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ABREVIATURAS

AMPc: Adenosin-monofosfato ciclico.

AP-1: Activator protein 1; proteina activadora 1.

B: Corticosterona; compuesto B de Kendall.

8Br-AMPc: 8 Bromo adenosin-monofosfato ciclico.

BSA: Bovine serum albumina; albumina sérica bovina.

¢cDNA: Complementary desoxirribonucleic acid; 4cido desoxirribonucleico complementario.
CHX: Cicloheximida.

CRE: cAMP Response Element; elemento de respuesta al AMPec.

CREB: cAMP Response Element Binding protein; proteina de unién al elemento de respuesta a AMPec.
CRH: Corticotropin releasing hormone; hormona liberadora de corticotropina.

DEX: Dexametasona.

DAG: Diacilglicerol.

db-AMPc: Dibutiril adenosin-monofosfato ciclico.

DBH: Dopamina B hidroxilasa.

DIV: Dias in vitro.

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; medio de Eagle modificado de Dulbecco.
DMEM-I: DMEM incompleto.

DMEM-S: DMEM suplementado.

DMSO: Dimetilsulféxido.

FBS: Fetal bovine serum; suero bovino fetal.

GH: Growth hormone; hormona del crecimiento.

G3PDH: Gliceraldehide 3-phosphate deshidrogenase; Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
HHT: Hipotalamo-hipéfisis-tiroides.

NPY: Neuropéptido Y.

PAM: Peptidyl c-amidating monooxygenase; monooxigenasa alfa-amidante de peptidilglicina.
PBS: Phosphate buffered saline; amortiguador salino de fosfatos.

PCR: Polimerase chain reaction; reaccién de la polimerasa en cadena.

PKA: Protein kinase A; proteina cinasa A.

PKC: Protein kinase C; proteina cinasa C.

PMA: phorbol 12-miristate 13-acetate; acetato de forbol miristato.

POA-AH: Preoptic area-anterior hypothalamus; hipotadlamo anterior-area predptica.
POMC: Proopiomelanocortina.

PP-11: Piroglutamil peptidasa II.

mRNA: messenger Ribonucleic acid; Acido ribonucleico mensajero.

NA: Noradrenalina.

NPV: Nicleo paraventricular.

NSE: Neuronal specific enolase; enolasa especifica de neurona.
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RIA: Radioimmunoassay; radicinmunoensayo.

RT: Reverse transcriptase; transcriptasa reversa.

S.E.M: Standard error of media; error estandar del promedio.

SRIF: Somatotropin releasing inhibiting factor; Factor inhibidor de la liberacién de somatotropina.
T,: Triiodotironina.

T,: Tetraiodotironina o tiroxina.

TFA: Trifluoroacetic acid; acido trifluoroacético.

THRE: Thyroid hormone response element; elemento de respuesta a hormonas tiroideas.
TPA: 12-O-tetradecanoyl-phorbol-ester.

TR: Thyroid receptor; receptor de hormonas tiroideas.

TRE: TPA response element; elemento de respuesta a TPA.

TRH: Thyrotropin releasing hormone; hormona liberadora de tirotropina.

TSH: Thyrotropin, o Thyroid Stimulating Hormone; hormona estimulante de la tiroides.
U.A: Unidades arbitrarias.



RESUMEN

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) sintetizada y liberada por células del nicleo
paraventricular (NPV) del hipotdlamo tiene una funcién de neurohormona al estimular la sintesis y
liberacion de hormona estimulante de la tiroides (TSH) en la adenchipdfisis. La TSH estimula la sintesis
y liberacion de hormonas tiroideas las cuales a su vez afectan negativamente la expresién de la TRH y
TSH. Esta cadena de eventos se conoce como eje hipotalamo-hipéfisis-tiroides (HHT) y hay evidencias
de que su actividad es regulada por neurotransmisores liberados por aferencias que hacen sinapsis con
las células TRHérgicas del NPV, o por hormonas glucocorticoideas que llegan a dichas células por
medio de la circulacién sanguinea.

Aunque se ha estudiado el comportamiento del eje HHT frente a estimulos subagudos o crénicos tanto
in vivo como in vitro, aun se desconocen los mecanismos de accién de los efectores involucrados y la
relacion espacio-temporal que pueda existir entre ellos, pero ademas existen evidencias de que el eje
HHT participa en las respuestas del organismo a estimulos que pueden catalogarse como estresantes. Las
respuestas rapidas tanto de la transcripciéon del mRNA de la TRH, como de la sintesis y liberacion del
péptido se han estudiado in vivo en respuesta a estimulos de frio en ratas macho, o estimulaciéon por
succion de la glandula mamaria en hembras. El cultivo primario de células dispersas de hipotdlamo fetal
de rata es un sistema experimental que permite el estudio de la biosintesis de la TRH ir virro por medio
de una exposicion de las células a las moléculas de interés en una forma més accesible y controlada que
en el animal vivo eliminando barreras anatémicas y efectos bioldgicos secundarios.

En este trabajo se estudio: 1) la respuesta de las células TRHérgicas hipotalamicas a la presencia por
intervalos de tiempo iguales o menores a 180 min.,, de efectores que se han identificado como
intermediarios de fendmenos de regulacion rapida, tales como los activadores de las vias de la proteina
cinasa A (PKA): 8Br-AMPc, o de la proteina cinasa C (PKC): TPA y hormonas glucocorticoideas como
dexametasona. (DEX) midiendo la cantidad de TRH intracelular y liberada al medio y, 2) el efecto de la
presencia de hormonas tiroideas durante los intervalos mencionados en los niveles de expresidén de
mRNA de la TRH. 8Br-AMPc, TPA o DEX, producen efectos estimulatorios rdpidos (180 min. o
menos, en comparacién a estudios de regulacidn iguales 0 mayores a 48 horas) sobre la cantidad de
TRH intraceular o liberada al medio, aunque falta por resolverse si dichos efectos son en el nivel
transcripcional, traduccional o postraduccional. El 8Br-AMPc tiene una clara funcion como
secretagogo. La DEX produce efectos mas rdpidos sobre la concentraciion de la TRH, que 8Br-AMPc o
TPA. Las asociaciones entre DEX y 8Br-AMPc o TPA indican que existen interacciones entre las vias
implicadas de cardcter sinergistico en algunos momentos y con interferencia mutua en otros. Las
hormonas tiroideas muestran la capacidad de afectar en tiempos muy cortos el nivel de expresion del
mRNA de la TRH. Ademads se observé que los niveles de hormonas tiroideas determinan la respuesta de
las células hipotaldmicas a estimulos agudos por distintos efectores.

Este trabajo demuestra que en el hipotalamo fetal de rata in vitro, tanto la biosintesis de la TRH como
la expresion del mRNA de la TRH pueden ser regulados en intervalos de tiempo iguales o menores a 3
horas, ¥y que en dicha regulacion intervienen tanto mediadores hormonales (hormonas tiroideas y

glucocorticoideas) como activadores de segundos mensajeros (proteinas cinasas A y C).

-10-



L. INTRODUCCION

A. Generalidades

La relacion de un individuo con su ambiente y el mantenimiento de su propia vida requieren de la
coordinacién espacio-temporal en el funcionamiento de las partes que lo componen mediada por
mecanismos de comunicacion intercelular e intracelular. En organismos superiores como los mamiferos
dicha comunicacion involucra factores tales como la distancia entre dichos 6rganos, la existencia de
barreras fisicas o fisioldgicas, la distribucion regional de moléculas efectoras, la capacidad de un tipo
celular de discriminar mensajes dirigidos a distintas poblaciones celulares, entre otros parametros.

En la evolucion se han adecuado dos sistemas generales encargados de la comunicacién de 6rganos y
de la coordinacién de sus funciones: el sistema nervioso y el sistema enddcrino, los cuales envian sefiales
hacia 6rganos blanco, determinando el sentido de actividades celulares particulares. La division mas
simple de ambos sistemas se establece con base en sus peculiaridades anatémicas y en las caracteristicas
intrinsecas de sintesis, liberacion, transporte y mecanismo de accién de las sefiales que producen. Asi el
concepto de sistema nervioso comprende la existencia de redes de neuronas que se relacionan en las
sinapsis con otras células que pueden ser también neuronas, miocitos, o células epiteliales, transmitiendo
un mensaje por medio de moléculas como los péptidos, las aminas (noradrenalina, serotonina,
dopamina) o moléculas de otro cardcter quimico (acetilcolina) denominadas genéricamente
neurotransmisores, neuromoduladores o neurohormonas. El asiento macroanatdomico del sistema
nervioso lo constituye el neuroeje (encéfalo y médula espinal) y los nervios periféricos. El concepto de
sistema enddcrino engloba al grupo de o6rganos conocidos como glandulas, distribuidas en todos los
niveles de un organismo que sintetizan y liberan moléculas de distinta naturaleza quimica: protéicas
(insulina), derivados esteroides (glucocorticoides, estrégenos), entre otras,

La adenohipéfisis o pituitaria anterior, que es parte del sistema endécrino, es una glandula que
sintetiza y libera seis hormonas con funciones metabdlicas generales como la hormona de crecimiento o
somatotropina (GH, por sus siglas en inglés), o glandulares especificas como la hormona estimulante de
la tiroides o tirotropina (TSH, por sus siglas en inglés) [1]. La adenohipéfisis estd bajo el control

neurchormonal del hipotilamo [2].
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La observacion de que el funcionamiento pituitario depende de un control hipotaldmico, planted la
hipotésis general de la existencia de factores encefalicos que estimulan o inhiben la sintesis y liberacién
de hormonas de la adenohipéfisis. Extractos de hipotalamo fueron capaces de liberar in vivo e in vitro
la TSH [3, 4], lo cual llevd a los investigadores a buscar tales factores y aislar en 1969 una mélecula de
estas caracteristicas que por actuar sobre la sintesis y liberacién de la TSH recibe el nombre de hormona
liberadora de tirotropina o tiroliberina (TRH, por sus siglas en inglés) {5, 6].

