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RESUMEN

La hormona liberadora de tirotropina (TRH), producida en la region parvocelular del
nacleo paraventricular del hipotdlamo (NPV), esta involucrada en la regulacion 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 dias de dieta alta en grasa (DAG: 45% de calorias
provenientes de grasa), eleva la concentracion circulante de leptina, asi como el nivel del
RNAmM del TRH en el NPV. Ademas, observamos que la leptina no participa en la
regulacién de la biosintesis del TRH en esta condicién, puesto que no encontramos mayor
expresion de las proteinas 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 hipotalamo, en respuesta al
consumo agudo de DAG. Sabemos que la ingestion de DAG eleva la concentracion
circulante de triglicéridos y acidos grasos libres en horas, por lo que tratamos de definir,
si estas moléculas participan en la regulacion de la biosintesis del TRH en el NPV, en
respuesta al consumo de DAG o a la aplicacion 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 calorias
provenientes de grasa), dieta regular (DR:18% de calorias provenientes de grasa), o bien
inyectadas con (17 mL/kg) de lipofundin 20% o solucién salina isoténica. La
concentracion de triglicéridos en los grupos alimentados con DAG o inyectados con
lipofundin a las 2 y 4 h se incremento vs su grupo control, sin cambio en la concentracion
de leptina. Sin embargo, solo observamos un aumento en la expresion del RNAm del
TRH en el NPV en respuesta al consumo de la DAG por 4 h. También, observamos que
los triglicéridos o &cidos grasos generados en respuesta a la aplicacion de lipofundin (4
h), no incrementaron el nimero de células positivas a cFos en el NPV, mientras que si
en el ndcleo arcuato. Estos resultados sugieren que los triglicéridos o acidos grasos libres
generados por el consumo de DAG saturada son capaces de inducir la biosintesis del
TRH en el NPV de la rata, quedando por definir si la via de sefalizacion de los triglicéridos
es directa o indirecta. En conclusioén, estos resultados apoyan que los cambios en la
concentracion de la leptina no son responsables de inducir la biosintesis del RNAm del

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

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 sefial en mamiferos a través de 2 receptores acoplados a proteinas G, TRH-
R1/TRH-R2, los cuales estan diferencialmente distribuidos en el organismo. El TRH en
su papel como neurohormona se sintetiza en la region hipofisiotréfica del nudcleo
paraventricular (NPV) del hipotalamo, este es secretado de terminales nerviosas
localizadas en la eminencia media (EM) hacia los vasos sanguineos del sistema porta-
hipofisario, por medio del cual alcanza sus células blanco en la pituitaria modulando la
sintesis y secrecion de tirotropina (TSH) y prolactina (PRL). La tirotropina secretada al
torrente sanguineo regula la sintesis y liberacion 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 fraccion importante
del gasto de energia, asi como multiples 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 sintesis y liberacién de TSH y del TRH (Koller et al., 1987).

Cambios en el estado energético de los organismos modifican la tasa de sintesis y
liberacion del TRH por las neuronas TRHérgicas del NPV. Por ejemplo, el nivel del RNAmM
y liberacion del TRH se ven reducidas en condiciones de ayuno (Lechan and Fekete,
2006; Boelen et al., 2008). Los neuropéptidos provenientes del nucleo arcuato (ARC) con
actividad orexigénica como el neuropéptido Y y la proteina relacionada con la proteina
aguti (AGRP), inhiben la biosintesis del RNAm del TRH en el NPV (Fekete et al., 20022;
Fekete et al., 2002). Mientras que, neuropéptidos anorexigénicos la estimulan, como
ocurre con el transcrito regulado por anfetamina y cocaina (CART) y la hormona
estimulante de los melanocitos (a-MSH) (Lechan and Fekete, 2006; Joseph-Bravo et al.,
2015). En condiciones de balance energético positivo cronico 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 sefalizacion por STAT3 fosforilado (transductor
de sefial y activador de la transcripcién) en neuronas TRHérgicas del NPV, asi como un

incremento en la concentracion circulante de leptina. Sugiriendo que, la via directa de la
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leptina es la responsable de inducir la biosintesis del TRH en estas neuronas (Perello et
al., 2010; Torres-Reyes, 2014; Ramirez-Bustos, 2018). Por otro lado, en condiciones de
cambio agudo y positivo del balance energético, generado por el consumo de DAG
durante 3 dias, encontramos un aumento significativo en el nivel del RNAm del TRH y el
namero de neuronas TRHérgicas del NPV, con respecto al grupo que consumio la dieta
regular (DR). A diferencia de lo observado en los animales obesos, no encontramos
diferencias en el numero 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 condicion, la via indirecta o directa de la leptina no participan en la regulacion de la
biosintesis del RNAm del TRH en el NPV (Ramirez et al., 2019).

El consumo agudo de DAG incrementa en sangre la concentracion de leptina, insulina,
triglicéridos (TG) y acidos grasos libres no esterificados (NEFA), los cuales modulan el
metabolismo basal y la actividad de neuronas hipotalamicas. Los triglicéridos y acidos
grasos libres no esterificados estimulan la biosintesis de neuropéptidos en diferentes
nucleos del hipotalamo (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 hipotalamicas
contienen lipasas que pueden degradar a los TG y que los acidos grasos pueden ser
oxidados en las mitocondrias para generar energia. Para demostrar que los TG o NEFA
pueden modular la biosintesis de neuropéptidos en las neuronas hipotalamicas, se
empled en roedores el tratamiento enteral con una emulsion de lipidos (Intralipid 20%;
contiene 20% de aceite de soya, 1.2 % de fosfolipidos de yema de huevo y 2.25 de
glicerina), que genera incremento rapido de TG y NEFA en suero, sin incrementar la
concentracion circulante de leptina, insulina o glucosa. Este efecto fue acompafiado de
un aumento en el nivel de galanina y encefalinas en el NPV, orexinas y encefalinas en la
region perifornical del hipotalamo lateral (PFHL), y encefalinas en el ARC (Chang et al.,
2004). El efecto sobre los RNA mensajeros de los neuropéptidos provocado por la
inyeccion de intralipid 4 h después del tratamiento, se reproduce en animales a los que
se les proporciond DAG durante 4 h, con respecto a los que consumieron DR. Ademas,
se determind que la proteina c-Fos (un marcador de la activacion neuronal), se
incrementd en al area PFHL y en el NPV en respuesta al aumento de TG y/o NEFA,
generado en los animales tratados con la aplicacion i.p de intralipid 20%, o el consumo
de DAG (Chang et al., 2004). Estos resultados sugieren que los TG y/o NEFA pueden
2



inducir la activacion de c-Fos en neuronas y modular la biosintesis de neuropéptidos en

el hipotalamo.

El objetivo de esta tesis consistié en determinar si en ratas macho adultas, los TG o NEFA
regulan rdpidamente (h) la biosintesis del TRH y la expresion de c-Fos en las neuronas
del NPV, en respuesta al consumo agudo de DAG y a la aplicacién de lipofundin 20%
(emulsién de grasa compuesta de 10% de aceite de soya y 10 % de triglicéridos de
cadena media). Para esto, analizamos la coexpresion de la proteina c-Fos y el RNAm del
TRH en el NPV de ratas alimentadas ad libitum con DAG (45% de calorias provenientes
de la grasa) durante 3 dias. Posteriormente se analiz6 por PCR en tiempo real, el efecto
de la inyeccion intraperitoneal de lipofundin 20% o Solucién Salina Isoténica (SSI), asi
como el consumo de DAG (60% de calorias provenientes de grasa) o DR (18% de
calorias provenientes de grasa) por 2y 4 h, sobre la biosintesis del TRH en las neuronas
del NPV del hipotalamo. Cuantificamos también las concentraciones de leptina, insulina,
corticosterona y glucosa en sangre para relacionarlas con la regulacion de la biosintesis

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



2. ANTECEDENTES

2.1 La obesidad en el mundo y su etiologia

La obesidad se define como una enfermedad cronica inflamatoria de bajo grado. De
acuerdo con la organizacién mundial de la salud esta enfermedad se considera como una
pandemia que impacta en todos los grupos de edad. Previamente, se reporté que cada
afio 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
metabdlicos: alteraciones cardiovasculares, diabetes mellitus tipo Il, osteoartritis, algunos
tipos de cancer, apnea obstructiva del suefio y otras alteraciones (Clemmensen et al.,
2017; Mohammed et al., 2018). En México, esta enfermedad afecta a méas del 30% de la
poblacién adulta y se estima que para el 2050 la proporcion de hombres y mujeres obesos

en el mundo aumentara 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 disminucion 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. Ademas, 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 oxidacion de acidos grasos en el higado, mediante la activacion de la proteina
cinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK), generando como consecuencia
acumulacién 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 calorico (Al-Assal et al., 2018; Di-Rienzi and Britton, 2020; Arnone
et al., 2022). A la fecha no se ha definido claramente su participacion 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 regulacion de la homeostasis de energia (FTO, MC4R, BDNF, APOA2,
POMC, OB, entre otros), asi como los mecanismos que afectan la expresion de genes
(metilacion del DNA, regulacion mediada por microRNAs, y modificaciones
postraduccionales de histonas). La exposicion al estrés durante la gestacion o la
lactancia, la desnutricién, 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 dltimos afios se ha reportado que las infecciones virales pueden estar asociadas
con el desarrollo de la obesidad en animales y humanos. El agente infeccioso mas
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 nifos y adultos, la prevalencia Adv36 aumenta en relacion con el indice de masa
corporal. Mediante estudios in vivo e in vitro, se ha demostrado que la proteina E4orfl,
es una de las proteinas que media el efecto del Adv 36 incluido su potencial adipogénico,
por lo que la infeccion 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 asociacion entre nifios 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 indices de sobrepeso
y obesidad en el mundo, son los nuevos estilos de vida, como es el alto grado de estres,
el sedentarismo, el incremento en el consumo de alimentos o bebidas hipercaléricas,
alteracion en los ritmos suefio-vigilia, entre otros. Estos conducen a un estado de balance
energético positivo, que promueve la acumulacion de grasa en el organismo y alteracion

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 fisica periédica, ya
gue otras estrategias empleadas como las farmacolégicas o quirdrgicas no han podido
revertir permanentemente este problema (Brethauer et al., 2006). Sin embargo, debido a
gue esto resulta muy dificil para la gran mayoria de los individuos y en especial a los que
padecen sobrepeso y obesidad, es de suma importancia continuar con la busqueda de
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estrategias que ayuden a contrarrestar la enfermedad, por lo que en los Ultimos afios se
han redoblado esfuerzos para tratar de comprender los circuitos y mecanismos
moleculares que participan en la regulacion de las sefales involucradas en el control del

hambre, la saciedad y gasto energético.

2.2 Participacion de los niicleos y neuropéptidos hipotalamicos en la

regulacion de la homeostasis energética

El sistema nervioso central (SNC) en conjunto con el sistema enddcrino juegan un papel
fundamental en la regulacion de la homeostasis energética. El hipotalamo es la principal
region del cerebro donde se lleva a cabo la integracion de sefiales centrales y periféricas
gue regulan el metabolismo energético, esta conformado por diferentes nucleos celulares
gue en conjunto participan en dicha regulacion, éstos son: El Nucleo Arcuato (ARC), el
nacleo dorsomedial (NDM), el ndcleo ventromedial (NVM), el hipotalamo lateral (HL) y el

nacleo paraventricular (NPV).

El ARC esta ubicado en la base del cerebro medio-posterior, a los lados y sobre la EM.
Dada su localizacion, donde la barrera hematoencefalica es en parte laxa y presenta
capilares fenestrados que permiten la deteccion 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: azucares, lipidos y
aminoacidos, entre otros (Stanley et al., 2005; Kleinridders et al., 2009; Boguszewski and
van der Lely, 2015). EI ARC también recibe sefiales de alteraciones metabdlicas
periféricas por medio del nervio vago via las neuronas presentes en el nucleo del tracto
solitario (NTS), las cuales posteriormente conectan con las neuronas del ARC
(Schneeberger et al., 2014). Este nacleo estad formado al menos por dos poblaciones
principales de neuronas denominadas de primer orden que controlan el apetito y el gasto
energético. Una subpoblacion coexpresa los neuropéptidos orexigénicos, el neuropéptido
Y (NPY) y la proteina relacionada con la proteina agouti (AgRP) en la parte lateral.
Mientras, que la otra subpoblacion expresa a los neuropéptidos anorexigénicos: la
hormona estimulante de los melanocitos (a-MSH), y el transcrito regulado por cocaina 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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gue modulan la actividad de las neuronas de a-MSH y favorecen el consumo de dieta rica
en grasa (Jais et al., 2020). La expresion y liberacién de los neuropéptidos orexigénicos
y anorexigénicos en el ARC dependen de los cambios en el estado de energia. En
condiciones de balance energético negativo como lo es el ayuno, la expresion de los
péptidos orexigénicos se incrementa generando hambre y una atenuacién de la
termogénesis en el tejido adiposo pardo (BAT), asociada con una disminucién en la
actividad del eje HPT. El AgRP se expresa exclusivamente en el ARC; en la rata, su
administracion central estimula la ingesta de comida, reduce el gasto de energia 'y genera
obesidad (Small et al., 2003). EI CART se encuentra altamente expresado en el cerebro,
y en el ARC se sabe que mas del 95% de estas neuronas CART positivas coexpresan al
a-MSH. La administracion intracerebroventricular inhibe la ingesta de comida y estimula
la termogénesis en el BAT. La a-MSH es un producto del procesamiento proteolitico del
precursor de la proopiomelanocortina (POMC), sus niveles incrementan durante la
ingesta de comida y descienden en el ayuno. La administracion intracerebroventricular
de a-MSH suprime la ingesta de comida y disminuye el peso corporal (Schneeberger et
al., 2014). Una vez que las neuronas del ARC reciben sefales de la informacion del
estado nutricional del organismo, envian a su vez sefiales a neuronas denominadas de
segundo orden que se encuentran distribuidas en los otros nucleos hipotalamicos y fuera
del hipotalamo, que activan mecanismos de control sobre el hambre-saciedad, que
repercuten en el comportamiento y el gasto de energia, los cuales participan directamente

en la regulacion de la homeostasis energética.

EI NDM patrticipa en la regulacién del ritmo circadiano, el estrés y la termogénesis. Recibe
proyecciones del ARC y a su vez envia proyecciones al NPV y al HL. Este nucleo contiene
poblaciones de neuronas glutamatérgicas, GABAérgicas y TRHérgicas y expresa

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

EI NVM es conocido como el centro de la saciedad; recibe proyecciones de las neuronas
de AgRP y POMC localizadas en el ARC, de la amigdala y el HL, y a su vez las neuronas
del NVM envian prolongaciones a la zona parvocelular del NPV y a é&reas
extrahipotaldmicas como el tallo cerebral, entre otras. Previamente, se ha reportado que
las neuronas de este nucleo expresan abundantemente el factor neurotréfico derivado
del cerebro (BNDF), si bien se ha encontrado también en el HL, el NDM, el ARC y el NPV,



pero en menores densidades. En humanos y ratones la falta de este factor neurotréfico o
de su receptor (TrkB) causa hiperfagia y obesidad. Aunado a esto la administracion
central o periférica de BNDF genera una disminucion 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 activacion 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 regulacion del balance
energético, el consumo de alimento y agua, el estado de alerta, entre otras funciones.
Este nucleo 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 acido y-aminobutirico (GABA) y el glutamato, entre otras. La expresion de las
orexinas y la MCH se incrementa durante condiciones de balance energético negativo.
En ratas, la administracion i.c.v de orexinas incrementa la ingesta de comida, mientras,
gue las lesiones bilaterales en este nucleo dan como resultado una pérdida del peso
corporal (Dube et al., 1999; Gonzalez et al., 2016). Las neuronas de este nucleo son
inervadas por terminales nerviosas provenientes del ARC, y a su vez las neuronas de
esta region proyectan al ARC, NTS, NPV, entre otros. En ratas se reporto, que el receptor
2 de orexinas (OXR2) se expresa en la division parvocelular del NPV y que la inyeccion
i.c.v de orexina A inhibe la liberacion del TRH y la concentracion de TSH en plasma,
mientras que la administracién central de orexina B incrementa las concentraciones
circulantes de TSH (Marcus et al., 2001).

