares del NPV responden a c-Fos en respuesta al consumo agudo 

de DAG durante 3 días. 

❖ Los TG y NEFA generados por la ingesta de DAG pudieran modular en forma rápida 

el nivel del RNAm del TRH en neuronas del NPV. 

❖ Las concentraciones de TG y NEFA en suero correlacionan positivamente con el 

nivel del RNAm del TRH en el NPV cuando este se encuentra elevado.  

❖ La aplicación intraperitoneal de lipofundin 20% no altera la biosíntesis del TRH en 

el NPV del hipotálamo.  

❖ La concentración de leptina en suero correlaciona positivamente con el nivel del 

RNAm del TRH a las 4 h de consumo de DR o DAG posterior a 12 h de ayuno. 
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11. PERSPECTIVAS 

 

❖ Definir si el incremento del TNF-α en el hipotálamo en respuesta al consumo de 

DAG por 3 días es el responsable de regular la biosíntesis del RNAm del TRH en 

el NPV en esta condición. 

❖ Repetir los experimentos de la cuantificación del RNAm del TRH en respuesta a 

la aplicación de lipofundin 20% y al consumo de DAG por 4 h. 

❖ Determinar si el intralipid 20% (enriquecido en ácido palmítico y oleico) regulan el 

nivel del RNAm del TRH en el NPV en forma rápida.  
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13. ANEXOS  

Anexo 1.  Preparación de material para trabajar con RNA 

Es importante que todo el material que se utilice en la preparación de las soluciones esté 

libre de RNAsas. Para lo cual, el material de vidrio y metal fue horneado al menos 3 h a 

180 ºC, el material de plástico fue nuevo y estéril. Todo el material que no puede ser 

horneado fue tratado con RNaseZap (Sigma), enjuagado y autoclaveado. Todas las 

soluciones fueron preparadas con agua grado Milli Q, filtrada por 0.22 µm, que fue 

recuperada directamente en botellas de vidrio previamente horneadas por 3 h a 180 ºC y 

autoclaveadas. El agua libre de RNAsas se preparó, empleando agua grado Milli Q estéril 

que fue tratada (1 mL/L) con dietil pirocarbonato al 97% (DEPC, Sigma), con agitación 

durante 12 h. Posteriormente, se realizaron 2 ciclos de esterilización para eliminar el 

DEPC. Finalmente se guardó en alícuotas pequeñas a 4 ºC.   
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Anexo 2. Purificación del RNA total del núcleo paraventricular del 

hipotálamo empleando un kit de QIAGEN 

Los tejidos del NPV que previamente habían sido disecados, se sacaron de -70 °C en 

hielo seco, para disgregar el tejido se utilizó un sonicador (Ultrasonic Homogenizer 4710). 

Antes de empezar a procesar las muestras, el vástago del sonicador se lavó con 

RNAseZap y se enjuagó con agua libre de RNAsas, el exceso de agua se eliminó con 

una gasa estéril. Posteriormente, se homogenizó el tejido con 300 µL de buffer RLT (10 

µL de ß-mercaptoetanol/1 mL de buffer RLT), el lisado se centrifugó por 3 min a máxima 

velocidad en una microcentrifuga (Eppendorf) y a continuación se realizó la eliminación 

del gDNA mediante la transferencia del homogenado a la columna que se colocó sobre 

un tubo de 2 mL sin tapa. El homogenado se centrifugó por 30 seg a 10 000 rpm y se 

recolectó el sobrenadante, al cual se le añadió un volumen de la solución de 

homogenización de etanol al 70%, se mezcló con la pipeta, se transfirió la muestra a la 

columna para recuperar el RNA (RNeasy MinElute) y se centrifugó a 10 000 rpm por 15 

seg. El sobrenadante se retiró y se agregaron 700 µL de buffer RW1 en la columna, se 

cerró la tapa y se centrifugó a 10 000 rpm durante 15 seg. Nuevamente, eliminamos el 

sobrenadante y agregamos 500 µL de buffer RPE en la columna, se cerraron los tubos y 

se centrifugaron 15 seg a 10 000 rpm. Eliminamos el sobrenadante y agregamos 500 µL 

de etanol al 80% en la columna, se taparon los tubos y se centrifugaron por 2 min a 10 