A pesar de la ausencia de relacién sinaptica entre las neuronas del hipotalamo y las células glandulares
de la adenohipofisis, es evidente el control nervioso sobre el funcionamiento endécrino. El drea
hipotaldmica hipofisiotrépica es el micleo paraventricular (NPV) y los cuerpos de las neuronas
TRHérgicas que contiene, se localizan particularmente en su divisién parvicelular medial [7]; sus axones
terminan en la eminencia media, de la cual liberan a la TRH que es transportada por el sistema capilar
portahipofisario hasta la adenohipéfisis en donde se une a receptores especificos en los lactotropos
induciendo la liberacion de la prolactina, hormona que actiia sobre la glandula mamaria [8, 9]; y en los
tirotropos, estimulando la sintesis y liberacién de la TSH, la cual controla la glandula tiroides
estimulando la sintesis y liberacién de las hormonas tiroideas: tetraiiodotironina o tiroxina (T,) y
triiodotironina (T;) [10, 11, 12]. La TRH es degradada por la piroglutamil aminopeptidasa II (PP-1I)
que es una enzima que remueve por hidrélisis, el residuo L-piroglutamil amino-términal de los
polipéptidos, en este caso el tripéptido piroglu-his-proNH, (TRH). La PPII se encuentra ligada a la
membrana en diversos tejidos de los mamiferos, pero tiene los niveles mas elevados de actividad en el
cerebro y mas bajos en la adenohipéfisis [13]. Las hormonas tiroideas inhiben la sintesis y liberacion de
TSH y TRH, estableciendo la retroalimentacién negativa del eje hipotadlamo-hipéfisis-tiroides y
poniendo de manifiesto el control endécrino sobre la funcién neural [14, 15] (figura 1).

A medida que ha transcurrido el tiempo el interés por la TRH ha crecido, en parte debido al hecho de
que se ha encontrado en diversos sitios (ademas del NPV y eminencia media), tanto neurales: la corteza
cerebral, bulbo olfatorio, hipocampo, otros nucleos hipotalamicos, cerebelo, tallo encefdlico y médula
espinal [16, 17], como extraneurales: corazon, péncreas, testiculos y placenta [18, 19], en donde se le

han atribuido funciones potenciales (termorregulacién, antagonismo analéptico de drogas, memoria,
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arculacién general

EJE HIPOTALAMO - HIPOFISIS - TIROIDES

RECEPTORES SENSORIALES

HIPOTALAMO

(nucleo paraventricular)

neurona TRHdrgica

EMINENCIA MEDIA
=
E sistema portahipofisario
2
ADENOHIPOFISIS
]
N
= circuladén general
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Fig V. Eje hipotdlamo-hipifisis-tiroides. El hipotdlamo recibe aferencias del tallo
encefalico, que proporcionan informacidn sensorial (friofacto) y estimulan la
liberacion de TRIN por parte de una subpoblacidn de células del nicko
paraventricular que proyeclan sus lerminales hasta la eminencia media. El TRH es
liberado al sistema portahipofisario y transportado hacia |la adenchipéfisis en donde
estimula la sintesis y liberacién de TSH. Esta hormona a su vez es transportada por
la circulacién general a la glandula tiroides en donde estimula la sintesis y la
liberacién de las hommonas tircideas que también por transporte en la circulacién
general, producen un efecto de retroalimentacion negativa sobre la sintesis y
liberacién de TRH hipotaldmica y TSH adenohipofisaria.
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regulacion de dolor, estimulacién de la motilidad intestinal, secrecion de acido gastrico, vasodilatacion,
modulacién del sistema inmune) distintas a su actividad como neurohormona [20]. Sin embargo su
cardcter fundamentalmente como neuropéptido hipofisiotropico sigue generando preguntas respecto a
la regulacion de los diferentes pasos de su metabolismo desde la biosintesis hasta su degradacion.

El interés particular, en el estudio de la regulacion de la biosintesis hipotaldmica de la TRH, radica en
que permite explicar como diversos estimulos (neurales u hormonales), son capaces de modificar sus
niveles intracelulares susceptibles de liberarse, para coordinar las funciones del eje HHT en condiciones
fisiologicas (la ontogenia, en el ciclo circadiano e incluso en el estrés agudo o crénico) [21, 22] o

patoldlogicas (hipotiroidismo, hipertiroidismo, trastornos afectivos) [136].

B. Biosintesis de TRH

Se ha caracterizado el gen de la TRH en el humano [24] y en la rata [23]. La regién promotora en el
extremo que flanquea a la terminal 5' del gen de la TRH contiene una caja TATA a -29 pb y dos cajas
GC a -119 y -693 pb, probablemente involucradas en la actividad basal del promotor. Existen otros
elementos importantes para la regulacién de la expresion génica entre los cuales se han identificado al
menos dos secuencias imperfectas que unen a la proteina de unién al elemento de respuesta al AMPc
(CREB:; por sus siglas en inglés) asi como a AP-1 a -101 y -59 pb [25, 26] esta ultima también une a la
isoforma TRaul del receptor de hormonas tiroideas [20]. Ademds cuatro medios sitios de los elementos
de respuesta a glucocorticoides a -736 -560 -284, y -210 pb (medio sitio perfecto) [27], y otro elemento
potencial de respuesta al receptor de hormona tiroidea a -142 pb que posee baja homologia con la
secuencia consenso [20, 23, 25, 28].

La unidad de transcripcién tanto del gen humano como del de rata contiene tres exones separados por
dos intrones. El exon 1 codifica para la region 5'- no traducida (5'-NT); el exon 2, para el péptido seiial
y una pequeia porcion del péptido amino terminal; la mayor parte del precursor de la TRH: la pre-pro-
TRH, es codificada por el tercer exén [23]. La pre-pro-TRH es una precursora de 242 aminodcidos en
el humano y 255 en la rata con una homologia entre ambos de 73.3% a nivel de acidos nucléicos y de
59.5% en su composicién de aminoacidos. Ademads se han identificado seis copias de la secuencia gln-
his-pro-gly en la molécula humana [24] y cinco en la de rata [23] flanqueadas por residuos dibasicos

arginina y/o lisina [29] que son secuencialmente cortadas por una convertasa y una carboxipeptidasa
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para dar origen a este tetrapéptido. La glutaminil ciclasa convierte la glutamina a piroglutdamico y la
monooxigenasa O-amidante de peptidilglicina {(PAM; por sus siglas en inglés) oxida la glicina
carboxiterminal en dos pasos para dejar amidada a la prolina y formar la TRH madura, que es un
tripéptido: piroglu-his-proNH, (figura 2). Los cofactores de la PAM son el zinc, cobre y acido
ascorbico [30, 31, 32].

El procesamiento de la pre-pro-TRH, tanto humana como de rata produce siete péptidos cripticos

(encontrando un 44-61 % de homologia entre una especie y otra en dichos péptidos) [33, 34].

C. Regulacion neural de la biosintesis hipotalimica de TRH.

Los corpisculos de la piel que perciben fendémenos tales como tacto-succién, temperatura, dolor,
presion, etc., son especializaciones de terminales axénicas de neuronas sensoriales cuyos somas se
localizan en los ganglios de las raices dorsales de la médula espinal. Los estimulos son transmitidos
desde la periferia por tractos ascendentes hacia nicleos del tallo encefalico (como el nucleo palido del
rafé fundamentalmente involucrado en transmitir informacién cuténea al talamo e hipotalamo) [35] que
envian a su vez aferencias a las regiones involucradas en procesar la informacién.

En el estudio de los factores potencialmente implicados en la regulacién de la biosintesis de TRH, se
han identificado aferencias que existen in vivo de diversos tipos y procedencias (no solamente del tallo
encefalico), en estrecha asociacion a las neuronas TRHérgicas del NPV. Los contactos aparentes entre
dos neuronas no constituyen suficiente evidencia para demostrar que existe una relacién fisioldgica
entre ambas pero hasta el momento no existe un modelo que explique con precisién Ia relacién entre el
origen de una aferencia, el neurotransmisor que libera, la unién de este a un receptor especifico en la
célula TRHérgica y un efecto claro en respuesta a este estimulo en la biosintesis de la TRH.