El NPV se encuentra localizado en el hipotdlamo medio, al lado de la parte superior del
tercer ventriculo. EI NPV se divide en dos regiones principales y cada una de ellas alberga
grupos de neuronas funcionalmente distintas: 1) La divisibn magnocelular, en la que se
encuentran gran nimero de neuronas que sintetizan vasopresina y oxitocina, las cuales
envian sus prolongaciones a la hipdfisis posterior, sitio donde se liberan los péptidos a la
circulacién, regulando la conducta reproductiva, la presién arterial y el equilibrio de
liquidos. 2) La division parvocelular, a su vez se subdivide en base a su localizacion
rostro-caudal en tres regiones: anterior, media y posterior. En esta division 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



TRHérgicas parvocelulares de la region media y posterior se denominan hipofisiotropicas
ya que envian sus proyecciones a la EM y participan en la regulacién del eje Hipotalamo-
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 regulacion de la conducta alimentaria ya que reciben inervaciones de
nacleos hipotalamicos involucrados en la regulacion de la ingesta de alimento, como lo
son: el ARC, NDM, nucleo preoptico medial, el nicleo 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 a-MSH/CART), del HL (MCH y orexinas), del NVM, del NDM vy del tallo
cerebral, entre otros. Estas entradas neuronales modulan la biosintesis del RNAm del
TRH y CRH en este nucleo (Nillni, 2010).

2.3 Senalizacion de lipidos a nivel hipotalamico

Desde hace varios afios se ha demostrado la existencia de sefiales provenientes de la
periferia, que actian sobre el sistema nervioso central, modulando el hambre y la
saciedad, y/o el gasto de energia, estableciendo un balance energético que permite
ademas 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
sefales periféricas tenemos a las de accién rapida como lo son los carbohidratos y las
de accion lenta como ocurre con los lipidos. Los acidos grasos provenientes de la dieta
o0 del tejido adiposo, modulan el consumo de alimento, el gasto de energia y el
metabolismo de la glucosa (Nakamura et al., 2014; Zhao, 2022). Estos son capaces de
atravesar la barrera hematoencefalica 1) a través del mecanismo reversible de Flip-flop,
2) por difusién simple, 3) mediante difusion facilitada empleando las proteinas de union a
los acidos grasos (FABP1 y FABP4), o bien 4) mediante la unién a transportadores
especificos 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 acidos
grasos hacen blanco en el ARC, NVM y NPV, ademas estas neuronas expresan a FABP1,

CD36 y FABP3. Dependiendo de la longitud de los &cidos grasos y del grado de



saturacion en su cadena de carbonos, estos son capaces de unirse a receptores o

transportadores y activar diferentes vias de sefalizacién (Tabla 1)

Tabla 1. Receptores, transportadores y vias de sefializacion de acidos grasos.

AMPc y activando la via de
ERK. Por otro lado, también
puede activar a la proteina Gg.

NUmero Receptor o Vias de sefializacion Referencia
de transportador
carbonos
Acidos grasos de
cadenalarga
Palmitico (saturado) C16 GPR40y GPR40 y GPR120 activan a la | (Sundaresan y
GPR120 proteina Gg, que a su vez | Abumrad, 2015;
activa a PLC, generando | Kimura et al., 2020).
incremento en los niveles de
Ca ?* intracelular mediante la
IP3. Ademas, activa las vias de
ERK 1/2 por medio de la DAG
y la PKC.
GPR120, adicionalmente
activa a AKT y PKB por medio
de PI3K.
CD36y FATP | Activa las vias de sefializacion | (Mitchell et al., 2011;
de INK 'y ERK. Sundaresan y
Abumrad, 2015; Tse et
al., 2017°).
TLR-4 Activa la via de JNK y IKKR/ | (Tse et al., 2017%
NFKB. Chodoba et al., 2019).
Miristico (saturado) Cl4 GPRA40, (Mitchell et al., 2011;
GPR120 y Tse et al., 2017°).
CD36
Esteérico (saturado) Cc18 GPR40 (Tse et al, 2017
Chodoba et al., 2019).
Oléico C18:1(9) | GPRA40, Mitchell et al.,, 2011;
(monoinsaturado) GPR120, Chodoba et al., 2019).
CD36y FATP1
Linoléico C18:2 (6) | GPRA40, (Tse et al., 2017%
(poliinsaturado) GPR120 y Chodoba et al., 2019).
CD36
Alfa-Linolénico C18:3 (3)
(poliinsaturado)
Araquidodnico C20:4 (6) | GPR40yTLR4 (Tse et al, 2017,
(poliinsaturado) Chodoba et al., 2019).
Acidos grasos de
cadena media
Caprilico (saturado) c8 GPR40 Mitchell et al., 2011;
Tse et al, 2017%
Chodoba et al., 2019).
Céprico (saturado) C10
Laurico (saturado) C12
Acidos grasos de
cadena corta
Acido butirico GPRA41, GPR43 puede activar a la | (Kimura et al.,, 2020;
GPR43 y | proteina Gi, generando una | Chodoba et al., 2019).
MCTs disminucion en los niveles de

10




Por otro lado, en el NPV, ARC y NVM se encuentran niveles altos de enzimas que
participan en la regulacion del metabolismo de lipidos, como: la acetil CoA carboxilasa,
la carnitina palmitoiltransferasa 1, la acido graso sintasa, la malonil CoA descarboxilasa,
entre otras (Bruce et al., 2017; Chudoba et al., 2019). El malonil CoA inhibe a la carnitina
aciltransferasa | y la inhibicion del acido 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 &cidos grasos, la inyeccién central de esta hormona incrementa la
actividad de la acetil CoA carboxilasa en el ARC y el NPV mediante la inhibicién de la
AMPK, generando como respuesta una disminucién 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 acidos grasos saturados en el
cerebro se incrementan y al oxidarse en el hipotalamo aumenta la sintesis de ceramidas,
moléculas que intervienen con la sefalizacion de la insulina y la leptina, provocando
mayor ganancia de peso al generar intolerancia a la glucosa, resistencia a la leptinay a
la insulina y disfuncion mitocondrial por incremento en la produccién de especies

reactivas de oxigeno (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 biolégicas, 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 6rganos. En el hipotdlamo se detecta en los nucleos:
HL, NDM, NVM, el NPV, el supradptico, anterior, periventricular, posterior, y en diferentes
nucleos del area predptica. En los mamiferos, la accion del TRH es mediada por su
interaccion con los receptores de membrana TRH-R1 y TRH-R2, que son acoplados a
proteinas G y se encuentran diferencialmente distribuidos en el SNC. El RNAm del TRH-
R1 se localiza en el ARC, HL, NDM, la adenohipdfisis y el NPV. Mientras que el RNAm
del TRH-R2 se encuentra mayoritariamente distribuido en el SNC, por ejemplo: en el
talamo, el cértex cerebral, etc (Heuer et al., 2000). El metabolismo del TRH se regula en

diferentes condiciones fisiolégicas y patoldgicas, como son la lactancia, la exposicién al

11



frio, durante el ciclo luz-oscuridad, el estrés, ayuno, obesidad, endotoxemia, etc (Joseph-
Bravo et al., 2015).

2.5 Biosintesis de la hormona liberadora de tirotropina

En todos los organismos, el gen del preproTRH esta constituido por 3 exones y dos
intrones. En la rata el tamafio de los intrones es de 750 y 450 pb. El primer exdn codifica
para la region no traducida 5" del RNAm, el segundo exén codifica el péptido sefial y una
porcion del extremo amino terminal del péptido de proTRH, mientras que el tercer exén
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 region 3" no traducida del RNAm. El promotor de este gen contiene
una caja TATA de 28 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion. 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 sefal y activador de la transcripcion 3 (Fekete
and Lechan, 2014).

La sintesis inicia con la generacion de un transcrito primario (RNA heteronuclear) en el
nucleo; este transcrito sufre una serie de modificaciones como la adicion de un casquete
metilado en el extremo 5", una secuencia de poli (A) en el extremo 3" y el proceso de
splicing mediante la intervencion de los RNA nucleares pequefios (RNAsn). EI RNA
maduro sale del ndcleo a los ribosomas que se encuentran cercanos al reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), en los cuales se realiza la traduccion. El péptido sefial
dirige la translocacion cotraduccional del preproTRH hacia el lumen del RER, e
inmediatamente es removido generando el proTRH. Este viaja del RER en vesiculas al
aparato de Golgi y posteriormente al trans-Golgi, sitio donde las enzimas convertasas
(PC1/PC3 ylo PC2) realizan el primer corte entre los aminoacidos basicos que flanquean
a cada molécula de proTRH, los aminoacidos basicos 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 vesiculas de secrecion, las cuales viajan a través del axén hasta
el sitio de liberacion. En el caso de las neuronas hipofisiotrépicas del NPV, esta regién es

la EM. Durante las dltimas 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
bioldgicamente activo (Figura 1), (Nillni, 2010; Fekete and Lechan, 2014; Joseph-Bravo
et al., 2015).

RMAhn
\‘) J \'._ _ /_-' l - - hasaasa
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N y” [ |aasss RNAm
- L ’
_ ._,. - IR preproTRH
. . I
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i o Glu-His-Pro-Gly-Lys-Arg
Carboxipeptidasas
. Glu-His-Pro-Gly
Peptidilglicina
- o- monooxigenasa

""" “teeeo... g PGlu-His-Pro-NH;
Piroglutamil
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‘ Ribosomas

*, RER/trans-Golgi -~

Figura 1. Representacién de la sintesis y procesamiento del TRH. El transcrito primario
sintetizado en el nucleo 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 traduccién.
El preproTRH se transloca al lumen del RER, lugar donde el péptido sefial es eliminado
originando el proTRH, que viaja al trans-Golgi donde las convertasas realizan el primer corte
entre los aminoacidos basicos que flanquean a cada molécula de proTRH; en seguida, las
carboxipeptidasas retiran a estos aminoacidos. El proTRH es empaquetado en vesiculas de
secrecion junto con enzimas de procesamiento final y transportado a través del axdn hasta el sitio

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

El TRH es inactivado en el espacio extracelular por una enzima con una alta
especificidad. La piroglutamil peptidasa Il (PPII) es una proteina integral de membrana
tipo 1, que forma parte de la familia de las aminopeptidasas M1. Esta ectoenzima esta
constituida por un pequefio dominio N-terminal en la regién intracelular, un dominio
intermembrana y un largo dominio extracelular que contiene el sitio activo de la enzima:
una secuencia consenso de unién a Zinc (Schauder et al., 1994). Existe una isoforma
soluble de la PPIl en el suero denominada tiroliberinasa que se sintetiza en el higado. En
el hipotdlamo la PPII es sintetizada en las neuronas de los diferentes nucleos y en los
tanicitos, células gliales especializadas, localizadas en la region ventrolateral y sobre la
base del tercer ventriculo (Schmitmeier et al., 2002). Se propone que la funcion principal
de esta ectoenzima en los tanicitos consiste en inactivar a la TRH secretada por las
terminales nerviosas de las neuronas TRHérgicas hipofisiotropicas (Figura 2). Algunas
terminales nerviosas de estas neuronas TRHérgicas, se encuentran en contacto con las
proyecciones citoplasmaticas de los tanicitos 2. La inhibicion de la actividad de la PPII
ex vivo, incrementa la cantidad de TRH liberada, apoyando el papel de la PPIl 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 degradacion del TRH en

laEMYy laregulacién de la PPII. Las terminaciones de las neuronas TRHérgicas hipofisiotrépicas

en la EM, se encuentran en contacto con las prolongaciones citoplasmaticas de los tanicitos 2,

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

PPIlI son regulados positivamente por la concentracion de HT, generando incremento de la

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

secrecion de TSH (modificada de Sanchez et al., 2009).
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2.7 Papel del TRH en el eje Hipotalamo-Pituitario-Tiroides

Como se menciond anteriormente, las neuronas TRHérgicas hipofisiotropicas localizadas
en la region parvocelular del NPV, envian 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 adenohipodfisis y unirse a sus receptores TRH-R1 sobre los tirotropos y
lactotropos, donde induce la sintesis y liberaciébn de tirotropina y prolactina
respectivamente (Figura 3). La TSH es transportada por la circulacion sistémica hasta la
glandula tiroides, sitio donde se une a sus receptores acoplados a proteinas G,
generando como respuesta la activacion de la adenilato ciclasa, cuyo producto (CAMP)
regula la sintesis y liberacion de hormonas tiroideas (HT): Tiroxina (T4) y Triyodotironina
(T3). Esta ultima es la hormona biologicamente activa y es secretada en menor cantidad
gue la T4. Estas hormonas tienen multiples 6rganos blancos como: el higado, el musculo,
el corazon, 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
hipofisiotrépicas y tanicitos, con una alta afinidad por T3); el transportador 1 de aniones
organicos (OATP1C1, expresado en las células endoteliales de los vasos sanguineos del
cerebro, con una alta afinidad por T4 y T3); el transportador de aniones organicos
dependiente de Na* (NTCP) y los transportadores heterodiméricos de aminoacidos
(HAT). La T4 es transformada a T3 dentro de las células, mediante un proceso de
desyodacioén que involucra la participacion de las deiodinasas D1 o D2 (Bianco and Kim,
2006). Las hormonas tiroideas participan en la regulacion del metabolismo basal
(absorcion de nutrientes y respiracion celular) y modulan de forma sinérgica con el
sistema nervioso simpatico (SNS) la termogénesis en el BAT, donde la T3 induce la
expresion de la proteina mitocondrial UCP-1 (Uncoupling protein 1, localizada en la
membrana mitocondrial interna), la cual desacopla el flujo de electrones de la fosforilacion
oxidativa, produciendo calor y promoviendo el gasto energético mediante la lipélisis
(Lépez et al., 2013).
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2.8 Regulacion de la biosintesis de la hormona liberadora de tirotropina del
NPV

La T3 regula negativamente la actividad del eje HPT observdndose disminucién 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 sintesis
local de T3 en la EM generada por la desyodacion de T4, realizada por la deiodinasa 2
presente en los tanicitos 32, puede ejercer un efecto negativo sobre la sintesis del RNAm
del TRH en el NPV del hipotalamo, sin que la concentracién 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
TRHeérgicas hipofisiotropicas en la EM, siendo esta transportada al nacleo de las células
(Fekete and Lechan, 2014; Joseph-Bravo et al., 2015).

En la rata, el hipotiroidismo induce un incremento de la biosintesis del RNAmM del TRH en
las neuronas parvocelulares a nivel del NPV medio (NPVm), asi como en la liberacion del
TRH en la EM (Segerson et al., 1987; Rondeel et al., 1992).

Por otro lado, los glucocorticoides regulan negativamente la expresion del RNAm de la
hormona liberadora de tirotropina. En ratas adrenalectomizadas, se observé que el nivel
del RNAmM del TRH del NPV se incremento, efecto que es revertido al restituir los
glucocorticoides (Kakucska et al., 1995). Por otra parte, estudios en cultivos primarios de
hipotalamo fetal mostraron que el tratamiento con dexametasona (un glucocorticoide
sintético) ejerce efectos diferenciales sobre la biosintesis del RNAm del TRH. La
concentracion de 1x10-1° M de dexametasona con un tiempo de exposicién de 1-3 h,
generd disminucion en el nivel del RNAmM del TRH. Mientras, que concentraciones de
1x10® y 1x10°® incrementaron el nivel del RNAm del TRH (Pérez-Martinez et al., 1998).
Estos resultados sugieren que los glucocorticoides podrian estar regulando de manera
diferencial la biosintesis del TRH. El efecto de represion del RNAmM del TRH esta mediado
por la interaccidon del receptor de glucocorticoides con su region blanco en el promotor
del gene de TRH o la interaccion del receptor con la via de sefializacién de la PKA (Sotelo-
Rivera et al., 2014).

