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Regulación diferencial del eje hipotálamo-hipófisis-tiroideo en la anorexia y la restricción alimentaria en la rata
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RESÚMEN

El TRH, sintetizado en el núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV), regula el eje tiroideo. Su metabolismo es regulado por el estado de nutrición. Para estudiar la participación del TRH en la conducta alimentaria se utilizó el modelo de anorexia por deshidratación (AN) y un modelo de restricción alimentaria (RA), induciendo una disminución de peso similar; y se utilizó el modelo de estrés por frío para determinar si los cambios en la AN son específicos al modelo, ya que las neuronas TRHérgicas del NPV se activan durante el frío. Se semicuantificó  el RNAm de pro-TRH y TRH-R1 por RT-PCR del NPV. La AN y la RA disminuyeron su consumo de alimento y perdieron peso; la concentración sérica de leptina disminuyó y la de corticosterona aumentó. En el NPV de la RA, el RNAm de proTRH y de TRH-R1 disminuyeron; TSH y las hormonas tiroideas disminuyeron. El estímulo del frío activó las neuronas TRHérgicas en la RA, reflejado por un aumento del RNAm de proTRH. En cambio en la AN la expresión de proTRH aumentó en el NPV, al igual que la concentración sérica de TSH y T4. El estímulo del frío no provocó una mayor activación de las neuronas TRHérgicas.

INTRODUCCIÓN

La anorexia nervosa es un complejo trastorno alimenticio que se caracteriza por alteraciones de la conducta alimentaria, rechazo a mantener el peso corporal mínimo normal, miedo intenso a ganar peso y alteración en la percepción de la imagen corporal. La anorexia está asociada a una serie de alteraciones neuroendócrinas. El eje hipotálamo-hipófisis adrenal (HHA) está activado y el gonadal (HHG) se encuentra inhibido, en cuanto al eje tiroideo (HHT), existe controversia. 

El eje HHT está regulado por la hormona liberadora de tirotropina (TRH) sintetizado en el Núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV); es liberado de la eminencia media, y estimula la síntesis y liberación de tirotropina (TSH) en la adenohipófisis, ésta a su vez estimula la síntesis y liberación de las hormonas tiroideas (T3 y T4) en la glándula tiroides, las cuales por retroalimentación negativa inhiben la síntesis de TSH y de TRH en la adenohipófisis y en el NPV, respectivamente (Nillni y Sevarino, 1999; Yen, 2001). El TRH se libera en respuesta a estímulos ambientales como el frío, activándose el eje tiroideo. El eje HHT regula el metabolismo energético y la temperatura corporal (Griffihs, 1985; Leibel y Rosenbaum, 1995). 

El TRH puede actuar como un neuropéptido anorexigénico (Nillni y Sevarino, 1999; Horita, 1998). Su metabolismo es regulado por el estado de nutrición; en el ayuno, el eje tiroideo se inhibe, y el contenido de TRH y los niveles de pro-TRH RNAm en el NPV disminuyen, mientras que en la eminencia media aumenta el contenido del péptido, reflejando una inhibición en su liberación que coincide con una disminución de la concentración sérica de TSH y de las hormonas tiroideas; paradójicamente la retroalimentación negativa está bloqueada (Blake et al., 1991; Van Haasteren et al., 1995; de Gortari et al., 2000).
La leptina es una hormona que juega un papel clave en la regulación del eje tiroideo en la restricción alimentaria. Esta hormona sintetizada en el tejido adiposo regula positivamente la expresión del gen de TRH en el NPV. La administración de leptina a roedores en ayuno, desinhibe el eje tiroideo, es decir, aumenta la concentración de las hormonas tiroideas y la expresión de TRH en el NPV (Legradi et al., 1997; Harris et al., 2001; Kim et al., 2000; Nillni et al., 2000; Guo et al., 2004).

El objetivo de este estudio es definir la participación del TRH hipotalámico en el control central de la conducta alimentaria y determinar si la activación del eje HHT que se observa en las ratas con anorexia es específica al modelo de anorexia inducida por deshidratación.