Han sido identificadas aferencias sobre las neuronas TRHérgicas del NPV, tanto de caracter
catecolaminérgico procedentes del tallo encefilico [36, 37], como positivas para noradrenalina,
neuropéptido Y (NP-Y), proopiomelanocortina (POMC), dopamina B hidroxilasa (DBH) e inclusive TRH
procedentes de otros nicleos [38, 39]. Fibras ascendentes catecolaminérgicas desde la regién rostral del
mesencéfalo llegan al NPV el cual tiene una gran cantidad de receptores a catecolaminas [40]. No

obstante, aunque no puede descartarse una participacién de tales aferentes en la biosintesis de la TRH,
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Fig 2. Esquema que muesira los diferentes niveles de la biosintesis de TRH
susceptibles de regulacién. En el promotor del gen de TRH existen clementos de
respuesta a receplor de glucocorticoides, receptor de hormona tiroidea, CREB,
AP-1 que podrian paricipar en estimular o inhibir B imseripeidn. El
procesamiento del péptido depende del corte en ks aminodcidos dibisicos
{arginina, fisina) que fanquean la secuencia de gin-his-pro-gly, por parie de ks
convertasas, La glutaminil ciclasa, forma ¢ piro-glu a partir de gluamina en b
amino-terminal y la moncoxigenasa al fa amidane de peptidil glicina, amida la
terminal carboxilo. Factores como el oxigeng, ¢ dcido aschrbico, ¢l cobre o el
zinc entre otrosregulan la actividad de estas enzimas y por ende la biosintesis del
piroglu-his-proNHa (TRH).
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hasta el momento no se han caracterizado a los posibles receptores de los neurotransmisores estudiados
en las neuronas TRHérgicas.

Ademss, hay sinapsis entre células que sintetizan NP-Y y neuronas no TRHérgicas del NPV, que
sugieren la participaciéon de NP-Y sobre la regulaciéon de la TRH también en una forma indirecta. NP-Y
induce la liberacién de somatostatina (SRIF, por sus siglas en inglés) de la eminencia media [41), y
fibras de células que sintetizan SRIF inervan células TRHérgicas en el NPV de rata [42).

Se han observado los efectos de varios neurotransmisores sobre el metabolismo de la TRH rfanto in
vivo como in vitro. Se ha demostrado por ejemplo, que la NA actia a nivel de los cuerpos neurales de
las neuronas TRHérgicas [17] o mediando la liberacién de la TRH en la eminencia media a través de
receptores 0.—1 adrenérgicos [43] durante el estrés por frio. Algunos estudios muestran la liberacion de
la TRH por catecolaminas en paradigmas diferentes al frio [44]. También ha sido demostrado que la
inyeccién del NP-Y en el tercer ventriculo de la rata inhibe la liberacién de TSH, sugiriendo una accién
de este neuropéptido sobre la secrecidon de la TRH [45].

Estudios con modelos como la succion de la glandula mamaria en la lactancia, sugieren la
participacion de otros neurotransmisores camo la serotonina [46], la cual ha sido implicada también en
respuestas termorregulatorias actuando a través de vias mesencefilicas sobre el hipotidlamo. A pesar del
numero de receptores a serotonina (5-HT) y la presencia de autoreceptores en las neuronas
presinapticas no hay evidencias suficientes para concluir la existencia de un efecto directo sobre las
células TRHérgicas [33].

La inervacidn sobre las neuronas que sintetizan a la TRH (como sobre las demas neuronas) influye en
su actividad eléctrica, o promueve mecanismos generales de transduccion de sefiales al interior de la
misma conocidos genéricamente como sistemas o vias de segundos y terceros mensajeros, tales como
AMPc, GMPc PIP2, IP3, DAG, acido araquidénico, calcio, JUN, FOS, CREB. Los fenémenos
intracelulares, generados por estas vias son diversos (activacién de canales idnicos, fosforilacién y
defosforilacion de proteinas, movimiento de calcio de pozas intracelulares, activacion de factores de
transcripeion), pero en términos de biosintesis y en particular de la transcripcion del gen en el nucleo,
un paso clave es la fosforilacién de proteinas mediada por proteinas cinasas. Dos de las vias mejor
estudiadas en la regulacién de la transcripcién génica son la de la proteina cinasa dependiente del AMPc
o proteina cinasa A (PKA, por sus siglas en inglés) y la de la proteina cinasa dependiente de

diacilglicerol o proteina cinasa C (PKC, por sus siglas en inglés) [47].

-17-



D. Regulacién endécrina de la biosintesis hipotaldmica de la TRH.

1. Hormonas tiroideas: Las dos principales hormonas tiroideas T, y T; se sintetizan en los foliculos de
la glandula tiroides a partir de dos moléculas de tirosina yodadas (48] y afectan: el consumo de oxigena
y la produccién de calor, el aparato cardiovascular (incrementan receptores B -adrenérgicos; producen
efectos cronotrpicos e inotrépicos sobre el corazén), el funcionamiento respiratorio (impulso hipoxico
e hipercapnico sobre los centros respiratorios), la eritropoiesis, el sistema endécrino y el musculo
esquelético (recambio 6seo y relajacién muscular) [49]. Ademas son muy importantes en el desarrollo
embrionario de diversas especies (rana, rata, humano, etc). Pueden ser detectadas en la rata por ejemplo,
desde los 4 dias de la concepcién. Su origen es materno en esta temprana etapa lo cual indica que §
atraviesan la barrera hemato-placentaria [50]. La funcién tiroidea fetal inicia en la rata en los dias
estrales 17-18 esto es 5 a 6 dias antes del nacimiento.

La transtiretina es una proteina que une hormonas tiroideas (T, y T,) y las transporta desde la
circulacién al cerebro a través del los plexos coroideos y el liquido cerebroespinal. La T; que se
encuentra en el cerebro es producida predominantemente por una reaccién de desiodacion parcial de la
T, sérica, catalizada por la enzima desiodasa tipo 1. Esta enzima se localiza principalmente en el sistema
nervioso central, hipofisis y tejido adiposo café y tiene una Km de 1-2 nmol/L [51]. Las
concentraciones de T, son bajas en el cerebro fetal al dia 17 y se incrementan mas de 10 veces hacia el
término de la gestacién esto es aproximadamente el dia 21, cuando la contribucion de T, materna a las
pozas de T, extratiroideas fetales representa el 17.5+0.9 % [52]. TRH, TSH, T, y también T, se
incrementan marcadamente en el suero al nacimiento. Independientemente de su origen (materno o
fetal), el efecto de retroalimentacién negativa de las hormonas tiroideas sobre el eje es uno de los
eventos mas tardios de la ontogenia [51].

Las hormonas tiroideas modulan la presencia de hormona adrenocorticotropica (ACTH) vy
corticosterona (B) (ambas hormonas involucradas en las respuestas del organismo a estrés), en las ratas
neonatales que exhiben un periodo de respuestas disminuidas al estrés durante las primeras dos semanas
de vida [53]. En el adulto existen diversas evidencias del papel de las hormonas tiroideas en la
regulacion de la biosintesis de la TRH. El hipotiroidismo inducido farmacolégicamente
(propiltiouracilo o metimazol) en ratas adultas, produce incremento tanto en los niveles de mRNA de la

pro-TRH como de la inmunorreactividad para la pro-TRH o la TRH, casi exclusivamente en la neuronas
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de la division parvicelular medial del NPV consideradas como parte del sistema tuberoinfundibular. Tal
efecto se bloquea por la administracion de levotiroxina, o se revierte al mantener una liberacion
localizada unilateral de T,, ademas que en este ultimo caso se demuestra un efecto directo de las
hormonas tiroideas sobre las células del sistema tuberoinfundibular. Se descarta en estos resultados la
participacién de catecolaminas pues ni el corte de las vias ascendentes catecolaminérgicas de la region
rostral del mesencéfalo, ni la administracién del antagonista adrenégico 6 hidroxidopamina (6-OHDA)
modifica la respuesta observada [41, 54].

El hipotiroidismo provocado por tiroidectomia en ratas, produce incremento de mRNA de la pro-TRH
en hipotalamo anterior, pero en contraste a lo esperado los niveles de la TRH en varios nicleos como el
NPV y en la eminencia media son inferiores con respecto a los controles, a los 7 y 14 dias posteriores a
1a cirugfa. El incremento concomitante de TSH sugiere que la TRH se esta liberando al sistema porta
[55], aunque hay reportes en donde la liberacion de la TRH a la circulacién portahipofisaria no se
modifica en el hipotiroidismo, con respecto al animal cutiroideo, mientras que disminuye en el
hipertiroidismo inducido con la administracion de T,. La lesién de los NPV produce un decremento en
la liberacion de la TRH con respecto al control [56].