La administraciéon central de NPY en la rata, inhibe la biosintesis del RNAmM del TRH en

el NPV y disminuye los niveles de a-MSH en el ARC. Este efecto es causado por la
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interaccion de NPY con sus receptores Y1y Y5 (Sarkar and Lechan, 2003). Ademas, la
administracién central de AgRP disminuye la concentracion circulante de hormonas
tiroideas (T3 y T4) y los niveles del RNAm del TRH en el NPV (Fekete et al., 2002?). Por
otro lado, en cultivos primarios de hipotdlamo fetal y neonatal con la neurotrofina BNDF
(factor neurotrofico derivado del cerebro) incrementa el nivel del RNAm del TRH; este
aumento es mediado por la activacion del TrKB (receptor de tirosina quinasa neurotroéfica)
detectado en las neuronas TRHérgicas del NPV (Guerra-Crespo et al., 2001; Ubieta et
al., 2007).

La a-MSH proveniente del ARC regula positivamente la expresion del RNAm del TRH en
el NPV, mediante la activacién del receptor MC4R que se encuentra acoplado a una
proteina Gs, que desencadena la cascada de sefializacion que induce la fosforilacion de
CREB y su posterior union al elemento CRE del promotor del gen de TRH. En ratas, la
administracion i.c.v de a-MSH revierte la disminuciéon del RNAmM 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 hipotalamicas fetales, mostraron que la incubacién con noradrenalina (NA),
incrementa el nivel basal del RNAm del TRH (Joseph-Bravo et al., 2006). La inyeccion
i.c.v de noradrenalina, induce un incremento en el nivel del RNAm del TRH en el NPV
después de 1 h de aplicacion (Trujillo-Alonso, 2001). Por otra parte, se ha mostrado que
la leptina regula positivamente la expresion del RNAmM del TRH a nivel del NPV, y su
aplicacién revierte la disminucién en el nivel del RNAm del TRH generado durante el
ayuno (Gou et al., 2004).

Adicionalmente, se ha reportado que el AgRP actlia como un antagonista competitivo o
un agonista inverso, sobre los receptores de la melanocortina y bloquea el efecto inducido
por la a-MSH sobre la liberacion del TRH (Fekete et al., 2002°; Kim et al., 2000; Fekete
et al., 2004).

Por otro lado, sabemos que c-Fos es un gen de expresion temprana inmediata, el cual es
utilizado como un marcador de la activacién neuronal (Hoffman et al., 1993). Este gen
puede ser inducido por diferentes estimulos como lo son: neurotransmisores, factores del
crecimiento, interferones, interleucinas, lipidos, entre otros. Por lo cual, es claro que la
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activacion del gen de c-Fos, es modulado por diferentes vias de sefializacion como, por
ejemplo, la activacién de la via de las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK),
las cinasas reguladas por sefales extracelulares (ERK 1/2), las proteinas de union al
elemento CRE (CREB), Jak 1, 2 y 3, la tirosin cinasa 2 (Tyk 2), p53, la calmodulina
proteina cinasa Il (CaMKIll) y la proteina cinasa A (PKA) (Cruz-Mendoza et al., 2022). Los
miembros de la familia de proteinas c-Fos dimerizan con la proteina c-Jun para formar el
factor de transcripcion 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 hipotalamicas de rata, los esteres de phorbol estimulan la expresion del RNAm
de la hormona liberadora de tirotropina desde la primer hora de tratamiento, y se sugiere
gue este efecto podria estar mediado por AP-1 (Uribe et al., 1995). Ademas, el 12-
tetradecanoyl-phorbol-13-acetate puede inducir la fosforilacion de cFos de manera
independiente a la proteina cinasa C en cultivos celulares (Barber y Verma, 1987). Por
otro lado, hemos demostrado en la rata que la exposicion por 1 h a 4° C incrementa la

expresion de c-Fos en las neuronas TRHérgicas del NPV (Sanchez et al., 2001).
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Figura 3. Representacién grafica de la integracién de sefiales que regulan centralmente el

eje HPT. Las neuronas hipofisiotropicas del NPV, envian sus prolongaciones hacia la EM, lugar

donde el TRH es liberado para posteriormente inducir la sintesis y liberacién de la TSH en la

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

sobre el NPV vy la pituitaria, inhibiendo la sintesis y liberacion del TRH y de la TSH. Otras

hormonas y neuropéptidos regulan negativamente la expresion del RNAm del TRH en esta region,

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

norepinefrina y la leptina regulan positivamente la expresion del RNAm del TRH en el NPV.
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2.9 Regulacion 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 restriccion de alimento o el periodo de lactancia en la madre, se inhibe la
actividad del eje HPT, observandose 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 concentracién de corticosterona en (o cortisol en humanos)
circulante. La corticosterona podria ser una de las moléculas responsables de generar la
disminucion en el nivel del RNAmM 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 condicion,
evento que estimula a las neuronas que expresan el NPY/AgRP, e inhibe a las neuronas
de a-MSH en el ARC. Generando como respuesta una disminucién en los niveles de
expresion del RNAmM del TRH en el NPV (Fekete and Lechan, 2014; Zhou and Rui, 2013).
La aplicacion de leptina exdgena 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 restitucion de leptina activa la expresion
del RNAm del TRH en el NPV mediante dos vias independientes: 1) la via directa, en la
cual la leptina se une a la isoforma Ob-Rb de su receptor en las neuronas TRHérgicas
del NPV; esta union desencadena la activacion de la via de sefalizacion de las
JAK2/STAT3 que genera como respuesta final la fosforilacién de las proteinas STAT3,
su posterior dimerizacion y translocacion al nucleo, donde se unen al elemento de
respuesta STAT3 en el promotor del gen del TRH. 2) La via indirecta, en la cual esta
adipocina se une a los receptores Ob-Rb que se encuentran localizados en las neuronas
que expresan a la a-MSH en el ARC; consecuentemente estas neuronas estimulan a las
neuronas TRHeérgicas del NPV a través del receptor MC4R (Nillni, 2010). Ademas, en
condiciones de ayuno la actividad de la deiodinasa 2 en los tanicitos aumenta,
provocando un incremento en la concentracién de T3 local, lo que puede contribuir a

inhibir la expresién del RNAm del TRH en el NPV en esta condicién (Copala et al., 2005).
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2.10 Regulacion del metabolismo del TRH en condiciones de balance

energético positivo

La obesidad inducida por ingestién de DAG, durante periodos largos de tiempo (4, 8 0 12
semanas de consumo de alimento) en ratas macho adultas, aumenta la expresion del
RNAm del TRH, del péptido TRH y la sefializacion de pSTAT3 en las neuronas
TRHérgicas del NPV, con efecto controversial sobre la concentracion circulante de
tirotropina, T3 y T4. Este incremento correlaciona con un aumento en la concentracion
de leptina circulante, por lo que se ha sugerido que en ratas obesas la sefalizacion directa
de la leptina sobre las neuronas TRHérgicas del NPV es la responsable de incrementar
la biosintesis del RNAmM del TRH en esta condicion (Araujo et al., 2010; Perello et al.,
2010; Ramirez-Bustos, 2018).

2.10.1 Antecedentes directos del proyecto

En condiciones de balance energético positivo generado por el consumo de DAG (45%
de calorias provenientes de grasa) por periodos cortos de tiempo (3 dias), provoca al
igual que la induccion de obesidad, un incremento significativo en la concentracion de
leptina en suero, en el nivel del RNAmM del TRH en el NPV, asi como en el numero 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. EI nimero de neuronas TRHérgicas positivas a pSTAT3 o
PCREB es similar en los grupos alimentados con DAG o DR (Figura 4B y C) (Ramirez-
Bustos et al., 2019). Estos resultados apoyan que a los 3 dias de consumo de DAG la
leptina no participa en la regulacion de la biosintesis del RNAm del TRH en el NPV, a
través de la via directa (pSTAT3) o indirecta (PCREB). Lo que sugiere que existen otras
vias y/o moléculas que regulan la biosintesis del RNAmM del TRH en el NPV, en respuesta

al consumo agudo de DAG.
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Figura 4. Andlisis del niumero de neuronas TRHérgicas y neuronas TRHérgicas positivas a

p-STAT3 o p-CREB en el NPV del hipotdlamo de ratas Wistar IGS alimentadas con DR o
DAG durante 3 dias. Los histogramas representan al promedio + ESM del nimero de neuronas
TRHérgicas (A), TRHérgicas positivas a p-STAT3 (B) y TRHérgicas positivas a p-CREB (C) en el
NPV total. La significancia estadistica se indica en las graficas, **** p <0.01. Se analizaron 4 0 5

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

El consumo de DAG (50% de calorias provenientes de grasa) por diferentes tiempos (15
min, 1 h, 1 dia y 1 semana), en ratas genera un aumento en el nivel de encefalinas y
dinorfina en el NPV del hipotdlamo, incremento acompafiado por una elevacion en la
concentracion de TG en suero a los diferentes tiempos analizados. Ademas, se observa
un incremento en la concentracion de leptina en suero después de un dia y una semana
de consumo de DAG, no se encuentran cambios significativos en la concentracion de
insulina a los tiempos analizados, con respecto al grupo tratado con la DR (10% de
calorias provenientes de grasa), (Chang et al., 2007). Aunado a esto también se sabe
gue el consumo de DAG durante 4 h induce un aumento en la concentracion de TG y
NEFA, asi como un incremento en el nivel de galanina y encefalinas en el NPV, de
orexinas y encefalinas en el area PFHL, con una disminucion significativa en la
concentracion de leptina e insulina en suero, con respecto al grupo de ratas que fue
alimentado con la DR (Chang et al., 2004). La asociacion entre la concentracion de TG y
la expresion de estos neuropéptidos hipotalamicos fue demostrada en un estudio en el
cual se empled una inyeccién intraperitoneal de intralipid 20% vs la aplicacion de SSI. La
administracién de esta emulsion de grasa incrementa significativamente la concentracion
de TG y NEFA, a las 2 y 4 h de la aplicacién. Este aumento es acompafiado de un
incremento en el nivel de galanina y encefalinas en el NPV, y de orexinas y encefalinas
en el area PFHL, como en los animales que consumen DAG durante 4 h. El incremento

en la concentracion de TG y NEFA correlaciona con un mayor numero de células positivas
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ac-Fos en elNPVy el area PF del HL a las 4 h de tratamiento. No se encuentran cambios
significativos con la aplicacion de intralipid en la concentracion 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 lipidos regulan la biosintesis de neuropéptidos y la
expresion de c-Fos en el NPV del hipotalamo de acuerdo con la duracién de su ingesta,
por lo que proponemos que los NEFA o los TG pudieran modificar rapidamente la

biosintesis del RNAm del TRH en el NPV en respuesta al consumo agudo de DAG.
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3. JUSTIFICACION

Las neuronas TRHérgicas del NPV del hipotdlamo juegan un papel importante en el
control del metabolismo basal, y parecen ajustar su actividad metabdlica para contribuir
en el mantenimiento de la homeostasis energética. Definir las sefales extracelulares
responsables de regular la biosintesis del TRH en condiciones de balance energético
positivo, contribuird 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. HIPOTESIS

El consumo de dieta rica en grasa genera concentraciones altas de lipidos en suero, por
lo que proponemos que los triglicéridos y/o acidos grasos son los responsables de regular
la biosintesis 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 &cidos grasos libres regulan la actividad de las neuronas
TRHeérgicas en el nicleo paraventricular del hipotalamo 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 dias.

2) Demostrar que el incremento de triglicéridos o acidos grasos libres generados por
la administracién de dieta enteral o consumo de dieta alta en grasa modulan la

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

3) Definir si la induccion aguda de altas concentraciones séricas de triglicéridos y/o
acidos grasos incrementa la expresion de c-Fos en las neuronas TRHérgicas del
NPV del hipotalamo.
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6. DIAGRAMAS EXPERIMENTALES

6.1 Diagrama experimental del objetivo 1

i

3.1 Kcal/g

Se utilizaron 6 ratas macho adultas por grupo de la cepa
Wistar-Han, estas fueron alimentadas por 3 dias con dos
tipos de dieta (3.1 Kcal/g; 18% de calorias provenientes de
grasay 4.5 Kcal/g; 45% de calorias provenientes de grasa).
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Los animales anesteciados profundamente fueron
perfundidos via cardiaca con paraformaldehido al 4%.
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Se realizaron cortes coronales de los cerebros
de 25 um, los tejidos fueron colectados en
anticongelante en 5 series (bregma -1.32 al
bregma -1.92 mm).
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Deteccion inmunohistoquimica de c-
Fos en rebanadas de cerebro.
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Coexpresién de la proteina c-Fos y el RNAm
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Categoria 1: neuronas
positivas al RNAm del TRH.

Categoria 2: neuronas que
coexpresan el RNAm del
TRH y la proteina cFos.

Categoria 3: células
positivas para la proteina

cFos.
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6.2 Diagrama experimental del objetivo 2

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

grupos se les aplicaron los tratamientos correspondientes.
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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 dias de edad;
ambos grupos se ayunaron por 12 h y se les aplico los tratamientos correspondientes.
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Los animales fueron sacrificados 4 h después del tratamiento por decapitacion.
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Inmunohistoquimica anti
c-Fos, acoplada a
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Analisis de las imagenes y conteo de
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c-Fos-TRH RNAm y células positivas
a cFos
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7. MATERIALES Y METODOS

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 Biotecnologia-UNAM.
Desde el momento del destete los animales fueron mantenidos con DR de 3.1 Kcal/g
(2018SX; 18% de calorias 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 °C.
7.2 Protocolo del consumo agudo de DAG en roedores
7.2.1 Consumo de DAG y DR por 3 dias

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
permitio tener 6 animales por grupo y un triplicado en la medicion del consumo de
alimento. Los animales fueron alimentados durante 3 dias con 2 dietas diferentes

provenientes de Envigo (Teklad research diet):

1. DR de 3.1 Kcal/g, 2018SX (Aportacion en Kcal: 24% proteina, 18% grasa y
58% carbohidratos).

2. DAG de 4.5 Kcal/g TD. 06415 (Aportacion en Kcal: 19% proteina, 44.8% grasa
y 36.2% de carbohidratos).

Al inicio del experimento y al tercer dia se registro el peso corporal y el consumo de
alimento. Al finalizar el experimento los animales fueron anestesiados y perfundidos via
cardiaca. Al inicio de la perfusion se disecé y pesé la grasa epididimal y se recolectd

sangre del corazén para obtener suero que fue guardado a -20 °C.
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7.3 Generacion de incremento en la concentracion de TG en suero en
respuesta al consumo de DR o DAG por 4 h en animales ayunados por 14 h

durante el periodo 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 calorias proveniente de grasa) o DR
(18% de calorias proveniente de grasa), con el fin de establecer el mejor protocolo para
generar un incremento en suero en las concentraciones de TG y acidos grasos libres,
generado por el consumo de la DAG, sin generar estrés o alterar la actividad de los

animales en experimentacion.
Procedimientos:

1) Un grupo de 8 animales (n= 4/grupo) se mantuvieron con alimentacion ad libitum
durante el periodo de actividad, 2 h después de que la luz se encendi6 en la sala los
animales se pesaron y se colocaron en cajas en forma individual, proporcionando una
cantidad fija de DR (18% de calorias provenientes de grasa) o DAG (45% de calorias
provenientes de grasa) por 4 h. Transcurrido este periodo de tiempo, se colectd sangre
de la vena de la cola (300-500 pL) para determinar la concentracion de TG.
Determinamos el peso de las ratas y el consumo de alimento durante las 4 h. Estos
animales se mantuvieron con DR 5 dias mas y posteriormente se utilizaron en el segundo
procedimiento, esto con el fin de reducir el nimero de animales a emplearse en esta

prueba piloto.

2) Los animales del procedimiento 1, previamente ayunados por 14 h durante el periodo
de actividad, se sometieron al mismo procedimiento mencionado anteriormente. Con la
excepcion de que en estos animales se realiz6 el sacrificio por decapitacién y se tomo
una muestra de sangre del tronco (300-500 pL) para medir la concentracion de TG en

suero, se disecaron los cerebros y posteriormente se guardaron a -70 °C.
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7.4 Protocolo de la aplicacion 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 mas 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 via intraperitoneal (i.p)
con 17 mL/kg de lipofundin 20% o con solucién salina isoténica y colocados en cajas en
forma individual. Después de 2 y 4 h de la inyeccion, los animales fueron pesados y
sacrificados mediante decapitacion, se determind inmediatamente en la sangre del tronco
la concentracién de glucosa, empleando el glucometro One Touch Select Plus vy 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 periodo de 12 h, inmediatamente después se les permitio
gue consumieran DAG (5.16 Kcal/g; TestDiet 58Y1, proteina 18.1%, carbohidratos 20.3
%, grasa 60%) o la DR mencionada anteriormente. Los animales fueron pesados antes
y después del consumo de alimento, se determiné el consumo de alimento/por rata y
fueron sacrificados por decapitacion 2 o 4 h después de iniciado el consumo de alimento.
Se guarddé sangre del tronco para obtener suero y realizar las determinaciones

bioquimicas mencionadas en el punto 1.