000 rpm, este proceso se repitió 3 veces. Las columnas se transfirieron a tubos nuevos, 

se retiró la tapa y se centrifugaron por 5 min a máxima velocidad para evaporar los restos 

de alcohol (se debe tener cuidado porque muchas veces las tapas de los tubos se 

rompen). Las columnas se transfirieron a nuevos tubos y se agregaron 14 µL de agua 

libre de RNAsas en el centro de la columna, se cerró la tapa y se centrifugaron 1 min a 

13 500 rpm, se agregaron 3 µL más de agua libre de RNAsas y se repitió el proceso. 

Inmediatamente después los tubos se colocaron en hielo y se determinó la cantidad de 

RNA por espectrofotometría.  
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Anexo 3. Maquetas representativas de la distribución de las neuronas 

TRHérgicas, neuronas TRHérgicas positivas a c-Fos y células positivas a c-

Fos en la cepa Wistar Han 

 

 

 

 

Figura 18.  Maquetas representativas de la distribución de las neuronasTRHérgicas, 

neuronas TRHérgicas positivas a c-Fos y células positivas a c-Fos en la cepa Wistar Han. 

Se muestra la distribución de células positivas en la región anterior, media y posterior del 

hipotálamo de ratas Wistar Han alimentadas con diferentes dietas (3.1 Kcal/g y 4.5 Kcal/g), 

durante 3 días. 
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Anexo 4: Maquetas representativas de la distribución de las neuronas 

TRHérgicas, neuronas TRHérgicas positivas a c-Fos y células positivas a c-

Fos en la cepa Wistar IGS 

 

 

 

Figura 19: Maquetas representativas de la distribución de las neuronas TRHérgicas, 

neuronas TRHérgicas positivas a c-Fos y células positivas a c-Fos en la cepa Wistar IGS. 

Se muestra la distribución de células positivas en la región anterior, media y posterior del 

hipotálamo de ratas Wistar IGS alimentadas con diferentes dietas (3.1 Kcal/g y 4.5 Kcal/g), 

durante 3 días. 
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Anexo 5. Coeficientes de correlación de Pearson 

Tabla 11. Efecto del consumo de DR y DAG sobre el coeficiente de correlación de 

Pearson.  

 

 

Tabla 12. Efecto de la inyección intraperitoneal de SSI y lipofindin sobre el coeficiente de 

correlación de Pearson. 

 

Coeficiente de correlación (r) 

 ≤ 0= Correlación negativa                                                                         0 a .3= correlación positiva débil 

 .3 a .5= Correlación positiva moderada                                                     .5 a .7= Correlación positiva fuerte  

.7 a 1= Correlación positiva muy fuerte                                                                                      

 DR 4 h DAG 2 h DAG 4 h 

RNAm del TRH vs TG 0.4 -0.6 0.7 

RNAm del TRH vs NEFA 0.6 -0.9 0.8 

RNAm del TRH 

vs Corticosterona 

0.01 0.9 0.6 

RNAm del TRH vs Leptina 0.6 -0.3 0.8 

RNAm del TRH vs Kcal -0.6 -0.09 -0.2 

 SSI 2 h Lipofundin 2 h SSI 4 h Lipofundin 4 h 

RNAm del TRH vs TG -0.6 -0.3 0.7 0.2 

RNAm del TRH vs NEFA -0.1 -0.2 -0.4 0.05 

RNAm del TRH vs 

Corticosterona 

-0.09 -0.7 -0.3 0.6 

RNAm del TRH vs Leptina -0.3 0.6 0.8 -0.5 

TG vs células positivas a 

cFos en el NPV 

  -0.4 -0.1 

NEFA vs células positivas 

a cFos en el NPV 

  -0.6 0.7 
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