Uno de los mecanismos de accién propuestos para explicar los efectos descritos de la hormonas
tiroideas es la modificacién de la expresién génica por medio de la unién y activacion de receptores
especificos que actiian como factores de transcripcién. Los receptores a hormonas tiroideas pertenecen
a la familia de las proteinas “dedos de zinc”[27] y derivan de dos genes: c-erbA-a y c-erbA-f. El gen
c-erbA-0. por splicing alternativo da lugar a las isoformas TR-¢t, y TR-a; [57]. TR-0; no une a la
hormona tiroidea y puede inhibir la funcién de otros TR's [58, 59, 60). El gen c-erbA-f por uso
alternativo de exones produce las isoformas TR-P, y TR-B, que difieren entre si por su terminal amino.
El RNAm de TR-B, se encuentra casi exclusivamente en la pituitaria [61, 62], hipotalamo [63] y en
muy bajos niveles en otros lugares del sistema nervioso central y la periferia [64, 65].

La cotransfeccion de vectores que contienen fragmentos del promotor de la TRH unido a luciferasa y
secuencias para los receptores a hormonas tiroideas (h, de humano; r, de rata): hTRa;, hTRp,, rTRB,,
rTRP,, en células de neuroblastoma demostré que independientemente de la isoforma del receptor

estudiada la actividad transcripcional del promotor del gen de pro-TRH es inhibida por T,; en contraste,
las formas no ligadas de los mismos receptores, excepto hTRa,, producen activacion del gen de hTRH

[66].
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Se ha sugerido que la isoforma B, de hTR restringida al sistema nervioso central tiene un efecto tnico
sobre la regulacion negativa por T, sobre diversos genes, por ejemplo el de la TRH, y que dicha

actividad depende de la regién mapeada en los aminoécidos 89-116 del amino termino [67].

2. Glucocorticoides: Los glucocorticoides se producen en las glindulas suprarrenales en respuesta a la
accién de la ACTH hipofisaria, y sus efectos generales en el organismo se manifiestan mediante
incrementos en la actividad de las enzimas glucogénicas del higado, asi como aumento de glucosa y
aminoacidos séricos con el fin de preparar al organismo para enfrentar diversas condiciones de estrés.
Ademas afectan el funcionamiento de algunos tipos celulares del sistema inmune, inhibiendo Ia
respuesta inflamatoria. De manera semejante a las hormonas tiroideas, parte de sus efectos ocurren sobre
la expresion génica, por medio de factores de trascripciéon que son al mismo tiempos receptores
especificos de estas hormonas. Los receptores de glucocorticoides también pertenecen a la familia de las
proteinas “dedos de zinc” [27]. El acceso de los glucocorticoides a sus receptores especificos esta
limitada por la accién de la I1-hidroxiesteroide deshidrogenasa, una enzima que se expresa en regiones
cerebrales como el talamo, hipocampo e hipotdlamo, y que inactiva a la corticosterona plasmatica que
llega a los tejidos [68, 69].

El eje hipotalamo-hipéfisis-tiroides tiene una estrecha refacion con el eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal,
como lo muestra el efecto de los glucocorticoides en la biosintesis hipotalamica de la TRH, que puede
ser tanto estimulatorio como inhibitorio dependiendo del tiempo y la concentracién del estimulo
esteroideo [70].

La restriccién calérica (ayuno) tanto en el humano como en la rata se asocia con niveles plasmaticos
incrementados de glucocorticoides y disminuidos de hormonas tiroideas, asi como decremento del 30%
en los niveles de mRNA de la pro-TRH en el NPV [71]. En contraste la administracidén sistémica de
leptina (una proteina que inhibe la ingesta de comida e inctementa el gasto de energia a través de
receptores hipotaldmicos especificos) en ratones en ayuno atenua la elevacién de B y bloquea la
disminucién plasmatica de T, y T,. [72]

Estudios por hibridacién in situ en ratas adrenalectomizadas han mostrado que 10-12 dias después de
cirugia se encuentran elevados los niveles d¢ mRNA tanto de la hormona liberadora de corticotropina
(CRH, por sus siglas en inglés) como de pro-TRH en el NPV, mientras que la administracién de DEX o

B por ese mismo periodo inhiben el RNA de ambas hormonas también en el NPV, Estos efectos no se
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observan en el hipotalamo lateral. Tales resultados sugieren unal participacion de los glucocorticoides
como inhibidores en este caso a nivel hipotaldmico del funcionamiento del eje HHT, sin embargo es
dificil establecer esta conclusién porque los animales tratados con glucocorticoides perdieron peso, y
como se citd la deprivacion de calorias que lleva a la pérdida de peso, se asocia a una disminucién en los
niveles de mRNA de la pro-TRH en el NPV [73].

Hay una fuerte expresién del mRNA de la pro-TRH, asi como de inmunorreactividad tipo receptor de
glucocorticoides (detectada con anticuerpos monoclonales), en varios nicleos hipotalamicos,

incluyendo las células TRHérgicas de la division parvicelular medial (pero no magnocelular) del NPV

de ratas macho adultas [74, 75, 76].
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II. ANTECEDENTES

El estudio de las células in vitro ha permitido que estas puedan aislarse de los elementos anatomo-
fisiologicos que estan relacionados con ellas y que dificultan su tratamiento y anélisis. En este sentido se
han llevado a cabo trabajos en cultivos de células que sintetizan TRH los cuales se exponen a la accion
de diversas moléculas para identificar su participicién como reguladores del metabolismo del péptido,
principalmente hormonas tiroideas y glucocorticoides, en donde se han observado respuestas
dependientes del tiempo de tratamiento, de las particularidades de las células estudiadas, de sus
condiciones de cultivo, etc. Un ejemplo de ello es el cultivo de células CA77 (una linea celular de tumor
C tiroideo), en el cual los glucocorticoides muestran un efecto estimulatorio sobre la expresién del gen
de la TRH, medida como cambios en la concentracién del mRNA de la TRH, precursores de la TRH o el
tripéptido mismo [77].

En células de adenohipSfisis la presencia de hormonas tiroideas por un periodo de 2 a 14 dias
incrementa el contenido de TRH, y este efecto es potenciado por Dex. Ademads la combinacion de Ty ¥
Dex produce un incremento en los niveles de RNAm y en el nimero de células que expresan pro-TRH
[78]. El tratamiento con Dex (o corticosterona) en forma aislada por un rango de 4 a |8 dias
incrementa el mRNA de la pro-TRH en las mismas células [79].

Uno de los objetivos del cultivo celular en el estudio de la TRH es el andlisis de la regulacion de la
sintesis del neuropéptido en las células hipotaldmicas, por la participacion que tienen algunas de ellas en
el controt del eje hipotalamo-hipéfisis-tiroides. Los trabajos tanto in vivo como in vitro en los cuales se
ha investigado la regulacién de la biosintesis de la TRH en este grupo de células, en general se han
enfocado en los cambios que ocurren con los niveles del mRNA de la TRH, los precursores de la TRH o
el mismo neuropéptido bajo la presencia constante de diversos efectores, en lapsos iguales o mayores a
48 h. Se han realizado ensayos en cultivos primarios de neuronas diencefalicas de rata fetal, mantenidos
hasta por 21 dias con agentes de diferenciacién. En particular la presencia de bromodeoxiuridina por 4

dias produce incremento en el contenido celular de la TRH, y el efecto constante por 14 dias incrementa

el nivel de mRNA de la pro-TRH. El tratamiento det mismo tipo de cultivo con Dex 10° M aplicada a
partir del segundo dia de cultivo y mantenida por 7 dias, en presencia de 8Br-AMPc, el cual se agrega
desde el inicio del cultivo y se mantiene por 4 dias, produce incremento tanto del mRNA de la pro-TRH

como del péptido maduro [80, 81]. Sin embargo, ademds de las funciones conocidas de los sistemas
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hipotalamo-hipofisarios como coordinadores de multiples actividades del metabolismo basal de un
organismo, hay un interés creciente por conocer su participacién en la respuesta rapida a diversos
estimulos, por lo que ha sido necesario realizar ensayos en periodos de tiempo cada vez mas reducidos
(horas o minutos). Un ejemplo de esto es el incremento que se observa en el mRNA de la TRH en el
NPV a las 6 h de la exposicién de ratas macho aduitas al frio, un efecto que inclusive sobrepasa a la
inhibicién en la expresion del mensajero de la TRH producida por altos niveles circulantes de hormona
tiroidea [82].