Los cerebros fueron removidos del craneo y congelados inmediatamente en hielo seco
para guardarse a -70 °C. Posteriormente, se realiz6 la diseccion del NPV, purificacion de
RNA total y cuantificacion del RNAm del TRH y controles internos (RNAs mensajeros de
ciclofilina A (CyA) y la subunidad del tallo lateral de la proteina ribosomal PO (RPLPO),
por RT- PCR en tiempo real.

7.5 Protocolo de perfusion via cardiaca

Las condiciones de trabajo para manipular muestras de RNA se muestran en el Anexo 1.
La perfusion se realizé en animales con anestesia profunda, por lo que fueron inyectados
via i.p con una dosis letal de pentobarbital sédico (120 mg/kg) (Pet's Pharma de México,

S. A. de C. V). Los animales quedaron inmovilizados dentro de pocos minutos y antes de
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iniciar el procedimiento de perfusion 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
perfusion, se coloco la rata sin sensibilidad alguna, sobre una base, con ayuda de unas
pinzas se levant6 la piel a nivel del ombligo y con unas tijeras se cortd la cavidad
abdominal abriendo lateralmente hacia la cabeza, se cort6 a los lados de la caja toracica
pasando por el diafragma y el esternén, se tomé el corazén con unas pinzas y se realizo
un pequefio orificio en el ventriculo izquierdo para introducir un catéter en la vena cava,
este se asegurd con unas pinzas hemostaticas, en seguida se realizé un orificio en la
auricula derecha, justo en este momento se colecté sangre del corazén para medir la
concentracion de triglicéridos en suero. El catéter esta acoplado a una bomba peristaltica
gue perfundio el tejido a una velocidad de 10 mL/1 min. La solucion salina isotonica (SSI)
con heparina (cloruro de sodio 0.95%-heparina 10 U/mL) se aplico por 6 min, durante
este tiempo se lavo la sangre de los tejidos, un buen indicador de que la perfusion se esta
realizando bien, consiste en que el higado pierde su color rojo intenso. Inmediatamente
después se cambid la SSI por paraformaldehido 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 continud con la perfusion durante 25 min. En este tiempo se diseco y peso
la grasa epididimal. Todo el proceso se realizé en una campana de extraccion, al finalizar
se disecaron los cerebros y se mantuvieron por 2 h con 4% de paraformaldehido.
Transcurrido este tiempo, los cerebros se crioprotegieron con solucion 20% de sacarosa
disuelta en paraformaldehido 4% y se dejaron toda la noche a 4°C. Posteriormente, se
guardaron a -70 °C hasta su procesamiento. Nota: Se sugiere no mantenerlos congelados
a -70 °C por mucho tiempo, es mejor rebanarlos y mantenerlos en anticongelante a -20

°C, para no incrementar el ruido de fondo en la inmunohistoquimica.
7.6 Obtencion de series de cortes de los cerebros de las ratas

A) Los cerebros perfundidos y mantenidos a -70 °C, antes de seccionarse fueron
aclimatados a la temperatura del criostato (-17 °C) por 1 h, posteriormente los cerebros
fueron rebanados empleando un criostato (MODEL OTF, Bright Instrument Company
LTD) a una temperatura de -17 a -20 °C, para esto los cerebros se montaron en una
platina utilizando tissue-Tek (# Cat: 4583). Se realizaron cortes coronales de 25 um a lo
largo del hipotadlamo, 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 area 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 sddico
pH 7, 30% etilenglicol y 20% de glicerol), éstos fueron guardados a -20 °C, hasta su
utilizacion en la inmunohistoquimica e hibridacion in situ (Uribe et al., 1999).

B) Los cerebros que no fueron perfundidos, se congelaron en hielo seco inmediatamente
después de la diseccién y se mantuvieron congelados a -70 °C hasta su uso. Al momento
de realizar los cortes de los cerebros, éstos se aclimataron a la temperatura del criostato
(-17 a -20 °C) durante 1 h, posteriormente se montaron en la platina empleando tissue-
TEK, y se recolectaron cortes coronales de 25 pm directo sobre los portaobjetos cargados
(Fisherbrand. # 12-550-15), teniendo especial cuidado de que los tejidos quedaran bien
adheridos. La recoleccion se realizé en series como se describio en el parrafo anterior.
Posteriormente, las laminillas se guardaron en cajas y se mantuvieron a -70 °C, hasta su

utilizacion en la inmunohistoquimica y/o hibridacion in situ.

7.7 Deteccion de c-Fos por inmunohistoquimica en flotacion 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 realiz6 durante 10 min y los 2 posteriores
durante 5 min para eliminar el anticongelante de los cortes, posteriormente se incubaron
con peroxido de hidrogeno al 0.5% en PBS durante 10 min. Consecutivamente, se
realizaron 3 lavados con PBS durante 5 min, se permeabilizaron los cortes con tritdn al
0.3% en PBS durante 30 min, se realizé el bloqueo con albumina sérica bovina grado RIA
(BSA) al 2%, 0.25% de heparina y 0.2% de triton en PBS durante 1 h, con el fin de
bloquear las uniones inespecificas de los anticuerpos con otros componentes del tejido.
Después, se incubaron los cortes con 500 pL de 0.1% de tritdn, 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 °C durante un periodo de 36 h en una camara humeda. Para el revelado
de la sefal, los cortes se dejaron aclimatando a temperatura ambiente (TA) durante 30
min y en seguida se realiz6 un lavado con triton al 0.1% en PBS durante 10 min.
Posteriormente, se lavé con PBS durante 10 min 2 veces y se incub6 con el anticuerpo
secundario anti-lgG biotinilado de conejo, realizado en cabra (Vector Labs), dil: 1:200 en

PBS durante 60 min. A continuacion, se realizaron 2 lavados con PBS durante 10 min, y
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se incubd 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 reaccion
de color se desarroll6 con 0.5 mg/mL de diaminobenzidina (3, 3"-diaminobenzidina, sigma
cat # D-5637) y 0.01% de peroxido de hidrégeno, la formacion del precipitado café se
genero en 5 min. Se paro la reaccion con 3 lavados de PBS, por 5 min. Una vez revelada
la sefial de color café en el nacleo de las células, los tejidos se guardaron a 4 °C 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 mas en un desecador con
vacio. Posteriormente, las laminillas se guardaron a -70 °C hasta la realizacion de la
deteccion de RNAm de TRH por hibridacion in situ.

7.7.1 Deteccion de c-Fos por inmunohistoquimica en cortes de cerebro

montados en portaobjetos

Al momento de realizar la inmunohistoquimica, los cortes se sacaron de -70 °C 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 dibuj6é un
perimetro alrededor de los tejidos con un lapiz hidrofébico, se dejé secar a TA y
posteriormente se realiz6 la fijacion de los tejidos con paraformaldehido al 4% durante 10
minutos y 2 lavados con PBS durante 5 min. Posteriormente, se incubaron con 0.5% de
peroxido de hidrogeno en PBS por 5 min. El proceso de incubacién de anticuerpo y el
revelado fue similar al descrito en el punto 7.7. En la incubacion con los anticuerpos
primarios, secundarios y el reactivo de ABC, se emplearon 60 puL de cada uno de los
reactivos y los cortes fueron cubiertos con Parafilm, la incubacion se realizé en una
camara humeda para evitar evaporacion, durante 36 h a 4 °C. Finalmente, los tejidos se

pasaron por alcohol 70% y se guardaron a -70 °C.
7.8 Protocolo de deteccion del RNAm del TRH por hibridacion in situ
7.8.1 Preparacion del tejido previamente perfundido

Las laminillas con los cortes procesados por inmunohistoquimica 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 paraformaldehido al 4% durante 10
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min, se lavaron con PBS durante 5 min y se incubaron en proteinasa K (1ug/mL; EDTA
0.5 M, Tris 1M pH 8.0) a 37 °C 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 anhidrido acético, con pH final de 8. En seguida, se lavaron los cortes en SSC 2X por
5 min e inmediatamente se realiz6 un proceso de deshidratacion de los cortes en
concentraciones ascendentes de alcohol (70%, 80%, 95% y 100%) por 2 min, y un paso
de deslipidacion 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 hibridacién in situ se realiz6 con tejidos que no fueron perfundidos, la

incubacion con proteinasa K fue solo por 5 min.

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

transcripcion in vitro

La sonda de cRNA utilizada fue generada mediante transcripcion in vitro, para esto se
utilizé 1 pg de plasmido (pGEM2-cDNATRH) linearizado con EcoR1, se le agrego 2 uL
de buffer de transcripcién 10X, 1 pL de UTP 5 mM (Roche), 1.5 pL de dig-UTP 3.5 mM
(Sigma), 2 uL de DTT 100 mM, 3 uL de la mezcla de nucled6tidos10 mM; CTG, GTP, ATP
(Roche), 1 uL de inhibidor de RNAasas (Roche), 2 uL de T7 RNA-polimerasa (Biolabs,
SP6 Roche), se ajustd a un volumen final de 20 pL. Se incubd la mezcla a 37 °C, durante
1 h, se adicionaron nuevamente 2 UL de RNA polimerasa y se incubo durante 1 h a 37
°C, se adicion6 1 pL de DNAsa libre de RNAsa, 0.5 pL de inhibidor de RNAsas, incubacion
a 37 °C durante 45 min, para detener la reaccién se agregaron 80 uL de DTT 20 mM, 10
pL de cloruro de sodio 4M, 1 uL de tRNA (10 mg/mL) y 330 pL de etanol absoluto frio
(Merck). Los tubos se colocaron a —70 °C durante 3 h. A continuacion, se centrifugaron a
13 500 rpm, durante 30 min a 4 °C. Los tubos se decantaron y la pastilla se lavé con
etanol 75% frio y se dejo secar a TA. Posteriormente, la pastilla se resuspendio en 50 pL
de agua libre de RNAsas y calenté 5 min a 65 °C. En seguida se tomaron 3 L de la
sonda que se guardd a -70 °C. El resto de la sonda se hidrolizo, se ajusté el volumen a
50 uL, se les agreg6 30 pL de 0.2 M Na2COs, 20 pL 0.2 M de NaHCO3, se mezclo y se
incubo a 60 °C 10 min, inmediatamente después se agregaron 2.5 pL de acetato de sodio

4.5M pH 6.0y 5 pL de 4cido acético al 10%, se mezcld por inversion y a continuacion se
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precipité la mezcla agregando 7.5 pL de acetato de sodio 4.5 M pH 6.0, 1 pL de tRNA,
300 pL de etanol absoluto frio, y se dej6 incubando a -70 °C toda la noche.
Posteriormente, se centrifugd a 13 500 rpm durante 30 min a 4 °C. Se retir0 el
sobrenadante y se agregaron 50 pL de etanol al 75% para eliminar las sales. Se
centrifugd a 13 500 rpm durante 15 min a 4 °C, se retir6 el sobrenadante y se dejo secar
pastilla a TA. Después, se resuspendié la pastilla en 50 pL de 0.02% dodecil sulfato

sédico (SDS) preparado con agua libre de RNAsas.

Para determinar la incorporacion de la digoxigenin-UTP en la sonda, se colocaron 3 pL
de la sonda digerida, 3 pL de la sonda sin digerir, 1 uL de un RNA control marcado con
digoxigenina (Roche), diluido 1:3 en agua libore de RNAsas, sobre una membrana de
Nytran N poro 0.45 pm. Los cRNAs se fijaron a la membrana con luz UV (Stratalinker),
posteriormente se humedecio la membrana con buffer A (100 mM Tris-HCI pH 7.6, 100
mM de NacCl), se incubd 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 incubd en buffer B (100 mM Tris-HCI pH 9.5, 0.1 M de NaCl y 50
mM MgCIl) durante 5 min. El revelado de la sefial se realiz6 en ausencia de luz, con (10
mL de buffer B con 45 pL de nitroblue tetrazoliun chloride; (NTB), 35 pL de 5-bromo-4-

cloro-3-indol fosfato. Finalmente, se paro la reaccion con buffer A.

7.8.2 Preparacion de la solucion de hibridacion

Se utilizé 1 pL de sonda de cRNA marcada con dig-UTP/ laminilla (50 puL de solucion de
hibridacién) previamente desnaturalizado 10 min a 65 °C ; 1 mL de solucién de hibridacién
contiene: 100 pL de 20X de SSC, 500 pL de formamida con 20% de dextran sulfato, 100
puL de buffer de fosfatos (1M de fosfato de sodio pH 7.4 + 10% de sarcosyl), 10 pL de
denhart’s 100X (ficoll 1 g, polivinil pirolidona 1 g, albumina sérica bovina grado V 1g; para
un volumen final de 50 mL) , 25 pL de DNA de esperma de salmén sonicado (10 mg/mL),
25 pL de tRNA (10 mg/mL), 100 uL de DTT 1 M (preparado en fresco en acetato de sodio
0.01 M; 0.08 g de DTT/50 pL), 25 uL de Poly A (10 mg/mL). Los cortes se cubrieron con
50 uL de la mezcla de hibridacién y se les coloco Parafilm sobre los tejidos para evitar la
evaporacion de la solucion, se eliminaron las burbujas y se incubaron a 52 °C durante 6-
12 h, la incubacién se realiz6 en una camara humeda con 50% de formamida.

Transcurrido el tiempo de incubacion se procedié a realizar los lavados pos-hibridacion.
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7.8.3 Condiciones empleadas en la post-hibridacién

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 sumergié en SSC 1X 52 °C 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 °C. Inmediatamente, se realizaron 2 lavados de 2X de SSC durante 3
min c/u a TA. En seguida se realizé un tratamiento con 2X de SSC, 1 mM de EDTA pH
8, 50 ug/mL de RNAsa A (previamente hervida durante 15 min; sigma) durante 30 min a
37 °C, para eliminar la RNAsa se realizaron 2 lavados durante 3 min con 2X SSC c/u a
TA. Finalmente, se realizé un ultimo lavado con 2X SSC + 50% de formamida a 52 °C
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 NacCl, con
agitacion constante durante 1 h'y 2% de BSA, 0.3% de triton disuelto en solucion A (100
mM Tris- HCI pH 7.6, 100 mM de NaCl) 30 min a TA. Posteriormente, se lavaron 2 veces
por 10 min en solucién A y se incubaron con anti-digoxigenina-fosfatasa alcalina (FA)
(dilucién 1:500), 1% de BSA, 1.5% triton en solucién A, colocando 80 pL en cada laminilla.
Las laminillas se cubrieron con un Parafilm y se colocaron en una camara himeda
durante 36 h a 4 °C.