METODOLOGÍA

Se utilizó el modelo de anorexia inducida por deshidratación (restricción voluntaria del consumo de alimento) y un modelo de restricción alimentaria (restricción forzada, pareado al grupo de la anorexia), induciendo una disminución de peso similar. Además, para determinar si los cambios observados en el eje HHT en las ratas con anorexia son específicos al modelo, se expusieron a la mitad de las ratas de cada grupo al estímulo del frío (4 °C) durante una hora, estímulo que activa las neuronas TRHérgicas del NPV. Los animales fueron sacrificadas inmediatamente después de haber transcurrido la hora.

Se usaron ratas Wistar hembras  adultas (230 g de peso), se mantuvieron en cajas individuales para registrar su consumo de alimento, agua y peso diariamente. El experimento tuvo una duración de siete días. 

Los grupos de estudio fueron los siguientes: Control, n=10: con consumo de alimento y agua ad libitum; Anorexia por deshidratación (AN), n=11: con consumo de alimento ad libitum  y una solución salina al 2.5% como bebida (Watts et al., 1999); Restricción Alimentaria (RA), n=10: con consumo de agua ad libitum  y alimento en la misma cantidad que consumía el grupo de la anorexia. 

Todos los animales se sacrificaron al octavo día de iniciado el experimento por decapitación. Se colectó la sangre de cada rata para obtener el suero. Se extrajeron los cerebros y se almacenaron a -70°C hasta su disección. La grasa subescapular y la epididimal fueron disecadas en fresco y se pesaron inmediatamente. El NPV se disecó manualmente utilizando un atlas de cerebro de rata (Palkovits y Brownstein, 1988). Se extrajo el RNA por el método de Tiocinato de guanidina (Chomczynski y Sacchi, 1987) y posteriormente se semicuantificó el RNAm de pro-TRH y TRH-R1 (receptor de TRH) por RT-PCR. En suero se midió la concentración de leptina por el método de ELISA; y corticosterona, hormonas tiroideas, TSH y estrógenos por radioinmunoensayo. 

Se obtuvo para todos los datos la media y el error estándar de la media (ESM). Para realizar comparaciones entre los grupos se usó un análisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido por la prueba post-hoc de Fisher (software Stat View, SAS Institute). Se consideró una diferencia estadísticamente significativa cuando la p<0.05. Para analizar los datos del experimento del frío se utilizó un ANOVA de dos vías. 

RESULTADOS 

Cambios en el Peso, en el consumo de alimento y agua (Gráfica 1)

La RA perdió peso significativamente a partir del 4to día (205 ( 4 g vs 223 ( 6 g del control; p<0.05); el último día del experimento tuvo una pérdida de peso de un 17% vs el control (p<0.05) y disminuyó su consumo de agua en un 10% sin ser significativo. 

En la AN las ratas disminuyeron su consumo de alimento a partir del primer día (10 ( 0.6 g  vs 17 ( 1 g vs control; p<0.05), para el séptimo día disminuyeron su consumo de alimento en un 87% vs el control; p<0.05. Así mismo bajaron de peso significativamente desde el segundo día (204 ( 4 g vs 222 ( 6 g del control; p<0.05); para el séptimo día el grupo de la anorexia perdió un 25% de peso vs el control; p<0.05; y aumentaron significativamente su consumo de líquido en un 61% vs el control; p<0.05.

El peso de la grasa blanca (WAT) disminuyó tanto en la RA como en la AN con respecto al control (RA: 16 ( 2%; AN: 17 ( 1% vs  22 ± 2% del control; p<0.05). El peso de la grasa parda  (BAT) mostró una tendencia a disminuir, sin embargo no fue significativa (Tabla 2).
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Gráfica 1.

Cambios en leptina, corticosterona y estrógenos (Tabla 2)

La concentración de leptina disminuyó tanto en la RA como en la AN un 68% y un 64% respectivamente vs el control (100%; p<0.05). No se encontraron diferencias significativas entre la RA y la AN.

La concentración sérica de corticosterona aumentó en la RA y en la AN un 206% y un 168% respectivamente vs el control (100%; p<0.05). No se encontraron diferencias significativas entre la RA y la AN.

La concentración sérica de estrógenos disminuyó un 64% en la RA y un 70% en la AN vs el control (100%; p<0.05).