En 1993 Uribe, et al., realizé un estudio in vivo con el objetivo de determinar si la biosintesis de la
TRH esta coordinada con su liberacién en la eminencia media, partiendo de la idea de que la cantidad
de un péptido liberado como respuesta a un estimulo es en algunos casos funcion de la concentracién
intracelular del péptido, y que a su vez dicha concentracién depende de la tasa de biosintesis. Para ello
se realizaron ensayos en modelos de estrés como el frio y la succién de la glandula mamaria en la
lactancia, en donde se ha observado ademas activacién del eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal, paralela a la
activacion del eje hipotalamo-hipéfisis-tiroides. En la succién, se observa un incremento significativo
del mRNA de la pro-TRH a los 30 minutos en el NPV, que desaparece a la hora. En el nicleo preodptico
anterior (POA-AH, por sus siglas en inglés; involucrado en respuesta al frio) en contraste, se detecta una
disminucién significativa de mRNA de la TRH. Paralelamente al incremento del mensajero se elevan los

niveles de prolactina, corticosterona y T. en sangre, lo que es una forma indirecta de medir tanto la

liberacion de TRH hacia la pituitaria como la activacion del eje adrenal en respuesta al estrés. En la
exposicion al frio se encontré un aumento significativo del mRNA de la pro-TRH a los 30 minutos en el
POA-AH y a los 60 min en el NPV, el cual disminuye a niveles control en ambos nicleos a las 2 hrs.
Hay incrementos significativos en los niveles plasméticos de corticosterona a los 60 minutos y de T; a
los 120 minutos. Las conclusiones del reporte citado [83] pusieron de manifiesto que: 1) La respuesta
en la expresion de mRNA de TRH en el NPV es répida; 2) El incremento en los niveles de mRNA de la
TRH en el NPV es transitorio y; 3) Existe incremento tambien rapido de varias hormonas en €l suero
{como las tiroideas y los glucocorticoides).

La velocidad de la respuesta sugiere una participacién de las aferencias que llegan al NPV que estaria
mediada por la liberacién de neurotransmisores, la unidn a receptores especificos en las neuronas
TRHérgicas y la activaciéon de segundos mensajeros. Se realizaron por lo tanto, ensayos con db-AMPc

(analogo de AMPc, un activador de PKA) y con TPA (andlogo de DAG, un activador de PKC) con el
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objetivo de probar si estas vias de segundos mensajeros reproducen los efectos observados in vivo
apoyando la idea de una respuesta en la biosintesis de la TRH generada por estimulacion sindptica.

Los resultados reproducen parciaimente el efecto observado in vivo mostrando que si bien se
incrementan los niveles de mRNA de la pro-TRH en respuesta a ambos estimulos, la respuesta no es tan
rapida ni transitoria [84).

Este trabajo proporciona indicios de que la expresién del mRNA de la pro-TRH en el frio o en la
succién puede ser consecuencia de una influencia neural, aunque falta por precisarse si este efecto es
sobre un incremento en la transcripcion o sobre un incremento en la estabilidad de! mensajero. Por otra
parte aun en el caso de que los mecanismos mencionados satisfagan la pregunta sobre la rapidez de la
sintesis, se requiere explicar qué evento contribuye a que el aumento en los niveles d¢ mRNA de la TRH
s¢ mantenga durante un periodo muy breve.

Las hormonas tiroideas y los glucocorticoides son reguladores negativos del eje hipotdlamo hipéfisis
tiroides. Tienen la capacidad de estimular o inhibir tanto la expresién de diversos genes (como el de
pro-TRH) como de afectar la estabilidad de diferentes RNA mensajeros [85, 66]. Estas caracteristicas y
su rapido incremento en el suero de los animales utilizados para los ensayos descritos, sugieren una
participacién de tales hormonas en la regulacién de la biosintesis de la TRH en periodos breves.

Para probar el efecto hormonal potencial sobre la sintesis de la TRH se trataron cultivos primarios de
células dispersas de hipotdlamo a diferentres periodos de tiempo considerados como cortos (con

relacion a los tiempos de respuesta a hormonas, habitualmente reportados en la literatura): 1,2 6 3 h,

con Dex 10° M (un analogo de glucocorticoides) en forma aislada o en combinacién con los analogos
de segundos mensajeros ya probados (8Br-AMPc y TPA) y se determinaron sus efectos sobre los
niveles de mRNA de la pro-TRH. La accién de cada droga por separado en los tiempos ensayados tiene
un efecto estimulatorio sobre los niveles del mensajero (excepto TPA a | hora). La asociacién de Dex
con TPA produce a las 2 y 3 h una respuesta mayor que la obtenida con la accién de cada droga por
separado. El efecto opuesto se obtiene cuando se asocia Dex a 8Br-AMPc pues su presencia disminuye
la magnitud del efecto estimulatorio que se presenta con el 8Br-AMPc cuando se administra en forma
aislada. Ambos efectos hablan de comuncacion entre diversas vias de seiializacién en el interior de la
célula. El mRNA de la pro-TRH responde en una forma dependiente de la dosis del glucocorticoide
sintético con un comportamiento inhibitorio en las concentraciones 10'°,10° y 10® M y estimulatorio en

el rango 10°-10" [86].

-24 -



III. HIPOTESIS.

A. El efecto rapido producido por glucocorticoides o por drogas que incrementan la actividad de
PKC 6 PKA, sobre el aumento de los niveles de mRNA de la TRH repercute en los niveles de

péptido procesado (TRH).

B. Algunos de estos agentes (glucocorticoides o activadores de proteinas cinasas A o C) pueden

inducir la liberacién in vitro de la TRH en células hipotalimicas.

C. El nivel de hormonas tiroideas puede influir en la expresién de mRNA de la TRH por parte de las
células hipotalimicas en cultivo, ante la presencia por intervalos cortos de tiempo, de efectores que

produzcan cambios en los niveles de AMPc intracelular o activacién de la PKC.

IV. OBJETIVOS
A. OBJETIVO GENERAL DEL GRUPO
Estudiar la regulacion de la biosintesis hipotalamica de la TRH.
B. OBJETIVOS PARTICULARFS DEL PROYECTO

1. Determinar cual es el efecto de la presencia por tiempos cortos (10, 20, 30, 60, 120 y 180
minutos) de activadores de PKA o PKC y de glucocorticoides, en forma aislada o en combinacién
sobre los niveles de la TRH en cultivos primarios de células dispersas de hipotdlamo fetal de rata.

2. Determinar cual es el efecto de Ia presencia de las hormonas tiroideas por tiempos cortos en la
expresion del mRNA de la TRH en cultivos primarios de células dispersas de hipotilamo fetal de

rata.

3. Determinar ¢l efecto de la presencia de hormonas tiroideas y glucocorticoides durante todo el
periodo de cultivo, en la expresién del mRNA de la TRH de células dispersas de hipotdlamo fetal de

rata.
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A. Realizar cultives primarios de células dispersas de hipotalamos de fetos de rata de 17 dias de

gestacion.

B. Para ensayos de contenido y liberacién:

1. El dltimo dia de cultivo (14 o 18 dias) tratar a las células con alguna de las siguientes drogas o sus

combinaciones: 8Br-AMPc¢ 1 mM, TPA 100 oM o DEX 10 nM, por 10, 20, 30, 60 120 y 180

minutos,

2. Realizar una semipurificacién de las células y de los medios de cultivo para cuantificar la
concentracién de la TRH por RIA.

3. Cuantificar las proteinas totales por el método de Lowry [87] para corregir los valores de la

TRH.

C. Para ensayos sobre el nivel de mRNA de la TRH:

1. Realizar una curva dosis-respuesta tratando a las células con T; en un rango de dosis de 10 pM a

10 uM por 3 y 24 horas.
2. Cultivar a las células con T; 1 nM, B (corticosterona) 100 nM o T, 1 nM + B 100 nM por 14 dias.

3. Cultivar células con T, 1 nM por 14 dias y al término del cultivo tratar por 1 h con DEX 10 nM,
B100nMoT; 1 nM.

4. Extraer el RNA total de Ias células por ¢l método de Chomsczynsky [88].

5. Realizar transcripcion reversa.

6. Amplificar por PCR los ¢cDNAs de la TRH y de la enzima G3PDH (como control interno).

7. Analizar los productos de PCR por densitometria asistida por computadora.

D. Cultivar células con T, 1 nM por 14 dias y realizar inmunocitoquimica para la TRH.
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VI. MATERIALES Y METODOS
A. Cultivo primario de células dispersas de hipotalamo:

1. Animales.- a) Frotis: Se esterilizé en el mechero un asa bacteriolégica y con ella se tomé una gota
de agua que se colocd en un portaobjetos. Con la misma asa se tomé una muestra celular de la pared
vaginal de ratas Wistar adultas. Se froté el asa suavemente sobre la gota para depositar la muestra. El
procedimiento se repitié para 40 ratas. Se dejé secar el frotis. Se tifi6 con hematoxilina y eosina (ver
apéndice) en el siguiente orden: introduciendo el portaobjetos en hematoxilina por 7 minutos, luego en
agua destilada por 8 minutos, en eosina por | min y finalmente en alcohol al 96 % por 30 seg. Se dejo
secar el portaobjetos. En microscopio de luz con el objetivo 10 X, se determind la etapa dei ciclo estral
en que se encontraba cada animal dependiendo de la morfologia celular: estro, diestro, proestro-estro o
proestro,

b) Cruza y determinacién de preiiez: Se selecciond a las ratas que se encontraban en proestro o
proestro-estro y se colocaron con ratas macho por aproximadamente 18 h para favorecer el
apareamiento. Al término de este lapso se separaron a las hembras de los machos y se considerd ese dia

como el primero de gestacion. Después de 17 dias se determiné el estado gestacional por palpacion

abdominal,

2. Técnica de cultivo.- a) Preparacion de pozos o cajas de cultivo: Para sembrar a una densidad de
600,000 células se utilizaron pozos de 16 mm de didmetro, y cuando la densidad requerida fué de
2,700,000 se sembro en cajas de 35 mm de didmetro (poliestireno, estériles; Costar). Para propiciar una
buena adhesion de las células en monocapa a sus recipientes de cultivo se cubrié la superficie de los
pozos y las cajas con 0.5 y 1 ml respectivamente de una solucién de 30 pg/ml de poli-D-lisina (P.M.
30,000-70,000; Sigma) y se dejaron reposar por al menos 2 horas a! final de las cuales se lavé cada
recipiente dos veces con solucién Hank’s [89] (ver apéndice), dejando 1 ml de la misma hasta la
siembra.