Para el revelado de la sefial, 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-HCI pH 9.5, 0.1 M
de NaCl y 50 mM MgCI) durante 10 min y se incubaron las rebanadas de 2-4 h para el
desarrollo del color en la solucion de revelado fria (10 mL de buffer B con 45 pL de 4
nitroblue tetrazoliun chloride; (NTB), 35 uL de 5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato y 2.4 mg
de levamisole (esta solucion debe protegerse de la luz; el desarrollo de la sefial se
monitored en el microscopio). La sefal es un precipitado perinuclear de color morado.
Para detener la reaccion se realizaron 2 lavados con Buffer A y posteriormente se enjuag6
con agua y se dejaron secar los portaobjetos con los tejidos procesados a TA. Finalmente,
se realizé el montaje de los tejidos con liquido de montaje acuoso (Citifluor, EMS), los

bordes se sellaron con barniz transparente para ufias.
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7.9 Analisis de las imagenes

El analisis de las im&genes para la determinacion del nimero de neuronas TRHérgicas,
neuronas que coexpresan a la proteina c-Fos y el RNAm de TRH, y células positivas a la
proteina c-Fos en el NPV, se realiz6 con ayuda de un microscopio Axioscop (Zeiss)
acoplado a una camara y a una computadora que contiene el programa Mercator
(ExploraNova, La Rochelle, Francia). Con este software empleando el objetivo de 5X, se
delimité una maqueta sobre el NPV izquierdo o derecho en campo claro, en seguida se
dibuj6é una rejilla sobre la zona trazada, lo que permitié contar con mayor facilidad y
precision los diferentes tipos de células. Para realizar el conteo se cambid al objetivo de
40X para identificar las neuronas TRHérgicas; células con tincién perinuclear de color
morado fuerte (Categoria 1), células positivas a c-Fos; ndcleos tefiidos de color café
(Categoria 3), células que coexpresan al RNAm del TRH y la proteina c-Fos; nucleos
tefildos de color café, rodeados de color morado en la region perinuclear (Categoria 2).
La categorizacion se realizo en forma manual, al finalizar de contar cada region, el
programa calcula el nimero de células positivas a cada categoria. El analisis se realiz6
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 numero de células de las tres
categorias, los valores obtenidos de las rebanadas que comprenden la regién anterior,
media o posterior se promediaron (2 o 3 rebanadas por region). Para calcular el nimero
total de células positivas al mMRNA del TRH o c-Fos, se sumaron los 3 valores resultantes
del nimero de células promedio de la region anterior, media y posterior del NPV. Para
determinar el porcentaje de coexpresion de la proteina cFos en las neuronas TRHérgicas
del NPV, se calcul6 el niumero total de neuronas TRHérgicas por rebanada en base a la
suma de células cuantificadas (Catl+ Cat2), en el NPV izquierdo o derecho, este valor

correspondié al 100%. O sea:

% de coexpresion de cFos en las neuronas TRHérgicas del NPV=# de células de la

Cat 2* 100/# total de neuronas TRHérgicas/rebanada.

Posteriormente se calcul6 el promedio del % de expresion de c-Fos en las neuronas

TRHérgicas de la region anterior, media, posterior o total del NPV.
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7.10 Controles

Como control negativo de la inmunohistoquimica, algunos tejidos fueron procesados igual
que los tejidos experimentales sin adicionar el anticuerpo primario. Para la hibridacién in
situ, empleamos como control negativo la sonda sentido marcada con dig-UTP; como
control positivo verificamos que la sefial revelada con la sonda antisentido solo fuera
observada en las regiones previamente identificadas, como el hipotalamo lateral y
anterior (Segerson et al., 1987).

7.11 Diseccion del area del nucleo paraventricular del cerebro congelado de

rata

La diseccion del NPV se realizé en cerebros congelados, para lo cual, el cerebro se
colocé sobre una gota de 100 pL de agua esterilizada colocada sobre una caja de Petri;
esto permitio mantener el tejido pegado a la caja de Petri. Sin permitir que el cerebro se
descongelara, con una navaja tipo Gillette se realizd una rebanada coronal de 1 mm de
grosor, el primer corte se realizo justo donde se separan el quiasma oOptico y el segundo
corte se realizo al inicio de la EM, esto se realizo 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 descongelacion del tejido. El area que contiene al
NPV se localiza lateralmente al tercer ventriculo, entre los dos fornix, y como limite
superior se tiene el borde del tercer ventriculo. EI NPV se disec6 empleando un
microsacabocados de 1 mm de didmetro. 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 purificacion y cuantificacion
de RNA total.

7.12 Purificacion del RNA total del nicleo paraventricular del hipotalamo

empleando un kit de QIAGEN

Se purifico 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 Determinacion de la concentracion de RNA total obtenido del nucleo

paraventricular

Para la cuantificacion del RNA total, de cada muestra se empled 1 pL. La concentracion
de RNA fue determinada mediante un NANODROP 2000C a una longitud de onda de 260
nm, con la relacion de 10D= 40 ug, también determinamos la absorbancia a 230 y 280
nm y Unicamente utilizamos las muestras que presentaron una relaciéon de absorbancia
260/230 y 260/280 superior a 1.6.

Una vez realizado lo anterior se hicieron alicuotas de 0.5 pg de RNA para realizar la

transcripcion reversa.
7.14 Reaccion de transcripcion reversa
Tabla 2. Mezcla de reaccion para la transcripcion reversa.

Reactivos Volumenes
1 RNA total (0.5 pg), desnaturalizado por 5 min a 65 °C Ajustar a 12 pL

Preparar mezcla de reacciéon paratodas las muestras que se van
a procesar y colocar a cada muestra de RNA 18 uL de la mezcla

2 Agualibre de RNAsa 6.4 L
3 Buffer (first strand) 5X 6 uL
4 Ditiotreitol (DTT) 0.1 M 3uL
5 Oligos random (50 ng/pL) 1.5puL
6 Mezclade dNTPs 10 Mm 0.6 pL
7 Transcriptasa reversa (200 U/pL; M-MLV Invitrogen) 0.5puL

Mezclar suavemente todos los reactivos

Total de volumen de reaccion 30 uL

Las muestras de RNA ajustadas a un volumen de 12 pL con agua libre de RNAsas se
calentaron 5 min a 65 °C, se dejaron reposando en hielo durante 5 min y se les agregdé
18 pL de la mezcla de reaccion; se mezclaron suavemente todos los reactivos. Las
reacciones se incubaron en bafio Maria, durante 2 h a 37 °C, transcurrido este tiempo,
las muestras se colocaron 15 minutos a 70 °C, para inactivar la enzima. Posteriormente,
se hicieron alicuotas de 5 pL y se guardaron a -20 °C hasta la realizacion de la reaccion

en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR).
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7.15 Reaccion de PCR en tiempo real y cuantificacion del RNAm

Esta técnica se estandarizo en el laboratorio empleando el equipo QIAGEN Rotor-Gene
Q. La mezcla de la reaccién empleada se muestra en la Tabla 3. Las secuencias de los
oligonucledtidos se muestran en la Tabla 4. Las condiciones de amplificacion se muestran
en la Figura 5. Como controles internos se selecciondé al RNAm de ciclofilina A y la
subunidad del tallo lateral de la proteina ribosomal PO (RPLPO), esto debido a que se ha
observado en el laboratorio que la expresion 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 reaccion de cada par de oligos sustituyendo el templado
por 2 uL de agua. Para la amplificacion del RNAm de los genes de TRH, CYCAy RPLPO
se utilizo una dilucion de las muestras de 1:7 y 1 uM de los oligonucleotidos. La activacion

de la enzima se realiz6 a 95 °C por 3 min.

Tabla 3. Mezcla de reaccion para la gPCR.

Reactivos Volumenes
cDNA 2 uL
Agua grado milliQ 1puL
Oligo sentido (S) 1pL
Oligo Antisentido (AS) 1L
Kapa Sybr Green Fast 2X (Sigma) 5L
Total de volumen de reaccion 10 pL

Tabla 4. Secuencias de oligonucleotidos empleados en los ensayos de la gPCR.

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'
RPLPO | 5-CTT TGT CTG TGG AGA CTG ACT AC-3' '5- GAA GAG ACC GAA TCC CAT GTC- 3'
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Desnaturalizacion Alineamiento Extension

3
952C for 20 secs

/ 72°2C for 10 secs /
55°2C for 20 secs /

Figura 5. Condiciones de amplificacion del RNAm de los genes de TRH, CycA y RPLPO.

Para los 3 genes se utilizaron las mismas condiciones de desnaturalizacion, alineamiento y
extension (95 °C durante 20 s, 55 °C por 20 sy 72 °C durante 10 s).

El registro y analisis de los datos se realizé en el software Rotor-Gene Q Pure detection
(QIAGEN). El analisis de los datos del nivel de expresion de los genes se realizo por el
método comparativo de 22 €t (Datos no mostrados) (Livak and Schmittgen, 2001) y el
meétodo 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 mas simplificada, decidimos utilizar el método modificado de Pfaffl que incluye

el promedio de los célculos de los dos genes de referencia.

(E oo) A0t GO
GeoMean [ (E ggf) 2¢1REF]

Expresion del gen =

Donde: E = Eficiencia GOIl= Gen de interés REF= Gen de referencia

43



7.16 Determinacion de la concentracion de leptina en suero mediante el

ensayo de ELISA

La cuantificacion de leptina en suero de rata se realiz6 por medio de la técnica de
inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA; por sus siglas en inglés), para esto se siguio
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 pL de buffer de
lavado en cada pozo, después de cada lavado se removio la solucion por inversion y se
seco la placa dando golpes leves sobre una toalla de papel. Posteriormente, se generd
una curva estandar con las concentraciones 0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2, 6.4y 12.8 ng/mL. A
cada pozo se le agrego6 45 pL de buffer diluyente (proporcionado por el Kit “marked “C”),
50 pL de anticuerpo anti-leptina de rata desarrollado en cobayo (marked “D”), se
agregaron por duplicado 5 pL de los estandares de la curva y de las muestras por
duplicado, se cubrié la placa con plastico y se incub6 de 16-20 h a 4 °C. Posterior al
periodo de incubacion se decanto la solucion y las placas se lavaron 5 veces con 300 L
de buffer de lavado, se removio el anticuerpo y el material que no se unio especificamente
golpeando suavemente la placa contra papel absorbente, se agregaron 100 pL por pozo
de anticuerpo anti-cobayo IgG acoplado a peroxidasa de radbano (POD) y se dejo
incubando por 3 h a 4 °C. A continuacion, se lavaron las placas 7 veces con 300 pL de
buffer de lavado para eliminar el exceso de anticuerpo y se adicion6 100 pL por pozo de
la solucion del sustrato (3, 37, 5, 5"-tetrametilbenzidina; TMB) de la enzima y se incubo
en la oscuridad durante 30 min. Una vez transcurrido este tiempo, la reaccidon se detuvo
con 100 pL de la solucion de stop (H2SO4 1N). Finalmente, las muestras fueron leidas en
el espectrofotometro (Thermo Scientific Multiskan FC), a una absorbancia de 450 y 630
nm. La concentracién de leptina se calculé por regresion lineal, generando la curva
estandar con los estandares proporcionados por el kit, y los valores de absorbancia (Asso-

As30). https://www.arigobio.com/elisa-analysis
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7.17 Determinacion de la concentracion de acidos grasos libres mediante el
ensayo de ELISA

La cuantificacion de los acidos grasos libres no esterificados se realiz6 en suero de rata
por medio de la técnica de ELISA COMPETITIVO, para esto se sigui6 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 pyL de PBS
pH 7.0-7.2) y 100 pL de la curva estandar con las concentraciones 0, 0.5, 1.0, 2.5, 5y 10
pHg/mL, o bien 100 pL de las muestras. A cada pozo se agregaron 50 yL de conjugado
FFA-HRP, excepto al blanco, se agito la placa de ELISA por 1 min cubriéndola de la luz
y posteriormente se incubo durante 1 h a 37 °C. A continuacion, se realizaron 5 lavados
con 300 pL de buffer de lavado, se agregaron 50 uL de sustrato “A” y 50 pL de sustrato
“B”, en cada pozo y se incubd 20 min a 37 °C, cubriendo la placa de la luz. El producto
de la reaccion enzima-sustrato formé un complejo color azul, finalmente se paré la
reaccion adicionando 50 pL de solucidn de paro a cada pozo. Finalmente, se determiné
la densidad optica a 450 nm en el lector de placas. Para estimar la concentracion de
antigeno presente en la muestra se empled la curva de calibracion, generada mediante

el método de logistica de 4 parametros y la absorbancia de las muestras a 450 nm.
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7.18 Cuantificacion de la concentracion de insulina en suero mediante el

ensayo de ELISA

La cuantificacion de insulina en suero de rata se realizé por medio de la técnica de ELISA,
para esto se sigui6 el protocolo de acuerdo con las instrucciones del kit (“Rat Insulin
ELISA Kit” Crystal Chem, INC # cat. 90060).

En cada pozo se colocaron 95 pL de diluyente de la muestra 'y 5 pL de la curva estandar
con las concentraciones de 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 y 6.4 ng/mL, o bien 5 pyL de las
muestras por duplicado y se incub6 por 2 h a 4 °C. El sobrenadante se deseché de cada
pozo y se hicieron 5 lavados con 300 pL de buffer de lavado, se colocaron 100 pL en
cada pozo del conjugado enzimatico anti-insulina y se incubé por 30 min a TA. A
continuacion, se realizaron 7 lavados, utilizando en cada lavado 300 pL de buffer de
lavado, inmediatamente se agregaron 100 pL del sustrato de la enzima y se dejo
incubando durante 40 min a TA, teniendo especial cuidado de no exponerlo a la luz.
Posteriormente, se paro la reaccion adicionando 100 pL de solucion de paro y se midio
la absorbancia a 450 nm y 630 nm en el espectrofotometro (Thermo Scientific Multiskan
FC). La concentracion de insulina se calculd por regresion lineal, usando la curva
estandar 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 Determinacion de la concentracion de corticosterona en suero por

Radioinmunoensayo (RIA)

La determinacién de corticosterona (CORT) se realiz6 mediante la técnica de RIA. A
continuacion, se elabor6 una dilucion 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 °C durante 10 min y se enfriaron a TA. En
tubos de ensayo se colocaron 500 pL de cada muestra por duplicado, se agregaron 100
UL de Ab anti-CORT (ICN Biomedicals, Irvine, CA, USA) diluido 1:10000 y 100 pL de 3H-
corticosterona (Perkin-Elmer). Se prepard una curva estandar con los siguientes puntos:
5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000 y 4000 pg/500 puL de amortiguador RIA por
triplicado. Se marcaron 3 tubos de ensayo como cuentas por minuto totales (cpmT) y
afiadieron 800 pL de buffer de RIA y 100 pyL de °H-corticosterona. A los tubos para
determinar la union inespecifica (NSB), se les agrego 600 pL de amortiguador y 100 pL
de 3H-corticosterona. Mientras que, a los tubos en ausencia de hormona fria (B0), se les
agreg6 500 pL de amortiguador, 100 puL de 3H-corticosterona y 100 pL de Ab contra
corticosterona. Los tubos se dejaron incubando a 4 °C durante 24 h. Posteriormente, se
afiadio 200 pL de carbdn-dextran (Sigma-Aldrich 4g/250 mL de amortiguador), se
incubaron a 4 °C por 20 min y se centrifugaron a 3000 rpm a 4 °C por 15 min. El
sobrenadante se transfirid a viales de centelleo y se adicionaron 4 mL de liquido de
centelleo (Ecolite MP Biomedicals). Finalmente, se determinaron las cpm de cada vial en
el contador de emisiones 3 (Beckman). La concentracion de corticosterona de cada
muestra se calculé 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 generd una curva de forma
sigmoidea, donde se pudo hacer una aproximacién a los limites de confianza inferior y
superior del ensayo y una region de relacion aproximadamente lineal entre las variables.
Graficando el logaritmo de cada dosis de corticosterona en la curva contra una
transformacién matematica del % B/BO0, obtuvimos una gréfica de dosis-respuesta lineal
mas adecuada para el calculo de la concentracién de corticosterona en las muestras.
Para calcular los datos, usamos el programa de regresion Logit(B/Bo) vs log dosis de
corticosterona donde: LogiT (B/Bo)=In [(B/B0)/(1-(B/B0)]
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7.20 Determinacion del la concentracion de triglicéridos en suero

empleando un método enzimatico

La determinacién de los TG se realizé 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 pL de suero por duplicado, 2.5
pL de agua destilada por triplicado como blanco y 2.5 uL de un estandar proporcionado
por el kit. Una vez que se colocaron todas las muestras en la placa se adicionaron 250
pL 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 agité e incubé 20 min a
TA (18-25 °C). Posteriormente, se medid en un lector de placas a la absorbancia de 505

nm.

LPL . .
TG =y glicerol + acidos grasos

GK
glicerol + ATP =— glicerol-1-P+ ADP

glicerol-1-P+ O, —c H,0, + dihidroxiacetona fosfato

2 H,0, + 4-AF + clorofenol P92 _ quinoniminaroja

Figura 6. Esquema de reacciones enzimaticas empleadas en el kit para la determinacidn
de la concentracién de TG. Los TG en presencia de LPL liberan glicerol y &cidos 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 perdxido de hidrégeno
(H202) en presencia de GPO. Finalmente, el H.O, reacciona con 4-AF y p-clorofenol en presencia
de POD dando una coloracién roja. La intensidad del color formado es proporcional a la

concentracion de TG presentes en la muestra.