	
	Control
	RA
	AN

	Leptina (pg/ml)
	        422.05 ( 36.67
	      136.25 ( 14.74 a
	       151.07 ( 23.41 a

	Corticosterona (pg/ml)
	        129.61 ( 8.24
	      411.18 ( 169.03 a
	       282.13 ( 22.30 a, b

	Estradiol (pg/ml)
	               30 ( 9
	        11.00 ( 3 a
	            9.00 ( 3 a

	WAT (g/kg b.w.)
	          21.94 ( 1.71
	        16.34 ( 1.67 a
	          16.74 ( 1.24 a

	BAT (g/kg b.w.)
	            1.89 ( 0.26
	          1.43 ( 0.13
	            1.46 ( 0.16


Table 1.  a vs C, b vs FR

Cambios en el  eje Hipotálamo-Hipófisis-Tiroideo

El eje HHT en la RA se encontró inhibido:  la expresión de pro-TRH (Gráfica 2A) y la de TRH-R1 (Gráfica 2B) en el NPV disminuyeron un 38% (100 ( 7 % del control; p<0.05) 

La concentración sérica de TSH disminuyó un 40% con respecto al control (p<0.05). La concentración sérica de T3 y T4 disminuyeron un 30%  y un 49% respectivamente vs el control (p<0.05) (Tabla 2).

Sin embargo, en la AN no se presentaron las mismas adaptaciones neuroendócrinas que en la RA a pesar de que la disminución de peso y el consumo de calorías y proteínas fue el mismo. En la AN la expresión de TRH  en el NPV aumentó un 60% (100 ( 7 % del control; p<0.05) (Gráfica 2A). La expresión de TRH-R1 no cambió significativamente (Gráfica 2B).

La concentración sérica de TSH aumentó un 44% con respecto al control y un 85% con respecto a la RA (p<0.05). Mientras que la concentración sérica de T3 disminuyó un 27% con respecto al control (p<0.05); en cambio T4 aumentó un 202% con respecto al control (p<0.05). Este aumento de T4 en la AN también fue significativo con respecto a la RA (p<0.05) (Tabla 2).
	
	TSH (ng/ml)
	T3 (ng/dl)
	T4 ((g/dl)

	Control
	          2.11 ( 0.22
	       73.12 ( 4.7
	          1.94 ( 0.27

	RA
	1.07 ( 0.09 a
	       51.09 ( 3.93 a
	          0.99 ( 0.11

	AN
	  3.05 ( 0.39 a,b
	       53.61 ( 2.6 a
	          5.87 ( 0.59 a,b


Tabla 2.  a vs control, b vs RA
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Gráfica 2.

Exposición al frío (Gráfica 2A y B): Como se mencionó anteriormente, el frío es una condición ambiental que estimula la activación de las neuronas TRHérgicas en el NPV. En el grupo control sometido al frío (CF) se encontró un aumento del 58% en la expresión de TRH en el NPV con respecto al control de temperatura ambiente (TA) (CF: 158 ( 9% vs 100 ( 7% del control; p<0.05).

El estímulo del frío provocó un aumento en la expresión de TRH en el grupo de la RA sometido 4 °C (RAF), a pesar de la restricción calórica, los niveles del RNAm de TRH aumentaron un 98% con respecto al grupo RA de  TA (RAF: 160 ( 18 % vs  RA: 62 ( 3 %; p<0.05).

En el grupo de la AN sometido al frío (ANF) no se encontraron cambios significativos con respecto al grupo de la AN de TA (ANF: 179 ( 23% vs AN: 160 ( 10%). 

El estímulo del frío inhibió significativamente la expresión de TRH-R1 en el NPV: la expresión de TRH-R1 disminuyó en el grupo CF  a un 35%; p<0.05, en la RAF disminuyó a un 34%; p<0.05  y en la ANF disminuyó a un 38%; p<0.05.
CONCLUSIÓN

A pesar de que se presentaron en la RA y la AN los mismos cambios metabólicos (disminución de la concentración de leptina y aumento de la concentración de corticosterona), y una disminución en el consumo de alimento, el eje HHT en la AN no presentó la misma adaptación que en la RA.

La falta de respuesta de las neuronas TRHérgicas del NPV en el grupo de la AN expuestas al frío sugieren que el cambio observado en la AN en el NPV es específico al modelo.
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