b) Diseccién: El dia 17 de gestacion se anestesié cada rata gestante con pentobarbital soédico
intraperitoneal a razén de 33 mg/kg de peso corporal (0.4 ml aprox. por rata. Anestesal; Pfizer), y

después se realizé antisepsia del abdomen con cloruro de benzalconio 1:1000 en H,0 (Benzalkon;
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Brovel). Se realizd una incisién longitudinal de la pared abdominal, se localizaron los dos cuernos
uterinos ocupados por los fetos (11+1.25 fetos por rata) que se extrajeron en grupos de tres,
colocindolos sobre una tarjeta estéril bajo el microscopio estereoscopico. Se sujetd la cabeza con unas
pinzas para realizar una incisién con el bisturi, en una linea imaginaria que conecta los arcos
superciliares al borde superior del pabelldn auricular. El fragmento separado permite exponer el
hipotdlamo y hacer un corte anterior al quiasma &ptico, dos en sendos surcos laterales y uno posterior
que inciuye cuerpos mamilares. Los hipotalamos asi disecados se agruparon en un maximo de 8 en 1 ml
de solucién Hank's.

¢) Dispersién: Los hipotalamos colectados se lavaron dos veces con solucién Hank's y se cortaron en
varios fragmentos con las puntas de unas tijeras. Los fragmentos hipotalamicos se transfirieron con una

pipeta Pasteur estéril a un tubo que contenia 2 m! de la mezcla de DNAsa tipo I (0.28 mg/ml; Sigma) +

Tripsina tipo III (0.25 mg/ ml; Sigma), y se incubaron por 15 min a 37°C agitando manualmente a los
5 y 10 min. Transcurrida la incubacion se agregaron inmediatamente 200 1l de suero bovino fetal (FBS,
por sus siglas en inglés; Gibco-BRL) para detener la reaccion enzimatica, seguidos por 200 ul de DNAsa
tipo I (0.28 mg/ml; Sigma). El contenido de los tubos que se tenian con hipotilamos y enzimas se
agruparon en uno solo que se puso a centrifugar a 1500 rpm por 4 min., a temperatura ambiente. Se
deseché el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en un volumen correspondiente a 100 pl
/hipotalamo de DMEM suplementado (DMEM-S, ver apéndice). Luego se llevé a cabo una dispersién
mecéanica utilizando 3 pipetas Pasteur con didmetros de la punta progresivamente mdas pequefios
pasando los fragmentos de tejido del mayor al menor, 10 veces por cada pipeta. Una vez disgregado el
tejido se centrifugé a 1500 rpm por 4 min a temperatura ambiente. Se desechd el sobrenadante y se
resuspendio la pastilla con 5 a 10 ml de DMEM-S dependiendo del nimero de hipotdlamos.

d) Siembra: Se conto el nimero de células vivas y muertas por el método de exclusién por azul tripano
(1X). Cargando cada uno de los dos cuadrantes de una cdmara de Neubauer con 10 Ll de la mezcla de
15 ul de la suspensién celular y 15 pl del colorante (1:10). Los célculos necesarios para determinar el
volumen de siembra, el rendimiento y la viabilidad se realizaron con las siguientes formulas:

Para obtener el nimero de células por microlitro:

{No.células vivas){Factor de dilucién}(K)= # de células/mm3

(no. de cuadros contados de 0.05mm)

donde el factor de dilucion es 2; K=4000 y No de cuadros=800 [90]
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Para obtener el numero de células en la suspensién celular:

(No de células/microlitro) x (ml de suspensién)

E! volumen de suspension requerido para sembrar a la densidad deseada (0.6 x 10°® células/pozo o 2.7
x 10° células/plato) se obtiene conociendo la cantidad total de células en el volumen total de la

suspension.

Para determinar viabilidad:

No. de células vivas) x 100 = (%)

No.células totales

Para determinar rendimiento:

No. de células vivas = (células/hipotilamo)

No. total de hipotdlamos

¢) Mantenimiento del cultivo: El dia de siembra se conté como el nimero 0 del cultivo y a partir de ese
momento se mantuvo a las células en una incubadora (NAPCO) a 37° C, en aire humidificado, y CO, al
7 %. Al cuarto dia de cultivo para los ensayos de contenido y liberacion de la TRH se agregaron 5 l de
citosina arabinofuranésido 10 uM (Sigma) a las cajas de 35 mm. Para los ensayos sobre el nivel mRNA
de la TRH en respuesta a tratamiento hormonal, se realizé cambio de la mitad del volumen de siembra
del medio de cultivo, es decir, se retiraron 250 pl de los pozos o | ml de las cajas de medio
condicionade (medio modificado bioquimicamente por el metabolismo de las células con las que se ha
incubado) [91] vy se sustituyd el mismo volumen que se retiré con DMEM-S fresco que contenia 1.] o §
pl de citosina arabinofuranésido 10 pM (Sigma) para inhibir la proliferacién de la glia. Después cada
48 hrs se realizé €l mismo cambio descrito pero sin citosina, hasta los 14 o 18 dias en que se traté y
coseché a las células.

f) Tratamiento y cosecha.- Tratamientos para estudiar la TRH intracelular y liberada al medio: El DIV
14 o 18 se remplazé el medio de cultivo de cada pozo o caja por medio de cultivo que contenia la droga
en estudio: AMPc | mM, Dex 10° M, TPA 107 M o sus combinaciones. Debido a que el AMPc (db u 8

Br) estéd disuelto en PBS, los resultados de las células tratadas con esta droga se compararon contra
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células mantenidas en DMEM-S. Dex y TPA se prepararon disolviéndolas en DMSO (Merck), y para ¢l
tratamiento de las células se diluyeron en DMEM-S para una concentracién final de DMSO de 0.05%,
por lo que esta dilucién se empleé como control al momento del tratamiento. Los tratamientos se
realizaron para cada uno de los siguientes periodos: 10, 20, 30, 60, 120 o 180 min al final de los cuales
se recuperaron los medios de cultivo y se congelaron inmediatamente a -20°C para su anilisis
cromatografico. Las células adheridas al plato se lavaron dos veces con PBS 1x y se guardaron con |
m! de acido acético a -20°C hasta el proceso de extraccién de TRH.

Tratamientos para estudiar efectos en mRNA de pro-TRH: Para estas células el procedimiento para
tratarlas fué el mismo descrito. Se cosecharon extrayendo la mayor cantidad posible del medio de

tratamijento, el cual se desechd y congelando inmediatamente las células en hielo seco para después

mantenerlas a -70°C hasta su procesamiento.

B. Extraccion de la TRH

1. Extraccién de TRH intracelular: Las cajas almacenadas a -20°C se depositaron en hielo. Se

agregaron 500 p! de metanol absoluto a 4°C y se rasp6 el fondo de la caja con el émbolo de una
jeringa. Se recuperd la suspension celular obtenida y volvieron a agregarse a la caja 0.5 ml de metanol

absoluto, se repitié el raspado y recuperacién de la suspensién. Se agitd el tubo de la suspensién y se
almacené toda la noche a -20°C, o 2 horas a -70°C. Luego se centrifugé a 14000 rpm a 4°C por 47
min. Las pastillas se guardaron para determinacién de proteinas y el sobrenadante fué transferido a

tubos de vidrio de 12 x 75 mm para liofilizarlo en un concentrador de muestras por medio de vacio

(Hidro-vac; Savant) durante aproximadamente 3 horas. Los concentrados fueron almacenados a -20°C

hasta su uso para radioinmunoensayo.

2. Extraccion de TRH liberada al medio de cultivo: Para la extraccion de la TRH en el medio de
cultivo se empled la técnica de cromatografia de intercambio hidrofdbico utilizando cartuchos con
columna de C-18 (Sep-Pak; Millipore). Los cartuchos se activaron haciendo pasar un tren de 2 ml de
metanol absoluto, 5 ml de &cido trifluoroacético (TFA, por sus siglas en inglés) 0.1 %, 2 ml de

acetonitrilo absoluto, 5 ml de TFA 0.1%, y 5 ml de agua grado cultivo. Después de cada tren se cargo 1a
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muestra en el cartucho activado a una velocidad aproximada de 12 gotas/min, y el eluido se recuperd en
un tubo para liofilizar, luego secuencialmente se lavo el cartucho con 1 ml de agua grado cultivo por
tres veces para eliminar sales y otros componentes hidrofilicos del medio, 1 ml de metanol al 50%, | ml
de metanol al 80% y 1 ml de metanol absoluto para liofilizacion y radioinmunoensayo. Al terminar
cada secuencia de elucidén se repitio el tren de activacién para reutilizar el cartucho hasta un total de 6

ocasiones.