El célculo de los resultados se realiz6 de la siguiente forma: a los valores de absorbancia
de todas las muestras y control positivo se les rest6 el valor promedio del blanco y para
el calculo se emplearon estos valores. Se calcul6 un factor de correccion que consiste en
la relacion de (2g/L) / el valor promedio de la absorbancia del control positivo. La
concentracion de la muestra se calcul6 al multiplicar el promedio del valor de absorbancia

de cada muestra por el factor. Los valores estan reportados en g/L.
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7.21 Analisis estadisticos

Para el andlisis de los datos se utilizé el programa Stat view. Se analizaron las diferencias
entre grupos, mediante la prueba de t no pareada, o bien mediante el andlisis de varianza.
Cuando encontramos cambios significativos en el analisis de varianza, posteriormente se
realizé el andlisis de los datos por el método de comparacién multiple de Bonferroni. Los
valores fueron expresados como la media + el error estandar 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 correlacién de Pearson.
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8. RESULTADOS

8.1 Determinacion de la coexpresion de la proteina c-Fos y el RNAm del TRH

en el NPV de ratas alimentadas con DR o DAG por 3 dias
8.1.1 Determinacion de la ganancia del peso corporal

Al analizar la ganancia de peso, observamos que los animales que consumieron la DAG
por 3 dias ganaron significativamente mas peso corporal que el grupo que consumio la
DR (25. 66 + 0.95 vs 20.33 + 1.4, p< 0.01), (Figura 7).
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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 grafica representan el promedio + ESM de la ganancia de peso. Significancia
estadistica: (****p< 0.01). El andlisis de los datos se realizé6 mediante la prueba de T no pareada.

Se analizaron 6 animales por grupo.



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 dias (Figura 8A y C). De acuerdo
con lo previamente observado (Torres-Reyes, 2014; Ramirez-Bustos et al., 2019), el
consumo calérico durante 3 dias fue significativamente mayor en el grupo que se aliment6
con la DAG (***p< 0.01), con respecto al grupo de ratas alimentado con la DR (Figura
8B).
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Figura 8. Efecto del consumo de las dietas con diferente aporte calérico 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), kilocalorias (panel B) y agua (panel C) durante 3
dias. Significancia estadistica (****p< 0.01). El analisis de los datos se realizé mediante la prueba

de T no pareada. Se analizaron 6 animales por grupo (n para analisis estadistico= 3).
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8.1.3 Determinacion de la concentracion de triglicéridos y la cantidad de

grasa blanca epididimal

A los 3 dias de tratamiento, no se encontraron cambios significativos en la concentracion
de triglicéridos en suero, ni en la cantidad de grasa epididimal (Figura 9A y B), entre el

grupo que consumié DAG y el que consumié DR.
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Figura 9. Efecto del consumo de las dietas sobre la concentracién sérica de triglicéridos y
la cantidad de grasa blanca epididimal. Los histogramas representan al promedio £ ESM de la
concentracion de triglicéridos (Panel A) y la cantidad de grasa epididimal (Panel B) que
acumularon las ratas de los dos grupos experimentales durante 3 dias de consumo de las dietas
con diferente aporte cal6rico y grasa. El analisis de los datos se realizé 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 caldérico sobre el
numero de neuronas TRHérgicas, la coexpresion del RNAm del TRH y la
proteina c-Fos y el nimero de células positivas a c-Fos en el NPV del

hipotalamo

Los conteos se realizaron en las tres areas del nucleo paraventricular (anterior, medio y
posterior) de ratas que consumieron durante 3 dias, alimento con diferente cantidad de
grasa (18% de calorias provenientes de grasa y 45% de calorias provenientes de grasa).
Encontramos un mayor nimero de neuronas TRHérgicas por rebanada en la region
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 andlisis del NPV total (Figura
10B), observamos un incremento significativo de 80% en el nimero de las neuronas
TRHérgicas en el grupo alimentado con la dieta hipercalorica, con respecto al grupo
alimentado con DR (35 + 4.3 vs 63.2 = 5 células por rebanada, p<0.01). La distribucion

representativa observada de neuronas TRHérgicas a lo largo del NPV se muestra en el

Anexo 3.
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Figura 10. Andlisis del numero de neuronas positivas al RNAm del TRH en el NPV del
hipotalamo de ratas Wistar Han, alimentadas por tres dias con dietas que contienen
diferente aporte calérico y grasa. Los histogramas representan al promedio + ESM del nimero
de neuronas TRHérgicas por rebanada en cada region, ****p <0.01 (panel A) y el nUmero de
neuronas TRHérgicas del NPV total, ****p <0.01 (panel B). El andlisis de los datos se realizo

mediante la prueba de T no pareada. Se analizaron 4 animales por grupo.
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En el conteo de la coexpresion del RNAm del TRH y el c-Fos, observamos un porcentaje
mayor de neuronas TRHérgicas que expresan c-Fos solo en la regién posterior del NPV
del grupo de ratas que se aliment6 con la DAG (22.0 £ 2.4 vs 32.3 £ 1.5, p< 0.01). No
observamos cambios significativos en el porcentaje de coexpresion del RNAmM del TRH'y
c-Fos en el analisis del NPV total (Figura 11B). En lo que respecta al andlisis de las
células positivas a c-Fos en el NPV por regiones, observamos un incremento de 93 % en
la region anterior (p< 0.02), 92% en la region media (p< 0.01) y 66% en la regidn posterior
(p< 0.01) del grupo de animales que consumié la DAG, con respecto al grupo que
consumio la DR (Figura 11C). Este efecto se vio reflejado también en el nUmero total de
células positivas a c-Fos en el NPV, observandose 82% de incremento (p< 0.01), entre
el grupo que consumio dieta hipercalorica con respecto al grupo que consumio la DR
(Figura 11D). La distribucién representativa de neuronas TRHeérgicas 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. Cuantificacién del porcentaje de neuronas TRHérgicas positivas a la proteina c-
Fos y el numero total de células positivas a c-Fos en el NPV del hipotalamo de ratas Wistar
Han alimentadas con dietas que contienen diferente aporte caldrico. Los histogramas
representan al promedio = ESM del porcentaje de las neuronas TRHérgicas positivas al c-Fos en
cada region del NPV (panel A), o del NPV total (panel B) y el nUmero de células positivas a cFos
por rebanada en cada region (panel C), o del NPV total (panel D). El analisis de los datos se
realiz6 mediante la prueba de T no pareada. La significancia estadistica se indica en cada una

de las gréficas, *** p< 0.02, **** p< 0.01. Se analizaron 5 0 4 animales por grupo.
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8.2.1 Analisis de la respuesta de las neuronas TRHérgicas a la DAG por 3

dias en la cepa Wistar IGS

En estudios previos, empleamos la cepa Wistar IGS, en la cual demostramos que el
consumo de DAG durante 3 dias incrementa el nivel del RNAm del TRH en el NPV de
ratas macho. Debido a que al inicio de este proyecto se cambid 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 coexpresion del RNAm del TRH y de la proteina c-
Fos en el NPV, en una serie de tejido de ratas Wistar IGS de animales alimentados por 3
dias con las dos dietas. Esto con la finalidad de corroborar que obteniamos resultados
similares en las 2 cepas Wistar. En el andlisis por regiones, encontramos un mayor
numero de neuronas TRHérgicas en la region 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 nimero total de neuronas TRHérgicas en el NPV
observamos un incremento de 62% entre el nUumero 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 distribucidn representativa

de neuronas TRHérgicas a lo largo del NPV se muestra en el Anexo 4.
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Figura 12. Analisis del niumero de neuronas TRHérgicas en el NPV del hipotalamo de ratas
Wistar IGS, alimentadas con dietas que contienen diferente aporte caldrico durante 3 dias.
Los histogramas representan al promedio + ESM del numero de neuronas TRHérgicas por
rebanada en cada region. ***p <0.02 y **p <0.04 (panel A) y el nimero de neuronas TRHérgicas
del NPV total, ****p <0.01 (panel B). El analisis de los datos se realiz6 mediante la prueba de T
no pareada. Se analizaron 4 animales por grupo.
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En el andlisis de la cuantificacion por regiones del NPV del hipotalamo de la coexpresion
del RNAm del TRH y la proteina c-Fos, observamos un porcentaje mayor y significativo
solo en la region anterior del PVN de ratas que se alimentaron con la DAG (Figura 13A).
Mientras que, no observamos cambios significativos en la regién media, posterior y el
total del NPV entre los dos grupos (Figura 13B). Del andlisis de las células positivas a c-
Fos en el NPV por regiones, observamos un incremento significativo en la region anterior
(6.6 £1.0vs 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 consumi6 la DAG, con
respecto al grupo que consumio la DR (Figura 13C). Este incremento significativo en el
namero de células positivas a la proteina c-Fos en las tres regiones del NPV, también se
vio reflejado en un mayor numero de células positivas a la proteina cFos en el NPV total
(p< 0.01) (Figura 13D). La distribucion 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. Cuantificacion del porcentaje de neuronas TRHérgicas positivas a c-Fos y del
nuamero total de células positivas a c-Fos en el NPV del hipotdlamo de ratas Wistar IGS,
alimentadas con dietas que contienen diferente aporte caldrico. Los histogramas
representan al promedio + ESM del porcentaje de neuronas TRHérgicas positivas a c-Fos en
cada regién del NPV (panel A), o del NPV total (panel B) y el nimero de células positivas a c-Fos
por rebanada en cada region (panel C), o del NPV total (panel D). El analisis de los datos se
realiz6 mediante la prueba de T no pareada. La significancia estadistica se indica en cada una

de las gréficas, ***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 comparacion de diferentes pardmetros de interés entre
la cepa Wistar-Han y la cepa Wistar IGS. En ambas cepas se observo un incremento
significativo en el consumo de kilocalorias (p< 0.01) en el grupo de ratas alimentado con
DAG, con respecto al alimentado con DR. Solo se mostré una ganancia significativa en
el peso corporal del grupo de ratas alimentado con dieta hipercalérica de la cepa Wistar-
Han (p< 0.01). Por otro lado, el comportamiento del nimero de células positivas a c-Fos
fue similar entre la cepa Wistar-Han y Wistar IGS en la region 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 coexpresion de
c-Fos y el RNAm del TRH en el NPV se mostr6é un incremento significativo en la region
posterior del NPV del grupo de ratas que consumié DAG, con respecto al grupo que
consumio DR en la cepa Wistar-Han (p< 0.01), mientras que en la cepa Wistar IGS el
incremento fue mayor en la regidon anterior (p< 0.02). En el nimero de neuronas positivas
al RNAm del TRH se mostro un incremento significativo en la region media del NPV en
la cepa Wistar-Han y Wistar IGS (p< 0.01, p< 0.02). Ademas, en la cepa Wistar-Han se
observo un incremento significativo en la region anterior del NPV (p< 0.01). Entre tanto,
en la cepa Wistar IGS se observo un incremento significativo en la region posterior (p<
0.04) en el grupo de ratas que consumio la DAG. En el analisis del NPV total en ambas
cepas se mostro un incremento significativo en el nimero de neuronas TRHérgicas y el
numero 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. Comparacion del efecto del consumo de las dietas con diferente aporte de grasa
durante 3 dias, sobre parametros de interés entre la cepa Wistar-Han y la cepa Wistar

IGS.
Wistar Han Wistar Han
Dieta 3.1 Kcal/g Dieta 4.5 Kcal/g
Ganancia de peso (g) 20.33+1.4 25.6+0.9 "
Consumo de alimento (Kcal) 41231234 642 £ 56.1 ****
Grasa epididimal (g) 4.04+05 4604
TG (mg/dL) 0.40%0.04 0.43+0.08
Wistar IGS Wistar IGS
Dieta 3.1 Kcal/g Dieta 4.5 Kcal/g
Ganancia de peso (g) 23 £1.2 26.5 £ 1.1
Consumo de alimento (Kcal) 500.6 = 10 726.7+ 2.2~
Grasa epididimal (g) 2.38+ 0.34 3.2 +0.35
TG (mg/dL) 11 £ 0.29 12 £0.33

Tabla 6. Comparacion del efecto del consumo de las dietas con diferente aporte de grasa
durante 3 dias, sobre el nimero de neuronas TRHérgicas, TRHérgicas positivas a c-Fos

y células positivas a c-Fos, entre la cepa Wistar-Han y la cepa Wistar IGS.

Wistar Han Wistar Han
Dieta 3.1 Kcal/g Dieta 4.5 Kcal/g
# de neuronas % de neuronas # de células # de neuronas | % de neuronas # de células
TRHérgicas TRHérgicas positivas a cFos TRHérgicas TRHérgicas positivas a
positivas a cFos positivas a cFos cFos
Regidn anterior 8614 21.6+3.9 6612 17.5+2.0"* 276+3.0 128+1.0"
Regién media 14419 22.8+1.9 10.1£1.4 27.9+2.3" 255123 19.4+0.8**
Region posterior 12+19 22+24 95+1.3 17817 32.3+£1.5" 15.8+1.6"**
NPV total 35043 221+2.1 263135 63.31 5 ¥ 285120 481123
Wistar IGS Wistar IGS
Dieta 3.1 Kcal/g Dieta 4.5 Kcal/g
Region anterior 10715 15433 66+ 1 17.843.0 263414 | 15112
Region media 17828 18332 106+0.8 30+£2.8"* 18907 186+ 1.0%*
Region posterior 9+06 18514 7811 129+ 14" 23+2.7 1261 0.6
NPV total 375+35 17.3£32 251+£27 60.8+ 5.5 22712 463+ 1.4
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8.3 Efecto del incremento agudo de triglicéridos y acidos grasos libres en

suero sobre la biosintesis del TRH en el NPV de ratas Wistar-Han

8.3.1 Efecto de la ingesta de DR y DAG (45%) durante un periodo de 4 h

sobre la concentracion de triglicéridos en ratas
8.3.1.1 Experimentos preliminares y optimizacion metodologica

Los animales alimentados ad libitum durante el periodo de actividad, mostraron un bajo
consumo de alimento de DR o DAG, asi como una pequefia perdida de peso durante las
4 h siguientes del periodo de reposo, comportamiento observado regularmente en el
bioterio. A pesar del bajo consumo, detectamos con este procedimiento un incremento
en la concentracion 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 periodo de actividad, en cuanto se les proporciono el alimento cualquiera que este
fuera, consumieron una cantidad importante de las dietas durante el periodo de reposo.
Esto se vio reflejado en un incremento en el peso corporal y el consumo de calorias.
También se incrementd la concentracion 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 parametros

fisicos y bioquimicos.

# de animales| condicién del animal previo | Dietas Ganancia de Consumo de TG (mg/dL)
por grupo al suministro de la dieta peso (g) alimento (Kcal)
n=4 Ad libitum — -5.25+0.8 46415 1.01+0.21
n=4 Ad libitum DAG 42104 6.75+2.9 1.54£0.39
n=4 Ayuno 14 horas — 8.25+1.93 15.8+8.6 1.22+0.30
n=4 Ayuno 14 horas DAG 5.5+40.86 25.3+4.0 1.33+0.21

Debido a que no observamos un incremento significativo en la concentracion de
triglicéridos en suero a las 4 h de consumo de DAG (45% de calorias 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 calorias 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 periodo de 2 0 4
h, sobre el consumo de alimento, la ganancia de peso, la concentracion 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. Asi como, mayor consumo de
kilocalorias en el grupo alimentado con DAG que en el grupo que consumié DR alas 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 consumié la DR por 4 h. Por otro lado, solo se observé un incremento
significativo en suero a las 2 h posterior al consumo de la DAG en las concentraciones
de a&cidos grasos libres no esterificados, asi como en las concentraciones de
corticosterona (p< 0.01). Mientras que, las concentraciones de insulina en suero
mostraron una disminucion 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 o0 4 h en ratas macho,

previamente ayunadas durante 12 h, sobre parametros fisicos y bioquimicos.

#de
animales
por grupo dealimento | alimento (Kcal) (g) (ng/mL) (ng/mL)

(e)

Dietas Consumo Consumo de Ganancia depeso | TG (mg/dL) NEFA (pg/mL) | Glucosa(mg/dL) | Insulina (ng/mL) Leptina Corticosterona

n=7 |3-1Keal/g

(4h) 8.4+0.8 26.1+2 11.5+1.4 1.0+0.1 1.8+0.1 134.3+5.4 24101 3.03:04 476+13.2

n=6 |S5-1Kcal/g

(2h) 3.610.6 189+3.1 45+08%%%*% | 2510.4%%%% | 32405%%** 1451456 | 1.16£0.1%%** | 2.410.2 138.4£32 ##*=

n=7 |5-1Keal/g

(4h) 6.8+0.4 | 35.3+2.3%*%* 7.1+0.4%¥%% | ) 3+(0.4 F#%% 212403 127.6+6.8 2.15+0.4 25+0.4 48+17.1
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8.3.1.3 Efecto de la ingesta de DR y DAG (60%) durante un periodo de 2 o 4
h sobre el nivel del RNAm del TRH en el NPV

Durante la optimizacion de la cuantificacion de los RNAs mensajero, se realizaron las
curvas de amplificacién de cada uno de los genes de interés del NPV del hipotalamo. En
la Figura 14A se muestra la curva de amplificacion del mMRNA del TRH y de los mRNAs
gue fueron utilizados como controles internos (CycA y RPLPO; panel B y C), los valores
de la eficiencia y R2. Observamos una relacién inversamente proporcional entre la
diluciéon de la muestra y el valor de Ct, con valores de la R? aceptables. Sin embargo,
cabe notar que las eficiencias estaban fuera del rango 6ptimo (0.9-1.1), lo que pudiera
haber afectado los resultados.

[A] e 23 Creh 0o RPLPO o'

30 30 30
25 25 25 /
Ct / Ct Ct
20 20 20
15 15 15
1 0.1 001  0.001 1 0.1 001  0.001 1 0.1 001  0.001
Dilucién Dilucién Dilucidn

Figura 14. Curvas de amplificacion en la gPCR para los RNAmM de TRH, CycA y RPLPO 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 RPLPO (panel C). Asi como

La eficiencia (E) y el coeficiente de correlacion de Pearson al cuadrado (R?).

Para asegurarnos del buen funcionamiento de la técnica de qPCR en nuestras manos,
decidimos realizar la extraccion 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
expresion del RNAm del TRH es diferente (area predptica y corteza cerebral). Se realizé
la transcripcidn reversa como se menciono en el punto 7.14, y posteriormente la qPCR.
La expresion del RNAm del TRH se normalizé con el RNAmM de RPLPO, empleando el
método de 222Ct Se observd una mayor expresion del RNAm del TRH en el area
predptica, con respecto a la corteza (420.23 + 3.6 vs 1.00 £ 0.07), resultados que estan

de acuerdo con lo esperado (Segerson et al.,1887).
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En el andlisis de la expresion 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 consumié la
DR (18% de grasa). Mientras, que a las 4 h de consumo de DAG se observé un
incremento significativo (p< 0.01) en los niveles de expresion del RNAm del TRH en el
NPV del hipotalamo (Figura 15). Determinamos que en el grupo de 2 h que consumio la
DAG, solo existe una correlacion positiva entre el nivel del RNAm del TRH y la
concentracion de corticosterona (r= 0.9). En contraste, en el grupo de animales que
consumié DAG por 4 h determinamos una correlaciéon 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 consumio la DR por 4 h, solo
observamos correlacion 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 mostré una correlacion negativa
entre el nivel del RNAm del TRH y las kilocalorias consumidas en los grupos tratados con
la DAG y DR en los diferentes tiempos de tratamiento (Anexo 5).

m3.1Kcallg m5.1Kcal/g

2 *kkk

Expresion del RNAm del
TRH

2h 4h

Figura 15. Niveles de expresién 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 expresion del
RNAmM del TRH en el NPV del hipotalamo. Los niveles del RNAm del TRH se normalizaron con
los niveles del RNAm de CycA y RPLPO (****p< 0.01) vs el grupo tratado con DR. Los datos se
analizaron mediante el analisis de varianza, para definir la diferencia significativa entre los grupos
se empled el método de comparaciones multiples 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.

64



8.4 Efecto de la aplicacion intraperitoneal de lipofundin 20% sobre la
ganancia de peso, la concentracion de NEFA, TG, glucosa, insulina, leptina

y corticosterona en suero de ratas

Con el fin de definir si los triglicéridos o &cidos grasos libres pueden modular la biosintesis
del TRH en el NPV del hipotalamo de la rata, se inyecto6 via i.p una solucion de acidos
grasos de cadena media y larga o SSI, en animales que fueron ayunados por 12 h como
se menciond en el punto 7.4. Los animales tratados con el lipofundin mostraron a las 4 h
una disminucién 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 0 4 h después de la aplicacion
de lipofundin se observé 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 observé un incremento significativo en suero en las concentraciones de
NEFA a las 4 h posterior a la aplicacion de lipofundin (p<0.01). A las 2 h de la aplicacion,
observamos un incremento significativo en la concentracion de glucosa en sangre (p<
0.01) en comparacién con el grupo inyectado con SSI, el cual se normalizo 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 aplicacion de lipofundin (Tabla 9).

Tabla 9. Efecto de la aplicacion de lipofundin 20% a las 2 y 4 h en ratas macho

previamente ayunadas durante 12 h, sobre parametros fisicos y bioquimicos.

#de Tratamiento Kcal Ganancia de TG (mg/dL) NEFA (ug/mL) Glucosa Insulina Leptina Corticosterona

animales administradas peso (g) (meg/dL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
por grupo

2h

n=7 SSI 1.4+ 13 0.6 + 0.09 2.3+£0.40 69+1.3 0.42+0.05 0.95+0.20 89+30

n=6 Lipofundin 889 + 012 1+ 06 1.3 & 0.1%%%* 2.7+0.37 96.5+ 5.5 ##¥* 0.46+0.03 1.3+0.15 124.2+£35.5
20%

4h

n=8 SSI| 0.3+ 0.8 0.5 + 0.08 2.9+ 0.12 67.2+3.5 0.33+0.03 1.04+0.18 360.9+102.3

N=8 Lipofundin 8.87+0.13 -1.3+ 0.1% 1.8 + 0.2%¥**% | §53+0.69%*** 71.1+2.0 0.40+0.04 1.5+0.17 443 +175
20%
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8.4.1 Efecto de la aplicacion intraperitoneal de lipofundin 20% sobre la

expresion del RNAm del TRH en el NPV del hipotalamo

En el andlisis de la expresion del RNAm del TRH en el NPV del hipotalamo, no
observamos cambios significativos a las 2 y 4 h después de la aplicacion intraperitoneal
de lipofundin, con respecto al grupo tratado con SSI (Figura 16). Detectamos, que el nivel
del RNAm del TRH correlacion6 positivamente con la concentracion de leptina en suero
a las 2 h de la inyeccién de lipofundin (r= 0.6). En cambio, a las 4 h de tratamiento se
observé una correlacion positiva entre el RNAm del TRH y la concentracion de
corticosterona (r=0.6), (Anexo 5).
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Figura 16. Niveles de expresion relativa del RNAm del TRH en el NPV de ratas tratadas con
lainyeccion intraperitoneal de SSlo lipofundin 20%. Los histogramas representan al promedio
+ ESM de los niveles de expresion del RNAm del TRH en el NPV del hipotdlamo en respuesta a
la inyeccioén i.p de lipofundin y Solucién Salina Isoténica (SSI). Los datos se analizaron mediante
el andlisis de varianza. Se analizaron 7 animales en el grupo tratado con SSIy 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 Analisis del nimero de neuronas TRHérgicas, la coexpresion del RNAm
del TRH y la proteina c-Fos y el nuimero de células positivas a c-Fos en el

NPV del hipotalamo, en respuesta a la inyeccion de lipofundin (4 h)

8.5.1 Efectos de la inyeccion de lipofundin o SSI sobre el peso corporal, la

concentracion de NEFA, TG, glucosa e insulina en suero

En los pesos de los animales que fueron inyectados con SSl y lipofundin después de 4
h, no se observé cambio significativo. En lo que respecta a la concentracion de TG en
suero y NEFA, se observo un incremento significativo (p< 0.01; p< 0.03) en el grupo de
animales tratado con la inyeccién de lipofundin 20%, con respecto a los animales tratados
con la inyeccion de SSI (Tabla 10). Efecto que habiamos observado en experimentos
previos. A las 4 h de la aplicacion de la emulsion de lipidos, no se mostraron cambios

significativos en las concentraciones de glucosa e insulina en suero.

Tabla 10. Efecto de la aplicacion de lipofundin 20% a las 4 h en ratas macho previamente

ayunadas durante 12 h, sobre parametros fisicos y bioquimicos.

Tratamiento Ganancia de peso (g) TG (mg/dL) NEFA (pg/mL) Glucosa (mg/dL) Insulina (ng/mL)

# de animales por

grupo

4h

Ssl

0.5£0.56

1.14+0.18

1.0310.12

712139

0421011

n=6

Lipofundin 20%

1.8+0.5

2.95£0.22 **##

2.0£0.36%*

77.6+ 2.5

0.71£0.12
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8.5.2 Analisis de la expresion de c-Fos en las neuronas TRHérgicas del

hipotalamo

En el andlisis de las imagenes observamos un bajo nimero 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
namero de células positivas a c-Fos correlacion6 positivamente con la concentracion de
NEFA en suero, en el grupo de animales tratado con lipofundin 20% (r= 0.7).
Determinamos que el bajo nimero de células positivas a cFos en el NPV no se debié a
errores en la técnica de inmunohistoquimica, ya que, al observar otros nucleos del
hipotalamo, como lo son: el nicleo arcuato y el hipotdlamo lateral, en ambos grupos se
observo un gran numero de células con sefial positiva a la proteina cFos (Figura 17C y
F).

Desafortunadamente, la hibridacion in situ en las rebanadas sometidas a
inmunohistoquimica no funciono por lo que no fue posible detectar neuronas positivas al
RNAmM del TRH en las rebanadas de los cerebros de animales experimentales. Es
probable que tuviéramos una contaminacion durante el proceso de la inmunohistoquimica
gue provoco la degradacion del RNA. Ya que, como control durante el proceso de la
hibridacién in situ, incluimos una serie de rebanadas de un tejido proveniente de un
animal tratado con SSI, que no fue sometido a inmunohistoquimica, en las que si
observamos sefial positiva al RNAm del TRH. Mientras que no observamos sefial en las

hibridadas con sonda sentido (Datos no mostrados).
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Figura 17. Deteccion de la proteina c-Fos en rebanadas de cerebro congelado, en respuesta
a la aplicacion de lipofundin o SSl a las 4 h. El histograma representa al promedio + ESM del
numero de células positivas a cFos en el NPV total (Panel A). Microfotografias representativas
en campo claro de la sefial positiva a c-Fos, en respuesta a la aplicacion de lipofundin en el NPVm
(Panel B), nucleo ARC, (Panel C) y solucion salina isoténica en el NPVm (Panel D), nucleo ARC
(Panel E). MP, Subdivision parvocelular media del NPV; MN, Subdivision magnocelular del NPV;
PV, Subdivisién parvocelular periventricular. El andlisis de los datos se realiz6 mediante la prueba

de T no pareada. Se analizaron 4 animales por grupo.
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9. DISCUSION

Los nutrientes provenientes de la dieta que alcanzan el torrente sanguineo, como son los
triglicéridos, los azucares y los amino&cidos entre otros, tienen una participacion
importante en el control del consumo de alimento y en el mantenimiento de la
homeostasis energética (Diéguez et al., 2009). Conforman las primeras sefiales 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 biosintesis del TRH en el
NPV se regula por moléculas sefal 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 dias induce la
biosintesis del TRH en el NPV, y esta activacion en parte esta controlada por la
sefalizacion directa de la leptina (pSTAT3) sobre las neuronas TRHeérgicas de este
nucleo (Ramirez-Badillo 2011; Perello et al., 2010; Ramirez-Bustos, 2018). En cambio,
demostramos que el consumo de DAG por 3 dias también activa la biosintesis del TRH
en el NPV, y a pesar de que la leptina esta elevada en suero, no es la responsable de
modular la biosintesis del TRH en las neuronas del NPV en esta condicion, evidenciado
por el bajo numero de neuronas TRHérgicas que coexpresan a las proteinas pSTAT3 y
CREB fosforilada, un mediador de la sefializacion de la via indirecta de la leptina (Ramiréz
et al., 2019). Sin embargo, estas proteinas 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 via de sefializacién directa o como la
indirecta de la leptina estan activas en el NPV de animales que consumieron la DAG por
3 dias en células diferentes a las TRHérgicas. Estos resultados nos sugirieron que otras
vias o moléculas estan involucradas en la regulacion de la biosintesis del TRH en esta

condicion.

Los TG y los NEFA, modulan la conducta alimentaria via secrecion de hormonas
periféricas. El incremento de estas moléculas en suero, generado en respuesta al
consumo de DAG o la aplicacién periférica o i.p, inducen la expresion de c-Fos y
diferentes neuropéptidos en distintos nucleos del hipotalamo como lo son el NPV, el ARC

y el HL (Chang et al., 2004; Chang et al., 2007). A este respecto, se demostro in vitro que
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el 4cido palmitico puede modificar la expresion del aMSH en una linea 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 biosintesis del TRH en el NPV. Sin embargo, el hecho
de que la leptina no éste involucrada en la activacion de la biosintesis del TRH en el NPV
en respuesta al consumo de DAG durante 3 dias y a que el incremento de los TG y los
NEFA en suero inducen la expresion de diferentes neuropéptidos hipotaldmicos, nos
sugirié que estas moléculas podrian estar involucradas en la regulacién de la biosintesis

del TRH en esta condicion.

En este trabajo, analizamos si los TG o NEFA provenientes del consumo de DAG, o de
la aplicacion enteral de una solucién de lipidos (10% de aceite de soya y 10% de
triglicéridos de cadena media), inducen a corto plazo la expresion de la proteina c-Fos en
las neuronas TRHérgicas del NPV. Debido a problemas de consanguinidad con la colonia
de ratas del Instituto de Biotecnologia, fue necesario reemplazar el pie de cria de la cepa
Wistar IGS, por lo que se aprovecho 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 biosintesis del TRH en las neuronas
TRHérgicas del NPV en respuesta al consumo por 3 dias de DAG, como lo previamente
reportado en la cepa Wistar IGS (Torres-Reyes, 2014; Ramirez et al., 2019). Al igual que
lo observado en la cepa Wistar IGS, el efecto fue mayor en la region media del NPV,
donde se ha identificado a las neuronas TRHérgicas hipofisiotroficas (Merchenthaler y
Liposits, 1994). Sin embargo, la activacion no se mostréo acomparfada por incremento en
la coexpresion de la proteina c-Fos, en las dos cepas analizadas. Lo que indicdé que
moléculas de sefial que activan las vias de sefalizacion que inducen la expresion de c-
Fos no son responsables de modular la biosintesis del TRH en esta condicién. Sin
embargo, es claro que el consumo de DAG por 3 dias activa la expresion de la proteina
c-Fos en otras células de este ndcleo, siendo las neuronas que expresan CRH,
encefalinas y galanina posibles candidatas (Chang et al., 2004). A este momento,
sabemos que la via de sefalizacién que regula la biosintesis del TRH en el NPV en
respuesta al consumo de DAG por 3 dias, no es mediada por la leptina via directa o

indirecta, o por vias de sefalizacion que activan a la proteina 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 condicion 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 periodos cortos de tiempo puede generar mecanismos de resistencia a insulina y
leptina en otros érganos, pero no se ha demostrado que ocurra en el NPV (Lin et al.,
2001). Ademas, de ocurrir resistencia en las neuronas TRHérgicas del NPV, esta deberia
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 nucleos del hipotalamo
(Perello et al., 2010).