C. Radioinmunoensayo de la TRH (RIA):

1. Preparacién de estindar interno sintético: Se preparé una solucién de 2.5 ug de la TRH disueltos
en 25 pl de dcido acético al 0.01%. De esta solucién se tomaron 5 ul y se diluyeron con 133 ml de
buffer 50 mM de fosfatos (ver apéndice) a pH 7.5 con 0.25% de albumina sérica bovina (BSA, por sus
siglas en inglés) y 150 mM de NaCl. Se prepararon entonces alicuotas de 1 ml (3.75 pg de TRH/Aul de

solucién) y se congelaron en -20°C.

2. Preparacion de estindar hipotaldmico: S¢ extrajeron hipotdlamos de rata adulta Wistar hembra o
macho, de 54 a 63 mg de peso cada uno. Se realizé una dilucién 10% (P/V) con 2.5-2.7g de tejido
hipotalamico (40 a 50 hipotalamos) en acido acético 2N, y se homogenizo, después se centrifugd a
10,000 rpm en 4°C por 30 min. Se deseché la pastilla y el sobrenadante se extrajo con metanol absoluto

frio (llevado a 90% de concentracién final de metanol) dejando a -20°C toda la noche. Al terminar el

reposo, se centrifugé a 10,000 rpm en 4°C y nuevamente se desechd el pellet, se concentrd al
sobrenadante aproximadamente a 20 ml. Se deslipidizaron en tres ocasiones, 20 ml de sobrenadante
con 20 LI de eter saturado con acido acético al 20 %. Cada fase precipitada se deseché. La fase liquida
se extrajo con metanol absoluto (90% de la concentracién final de metanol) y se dejé a -20° C toda la
noche, después de lo cual se centrifugd a 10,000 rpm en -10° C por 30 min, desechando el pellet y
liofilizando el sobrenadante el cual se resuspendié en 15 ml de una mezcla 1:1 de metano! absoluto y

acido acético al 20 %, finalmente se centrifugé dicha dilucién y se prepararon alicuotas en tubos de
g P

vidrio de 20, 40, 80 y 160 pl las que se liofilizaron y congelaron a -20°C.
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3. Técnica: curva estdndar y muestras: La curva estindar se preparé con triplicados de las siguientes
muestras que contenian 300 pl de volumen final, excepto los Totales:

a) Ruido de fondo (rf): tubos vacios.

b) Totales (T): TRH marcada con "I a razén de 5000 cuentas por minuto (cpm) por tubo
aproximadamente, en 100 pl de buffer fosfatos 50 mM (bf 50 mM).

¢) Unién inespecifica (NSB): 200 pl de bf 50 mM + 100 pl de '*I.

d) Unidn cero (B0): 100 ul de bf 50 mM + 100 pl de buffer con anticuerpo especifico contra la TRH
(R2, 1:100. Dilucién final 1:30000) + 100 pl de "I [92]. Para valorar la capacidad del anticuerpo de
unir a la hormona marcada radiactivamente (medicioén en porcentaje).

¢) Concentraciones conocidas de TRH sintético: 100 pl de bf 50 mM + 100 ul de buffer conteniendo
cada una de las siguientes concentraciones: 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 o 2000 pg de TRH y 100
pul de "**I. Para determinar qué porcentaje de hormona tiroidea marcada es desplazada de su unién al R2
por TRH fria (no marcada).

f) Tubos de estandar sintético con 10, 25, 50, 75 o 100 pL del stock de estindar sintético (ver

apéndice): volumen necesario por muestra de bf 50 mM para completar 100 pl + 100 pl de R2 + 100

1251

ul de
g) Tubos de estandar hipotalimico con la pastilla de la liofilizacién de 20, 40, 80 o 160 yL del stock:
100 pl de bf SO mM + 100 ul del R2 + 100 i del 1.

h) Muestras: A las muestras se les agreg6 100 pl de bf 50 mM para reblandecer el pellet liofilizado, se
agitaron y después se les agregd 100 pl de R2 y 100 ul de '*I. Todos los tubos se agitaron y se dejaron
en reposo 48 hrs a 4° C. Después del reposo se agregé 1 mL de etanol absoluto a -20° C excepto a los
tubos rf y T. Se centrifugd a 3000 rpm por 30 min. El sobrenadante fué retirado y se leyé en un

contador de radiacién y (1275 milligama; LKB) durante un minuto para cada muestra.

4, Optimizacién de métodos: a) Ensayos de interacciones del RIA para la TRH (R2): En los ensayos
que se llevaron a cabo para analizar el efecto de diversas drogas sobre el nivel de la TRH hipotalamica
se emplearon dos tipos de controles: DMEM-S como medio de caracter hidrofilico (para el 8Br-AMPc
que se diluyé en un amortiguador de fosfatos) y DMEM-§ + DMSO (Menos del 0.05 % de
concentracion final), como medio de cardcter hidrofébico (para DEX y TPA, diluidos en DMSO). Antes

de los tratamientos se intenté descartar alguna posible interaccion del anticuerpo R2 con factores
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diferentes a la TRH (desconocidos, o conocidos como la dexametasona) presentes en ambos controles.
Los radioinmunoensayos se llevaron a cabo en un volumen de 1 ml de muestras sin células, con alguno
de los controles indicados (DMEM-S 0 DMEM-S + DMSO) en ausencia de drogas o conteniendo Dex
10 nM o 200 pg de TRH sintética. En la muestra de 200 pg de TRH sintética diluidos en DMEM-S se
determiné inmunorreactividad tipo TRH de 393 pg/ml (control: DMEM-S = 0 pg/ml). En el medio
DMEM-S + DMSO, 200 pg de TRH sintética reportaron una inmunorreactividad equivalente a 341
pg/ml {control: DMEM-S + DMSO = 22 pg/ml). La presencia de Dex 10 nM parece no interferir con la
inmunorreactividad tipo TRH de 200 pg de TRH sintética en DMEM-S + DMSO, que fue de 345 pg/ml
{control: DMEM-S + DMSO = 0 pg/ml) (Tabla 1).

Drogas (] ml; n=3) Picogramos
de TRH
(de scuerdo
a ¢pm)
DMEM-S 0
——BMEMS ¥ 300 pg TRA 353
DMS0 22
DMSO + 200 pg TRH 341
|| ~ DM30 + DEX 0
I DMSO + DEX + 200 pg TRH 345

Tabla 1. Interaccién del anticuerpe R2 con medios de cultive, DEX y TRH sintética. Se realizé
RIA con el anticuerpe R2 especifico contra la TRH, a partir de liofilizados de | ml de cada una de las siguientes
muestras: DMEM-§; DMEM-S + 200 pg TRH sintética; DMEM + DMSO (0.05 % de concentracién final de DMSQ);
DMEM + DMSO (0.05 %) + DEX 10 nM; DMEM + DMSO + DEX 10 nM + 200 pg TRH sintética. La proporcion
de TRH marcada, no desplazada de su unién al anticuerpo al final del ensayo, se determiné por el numero de cuentas por
minuto de radioactividad en un contador gamma y se convirtié para expresarlo como pg/ml.

b) Determinacién indirecta del procesamiento: Fué de interés conocer si existian precursores
almacenados de la TRH como la TRH-gly en las células hipotaldmicas en cultivo, o si en nuestras
condiciones la TRH provendria solo de sintesis de novo. Dado que el RIA de la TRH-gly se encuentra en
proceso de optimizacién, la determinacién de almacenamiento de la TRH-gly se realizé6 de forma
indirecta. La monooxigenasa .-amidante de peptidilglicina (PAM, por sus siglas en inglés) es la enzima
responsable de la conversién de la prolin-glicina carboxilo terminal de la TRH a prolina amidada, y por
lo tanto su activacién incrementa la sintesis del péptido maduro a partir de su precursor inmediato y esta
se logra ante la presencia de uno o varios de sus cofactores como 4cido ascérbico, cobre o zinc [94, 95].
Se realizaron ensayos en células hipotaldmicas fetales de rata mantenidas por 18 DIV con DMEM-S. Al
término de este periodo se retird todo el medio de cultivo y se sustituyd por 2 ml de alguna de las
sigujentes diluciones, para incubacién durante 24 h: DMEM-S (n=3), DMEM-S + 4cido ascorbico 100

pM (n=3), DMEM/F12-S (medio de cultivo que contiene cobre y zinc) {(n=3) y, DMEM/FI2 + acido
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ascorbico 100 pM (n=3). A las 24 h del tratamiento (19 DIV} se separé el medio de las células para
anilisis de contenido y liberacién de la TRH. El 4cido ascérbico 100 pM en DMEM-S produjo un
incremento del contenido celular de la TRH de 174439 % (1418i321 pg TRH/mg prot; n=3} en
relacién al 100£6 % del control DMEM-S (815452 pg TRH/mg prot). No se encontraron diferencias
significativas al comparar células incubadas en DMEM/F12-S con 110£9 % en el contenido celular de
TRH (896+76 pg TRH/mg prot) frente al 1006 % de la incubacién en DMEM-S (815+52 pg TRH/mg
prot). En contraste el dcido ascérbico 100 pM en DMEM/FI2 muestra un incremento significativo en el
contenido celular de 1a TRH de 231+58 % (2065+449 pg TRH/mg prot) frente a DMEM/F12 (89676
pg TRH/mg prot), y de 253+64 % cuando se compardé al DMEM-S (81552 pg TRH/mg prot). Los

cambios en la liberacién de la TRH al medio de cultivo no fueron significativos (Tabla 2).