Varios reportes han mostrado que el consumo de DAG por tiempo corto activa sefales
de inflamacion en el cerebro, como es la induccion de la expresion del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF «), asi como incremento en el nimero de astrocitos y microglia en el
nucleo arcuato del hipotalamo (Thaler et al., 2012; Dalvi et al., 2017; Douglass et al.,
2017). Se ha propuesto, que el aumento de TNFa en respuesta al consumo de DAG por
periodos cortos de tiempo, esta relacionada con un efecto termogénico del TNFa en
respuesta al balance energético positivo (Romanatto et al., 2007). Ademas, 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 regulacion
de la biosintesis del TRH en esta condicion. 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 TNFa podria estar participando en la regulacién de la biosintesis del RNAm del TRH
en este nucleo, podria también ser en forma indirecta. Debido a que este incremento en
la biosintesis 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-obesogenico (Murakami et al., 2001; Bianco and McAninch, 2013), nos resulta de
suma importancia definir, cuales serian las sefiales que activan la biosintesis del TRH en

esta condicién, dado su potencial como terapia alternativa para contrarrestar la obesidad.
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9.1 Efecto del incremento en la concentracion de TG o NEFA en la sangre
sobre la biosintesis 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 sanguineo como
acidos 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 o0 NEFA en
forma transitoria, ya que el consumo de esta dieta genera la activacion de la lipogénesis
(Crescenzo et al., 2017), o bien la utilizacion de estas moléculas por las mitocondrias
para generar energia y la generacion de cuerpos cetdnicos (Houten et al., 2016). En los
animales que consumieron DAG o DR durante 3 dias la concentracion de TG o NEFA en
plasma fue similar, posiblemente porque el sacrificio se realizé al menos 6-8 h después
de que los animales consumieron la mayor cantidad de alimento. Como lo mencionamos
anteriormente, los acidos grasos y en particular los saturados de cadena larga regulan la
actividad de neuronas peptidérgicas en el hipotalamo que sintetizan orexina, encefalina,
melanocortina, galanina o NPY, y a su vez, los acidos grasos activan la expresion 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 concentracion circulante de éstos, en
respuesta al consumo de DAG o a la aplicacion i.p de una solucion de acidos grasos a
las 2 0 4 h de tratamiento en animales con ayuno previo durante el periodo de actividad,
la condicién de ayuno se utilizd para asegurarnos que los animales consumieran el
alimento durante las 4 h en el periodo de reposo, ya que los roedores consumen la mayor
cantidad de alimento durante el periodo de actividad, y monitoreamos la concentracion
de insulina, leptina, corticosterona y glucosa en suero. La dieta con 45% de grasa como
aporte caldrico, 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 consumié la DAG, con respecto al que
consumio la DR. También detectamos elevacion de la concentracion de NEFA, la cual
fue transitoria (pico 2 h). Esto puede deberse a que los animales vienen de un periodo
de 12 h de ayuno, y en cuanto hay un incremento en los NEFA, rapidamente estos son
transportados al interior de la mitocondria para entrar al proceso de [-oxidacién y
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satisfacer la demanda de energia (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 disminucion en la concentracion
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, ademas de que el aporte cal6rico 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 ocurrié incremento en la concentracion 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
gue el consumo de DAG por periodos 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 concentracion de corticosterona en el grupo de 2 h pudiera ser una

respuesta al consumo de esta dieta.

Observamos que el RNAmM del TRH se incrementd a las 4 h en respuesta al consumo de
DAG, sugiriendo que los TG y NEFA pudieran estar involucrados en modular la
biosintesis del TRH en el NPV, ya que se encuentran elevados durante el tiempo del
analisis. Esta hipotesis es apoyada por una correlacion positiva entre la concentracion de
TG y NEFA en suero y el nivel del RNAm del TRH en el NPV del hipotdlamo a las 4 h de
tratamiento. Sin embargo, a las 2 h de iniciado el consumo de alimento, las correlaciones
resultaron negativas entre la concentraciéon de TG y NEFA y el nivel del RNAm del TRH
sugiriendo que toma mas de 2 h eliminar algin cambio generado posiblemente por el
ayuno, ya que en los animales que consumieron la DR también se observd una
correlacién positiva entre el nivel del RNAm del TRH y la concentracion de los TG y NEFA.
Los acidos grasos pueden atravesar la barrera hematoencefélica e interaccionar con
receptores como TNFa, TLR4, receptores acoplados a proteinas G (GPCR),
transportadores especificos, etc, y activar las vias de sefalizacion 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 acido
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palmitico y oleico, y se ha demostrado que estos acidos grasos son responsables de
regular la biosintesis de otros péptidos en el hipotdlamo (Schwinkendorf et al., 2011; Tse
et al., 2017). Si bien no observamos cambios en la concentracion de leptina en los
tiempos analizados, determinamos una correlacion positiva entre la concentracion de
esta hormona y el nivel del RNAmM 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 sintesis del RNAm del TRH, alterada por la condicién de ayuno. Efecto

previamente reportado a tiempos mas largos de ayuno (Nillni, 2010).

Es importante tomar en cuenta el incremento rapido y transitorio en la concentracion
circulante de corticosterona en respuesta al inicio del consumo de la DAG, el cual pudiera
estar involucrado en regular la biosintesis del TRH en el NPV, dado que la correlacion
entre la concentracion de corticosterona y el nivel de RNAm del TRH es positiva en los
grupos que consumieron DAG por 2 0 4 h, mientras que esto no se observa en los
animales que consumieron DR. También se ha demostrado que la aplicacion de
corticosterona exdgena 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 aplicacion intraperitoneal de una emulsion de lipidos de cadena media y larga, en ratas
con ayuno previo de 12 h elevé la concentracion de TG en forma significativa con respecto
al grupo control, alas 2 y 4 h de tratamiento. No obstante, se mostr6é 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 aplicacién i.p de intralipid, una solucién de grasa con mayor concentracion
de lipidos de cadena larga saturada, el incremento en la concentracion de NEFA en suero
solo se observo a las 4 h de tratamiento. Aunado a esto, se mostré un incremento en la
concentracion de glucosa en suero a las 2 h de la inyeccién, que no se observa con el
intralipid y el consumo de DAG. Dado que la solucion de lipidos que empleamos tiene un
50% de triglicéridos de cadena media y contiene lipidos que no se encuentran en los
otros tratamientos, suponemos que pudiera ser una de las razones del incremento en la

concentracion de glucosa en sangre, ya que se ha reportado que la administraciéon de
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triglicéridos de cadena media incrementa la produccién de glucosa en recién nacidos con
déficit de energia (Bougneres et al., 1989). Sin embargo, cabe mencionar que existe
controversia sobre el efecto de &cidos grasos de cadena media con respecto al
metabolismo de la glucosa, ya que en otro estudio no se mostraron diferencias en la
concentracion de glucosa en suero (Hill et al., 1990). Por otro lado, a pesar de que no
observamos cambios significativos en la concentracion de corticosterona en suero, se
encontré6 concentracion elevada de este glucocorticoide en los grupos que fueron
inyectados con SSl a las 4 h y los tratados con lipofundin a las 2 y 4 h, lo cual podria
sugerir que es una respuesta de los animales al tiempo de ayuno (16 h) y al tratamiento
con la soluciéon de lipidos. Si bien con la aplicacion del lipofundin 20% logramos
incrementar la concentracion circulante de TG y NEFA, el nivel del RNAmM del TRH en el
NPV no cambié con respecto al grupo de animales inyectados con SSI. Tampoco
observamos correlacion entre el nivel del RNAm del TRH y la concentracion de TG o
NEFA en los grupos tratados, lo que sugiere que los TG o NEFA provenientes del
lipofundin no participan en la regulacion de la biosintesis del TRH en el NPV. Dado que
el lipofundin tiene aproximadamente el 50 % de acidos grasos saturados comparado con
la DAG que, siregula la biosintesis del TRH en el NPV, sera necesario determinar si los
acidos grasos de cadena larga y saturados como el acido palmitico, estan 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 calérico que los que fueron
inyectados con lipofundin 20%. Por lo que seria importante definir si las neuronas
TRHérgicas del NPV, responden a un incremento en el consumo calorico. Sin embargo,
cabe mencionar que en nuestro analisis obtuvimos una correlacion negativa entre estos
dos parametros a las 4 h de consumo de DAG o DR. Aunado a esto, se ha reportado que
es la composicién de la dieta y no la ingesta caldrica lo que altera rapidamente la
excitabilidad de algunas poblaciones neuronales hipotalamicas (Wei et al.,, 2015).
También observamos que la aplicacion de lipofundin no indujo un incremento en el nivel
de la proteina c-Fos en el NPV 4 h después de la aplicacion, mientras que el efecto si se
observo en el ARC; esté resultado también es opuesto a lo reportado por otros autores
(Chang et al., 2004), lo que apoya que los acidos grasos de cadena media activan vias
de sefializacién diferentes a los acidos grasos de cadena larga. Debido a la distribucién
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gue presentan las células positivas a cFos en el ARC, se sugiere que las neuronas que
expresan el a-MSH y el CART (Fekete y Lechan, 2014) podrian ser neuronas candidatas
positivas a c-Fos, y que respondieron a los 4cidos grasos provenientes del lipofundin
20%.

En resumen, demostramos que moléculas que activan la via de sefalizacién 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 dias, y que los acidos grasos provenientes de la
DAG estimulan la biosintesis del TRH en forma rapida.
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10.

2
L X4

2
L X4

CONCLUSIONES

El consumo de DAG por periodos cortos de tiempo (h o dias) induce la biosintesis
del TRH en el NPV de la rata macho.

La proteina c-Fos no esté involucrada en la induccion de la biosintesis del TRH en
el NPV en respuesta a la ingesta de DAG por 3 dias.

Otros tipos celulares del NPV responden a c-Fos en respuesta al consumo agudo
de DAG durante 3 dias.

Los TG y NEFA generados por la ingesta de DAG pudieran modular en forma rapida
el nivel del RNAm del TRH en neuronas del NPV.

Las concentraciones de TG y NEFA en suero correlacionan positivamente con el

nivel del RNAmM del TRH en el NPV cuando este se encuentra elevado.

La aplicacion intraperitoneal de lipofundin 20% no altera la biosintesis del TRH en

el NPV del hipotalamo.

La concentracion de leptina en suero correlaciona positivamente con el nivel del
RNAmM del TRH a las 4 h de consumo de DR o DAG posterior a 12 h de ayuno.
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11. PERSPECTIVAS

R

% Definir si el incremento del TNF-a en el hipotalamo en respuesta al consumo de
DAG por 3 dias es el responsable de regular la biosintesis del RNAm del TRH en
el NPV en esta condicion.

% Repetir los experimentos de la cuantificacion del RNAmM del TRH en respuesta a
la aplicacion de lipofundin 20% y al consumo de DAG por 4 h.

% Determinar si el intralipid 20% (enriquecido en acido palmitico y oleico) regulan el
nivel del RNAm del TRH en el NPV en forma rapida.
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13. ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de material para trabajar con RNA

Es importante que todo el material que se utilice en la preparacion de las soluciones esté
libre de RNAsas. Para lo cual, el material de vidrio y metal fue horneado al menos 3 h a
180 °C, el material de plastico 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 um, que fue
recuperada directamente en botellas de vidrio previamente horneadas por 3h a 180 °Cy
autoclaveadas. El agua libre de RNAsas se preparé, empleando agua grado Milli Q estéril
gue fue tratada (1 mL/L) con dietil pirocarbonato al 97% (DEPC, Sigma), con agitacion
durante 12 h. Posteriormente, se realizaron 2 ciclos de esterilizacion para eliminar el

DEPC. Finalmente se guardé en alicuotas pequeias a 4 °C.
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Anexo 2. Purificacion del RNA total del nicleo paraventricular del

hipotalamo empleando un kit de QIAGEN

Los tejidos del NPV que previamente habian sido disecados, se sacaron de -70 °C en
hielo seco, para disgregar el tejido se utilizd un sonicador (Ultrasonic Homogenizer 4710).
Antes de empezar a procesar las muestras, el vastago del sonicador se lavé con
RNAseZap y se enjuagd con agua libre de RNAsas, el exceso de agua se elimind con
una gasa estéril. Posteriormente, se homogenizo el tejido con 300 pL de buffer RLT (10
pL de B-mercaptoetanol/l mL de buffer RLT), el lisado se centrifugd por 3 min a maxima
velocidad en una microcentrifuga (Eppendorf) y a continuacion se realizé la eliminacion
del gDNA mediante la transferencia del homogenado a la columna que se colocé sobre
un tubo de 2 mL sin tapa. El homogenado se centrifugo por 30 seg a 10 000 rpm y se
recolecté el sobrenadante, al cual se le afiadi6 un volumen de la solucion de
homogenizacion de etanol al 70%, se mezclo con la pipeta, se transfirio la muestra a la
columna para recuperar el RNA (RNeasy MinElute) y se centrifugo a 10 000 rpm por 15
seg. El sobrenadante se retird y se agregaron 700 uL de buffer RW1 en la columna, se
cerro la tapa y se centrifugd a 10 000 rpm durante 15 seg. Nuevamente, eliminamos el
sobrenadante y agregamos 500 pL 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 pL
de etanol al 80% en la columna, se taparon los tubos y se centrifugaron por 2 min a 10
000 rpm, este proceso se repitio 3 veces. Las columnas se transfirieron a tubos nuevos,
se retird la tapa y se centrifugaron por 5 min a maxima 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 pyL de agua
libre de RNAsas en el centro de la columna, se cerro la tapa y se centrifugaron 1 min a
13 500 rpm, se agregaron 3 UL mas de agua libre de RNAsas y se repitio el proceso.
Inmediatamente después los tubos se colocaron en hielo y se determind la cantidad de

RNA por espectrofotometria.
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Anexo 3. Maquetas representativas de la distribucion de las neuronas
TRHérgicas, neuronas TRHérgicas positivas a c-Fos y células positivas a c-

Fos en la cepa Wistar Han

Neuronas TRHérgicas ONeuronas TRHérgicas + c-Fos + Células positivas a c-Fos
NPV Ant NPV Med NPV Post
MN MN
3.1 Kcallg
MN
MP
4.5 Kcal/

Figura 18. Magquetas representativas de la distribucion de las neuronasTRHérgicas,
neuronas TRHérgicas positivas a c-Fos y células positivas a c-Fos en la cepa Wistar Han.
Se muestra la distribucién de células positivas en la regién anterior, media y posterior del

hipotalamo de ratas Wistar Han alimentadas con diferentes dietas (3.1 Kcal/g y 4.5 Kcal/g),

durante 3 dias.
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Anexo 4: Maquetas representativas de la distribucion de las neuronas

TRHérgicas, neuronas TRHérgicas positivas a c-Fos y células positivas a c-

Fos en la cepa Wistar IGS

Neuronas TRHérgicas ONeuronas TRHérgicas + c-Fos + células positivas a c-Fos

NPV Ant NPV Med NPV Post

MN

3.1 Kcallg

MN
MN

4.5 Kcallg

Figura 19: Maquetas representativas de la distribucion de las neuronas TRHérgicas,
neuronas TRHérgicas positivas a c-Fos y células positivas a c-Fos en la cepa Wistar IGS.
Se muestra la distribucién de células positivas en la regién anterior, media y posterior del

hipotalamo de ratas Wistar IGS alimentadas con diferentes dietas (3.1 Kcal/g y 4.5 Kcal/g),

durante 3 dias.
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Anexo 5. Coeficientes de correlacion de Pearson

Tabla 11. Efecto del consumo de DR y DAG sobre el coeficiente de correlaciéon de

Pearson.
DR 4 h DAG 2 h DAG 4 h
RNAmM del TRH vs TG 0.4 -0.6 0.7
RNAmM del TRH vs NEFA 0.6 -0.9 0.8
RNAmM del TRH 0.01 0.9 0.6
vs Corticosterona
RNAmM del TRH vs Leptina 0.6 -0.3 0.8
RNAmM del TRH vs Kcal -0.6 -0.09 -0.2

Tabla 12. Efecto de la inyeccion intraperitoneal de SSl vy lipofindin sobre el coeficiente de

correlacion de Pearson.

SSI2h Lipofundin2h | SSI4h | Lipofundin 4h
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 -0.09 -0.7 -0.3 0.6
Corticosterona
RNAm del TRH vs Leptina -0.3 0.6 0.8 -0.5
TG vs células positivas a -0.4 -0.1
cFos en el NPV
NEFA vs células positivas -0.6 0.7
a cFos en el NPV

Coeficiente de correlacion (r)

< 0= Correlacion negativa

.3 a .5= Correlacion positiva moderada

.7 a 1= Correlacioén positiva muy fuerte
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0 a .3= correlacion positiva débil

.5 a .7= Correlacion positiva fuerte
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