CONTENIDO CELULAR LIBERACION AL MEDIO TOTAL
% pg TRH/mg prot % pz TRH/mg prot % pg TRH/mg
prot
DMEM-S 10046 81552 1007 1333+95 1006 2148%118
24 h (n=3)
Acido nscérbico 17439 14184321 70+£23 936300 110£12 23544256
{en DMEM-S)
24 h (n=3)
DMEM/F12-8 100+9 89676 100+35 10284354 100+ 18 19231350
24 h (n=3) (11049 vs DMEM-S) (78427 vs DMEM-S) (90£16 vs
DMEM-S)
Acido ascérbico 231x58° 2065+449 165455 16954566 196+52° 37604998
{en DMEM/F12-S] (253+64" vs DMEM-S) (127452 vs DMEM-S} (175447 vs
24 h (n=3) DMEM-S)

Tabla 2. Efecto del dcide ascérbico y medio de cultivo gue contiene cobre y zine (DMEM/FI12)
sobre el contenido y liberacion de TRH por parte de células hipotaldmicas fetales en cultive. Un
cultivo mantenido por 18 DIV se dividié en cuatro grupos de 3 cajas cada uno, a los cuales se le retird completamente el
medio de cultivo y se sutituyd por 2 ml de alguna de las siguientes preparaciones, una para cada grupo: DMEM-S, 4cido
ascorbico 10 uM en DMEM-S, DMEM/F12 o 4cido ascérbico en DMEM/F12, por un periodo de incubacion de 24 h
(19 DIV). Se indican los valores de la TRH en pg/mg proteina intracelulares, de liberacion al medio durante el
tratamiento y las suma de ambos + s.e.m. Los valores porcentuales se refieren a la comparacion contra los valores de
los controles tomados como 100 %. Analisis estadistico por ANOVA seguido por una comparacién LSD; *p<0.05.

¢) Liberacion de la TRH antes y después de tratamiento: Se estudiaron cinco grupos de cultivos de
células hipotalamicas en los cuales se midié la cantidad de la TRH que se liberé desde el DIV 16 hasta el
DIV 18 cuando se retird todo el medio de cultivo. Cada grupo se subdividié a su vez en subgrupos de
controles y muestras tratadas (Tabla 3). A los platos que se utilizaron como controles se les sustituyd el
volumen de medio en que se cultivaron de DIV |6 a DIV 18 por medio fresco (DMEM) y este se

mantuvo por periodos de 10, 20, 30, 60 o 120 min. Al final de estos periodos se determind la
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concentracién de la TRH intracelular y de la que se liberd a partir dei ultimo cambio. La concentracién
de TRH intracelular expresada en pg/mg de proteina se tomd como el 100 % en cada periodo y las
concentraciones de TRH liberada antes y después del ultimo cambio al DIV 18 se calcularon como una

proporcidn relativa al contenido intracelular (Tabla 3).

TRH liberada | TRH intracetular TRH liberads el DIV 18 por x
DIV 16 a DIV 18 minutos
pg/mg minutos con pg/mg pg/mg I
n proteing Yo medio fresco n roteing % n prateina o
118 | 420%154 LFZIL] 10 13 Emso—u [ 100241 23 164246 1016
07| J0aE1i4 25110 0 (K] TI083648 | T00Ed 13 136850 1127
[LL 292189 3139 A0 17 9451288 0030 17 T63%6d 17+7
151 397L139 74126 60 31 S37E271 100151 k]| 115£27 2115
56 93136 4718 120 13 - 201156 10028 14 96343 48121
$—_—m -

Tabla 3. Liberacion contra contenido intracelular de TRH. Se determiné por RIA la concentracién &
TRH que se liberd desde DIV 16 a DIV 18 en cultivos de células hipotaldmicas fetales de rata. De estos grupos se
emplearon subgrupos como controles de los tratamientos con drogas y en ellos se determind tanto la concentracién
intracelular de TRH la cual se expresa como pg/mg de proteina y se tomd en cada caso como el 100 %, como la
liberacién al medio fresco durante los tiempos seifialados. La concentracién de TRH liberada tanto desde DIV 16 hasta
DIV 18 como durante los periodos equivalentes a los tiempos de tratamiento ensayados se comparé contra el contenido
intracelular para determinar €] porcentaje de liberacion.

D. Determinacién de proteinas

Se hidrolizé la pastilla en 500 pl de NaOH IN, dejando reposar por 24 horas a temperatura ambiente.
Luego se agregaron 500 pul de agua milli-Q y se homogeneizé con la punta de una pipeta. Se centrifugéd
durante 10 min a 14,000 rpm y se tomaron duplicados de 100 pl los cuales se llevaron a 200 pl con
NaOH 0.5N. La curva estandar se prepar6 con triplicados de tubos conteniendo 5, 10, 20, 40, 60, 80 o
100 pl de BSA (Img/ml) los que se completaron a 100 pl con agua milli-Q més 100 pul de NaOH IN. A
todos los tubos (curva y muestras) se les ailadié 0.9 ml de Solucién E (ver apéndice), se agitaron y se
dejaron 10 minutos en reposo, posteriormente se agregaron 100 pl de Folin tiocalceus (1:1 con agua
milli-Q), se agitaron nuevamente y se dejaron reposar por 30 minutos y luego se leyeron las muestras

por espectofotometria (Espectofotémetro DU-650; Beckman) a 750 nm [87].

E. Extraccion de RNA total

A cada uno de los pozos o cajas de cultivo se les agregd 0.4 ml de solucién D mientras se mantuvieron

en hielo (ver apéndice), entonces se raspd el fondo con el émbolo de una jeringa y se recuperd la
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suspension resultante en un tubo al cual se afiadieron 40 pl de acetato de sodio 2M, pH 4 y se agité en
vortex. Se adicionaron 400 pl de fenol saturado con agua y la mezcla volvié a agitarse para recibir
posteriormente 80 Wl de cloroformo isoamil-alcohol y agitar en esta ocasién hasta observar el liquido
con aspecto lechoso esto fué por aproximadamente 10 segundos, tras de lo cual se mantuvieron todos
los tubos 15 minutos en hielo antes de centrifugar. La centrifugacién se llevé a cabo por 17 minutos a
13,000 g/4" C. Al terminar fueron retiradas las muestras en una gradilla a temperatura ambiente para
extraer la fase acuosa y colocarlas posteriormente en hielo, en donde se anadieron 0.45 ml de
isopropanol absoluto. Luego se agitaron en vortex y volvieron a centrifugarse por 22 min., a 13,000
2/4° C. Se desech6 la mayor parte del sobrenadante dejando una cantidad suficiente para cubrir la
pastilla y a esta se le agregaron 0.3 ml de solucién D mas 0.3 ml de isopropanol absoluto. La muestra
fué incubada a -20°C toda la noche. Después de la incubacién se agitaron las muestras en vortex para
disolver sales. Se centrifugd por 22 min., a 4°C x 13,000 g y al final se deseché todo el sobrenadante
salvo una pequeifia cantidad que cubriera la pastilla, todo en un solo movimiento, para evitar que hubiera
un desprendimiento de la muestra y en seguida se agregaron 400 pl de etanol al 70 % a cada tubo y
nuevamente se centrifugé por 22 min., a 4° C x 13,000 g. Finalmente todo el sobrenadante fue
desechado y la pastilla fué mantenida expuesta al ambiente para su desecacién. La pastilla seca fué

disvelta en un volumen de 15 o 30 pl de H2O tridestilada con dietilpirocarbonato (DEPC) segin la

densidad celular inicial. Se mezcl6 con la punta de una pipeta y se tomaron 2.5 yl para diluir en 500 pl

de agua tridestilada estéril y leer por espectrofotometria en 260 nm [88].
F. Transcripcion reversa

De acuerdo a la cantidad de RNA total se tomé el volumen necesario de cada muestra para una
concentracion de | pg y se resuspendié en 12 pl de H2O con DEPC. Las muestras se calentaron a 65° C
por 5 min e inmediatamente después se depositaron en hielo. La mezcla de reaccién para transcripcion
correspondié a un volumen de 20 pl por tubo compuesto de: 8.9 pl de agua bidestilada estéril con
DEPC, 6 pl de buffer RT (reverse transcriptase-BRL) 5X, 3 yl de DTT 0.1 M 10X, 0.6 ul (200 uM) de
dNTPs 10 mM, | pl de oligo dT 0.5 pug/ul y 0.5 pl de transcriptasa reversa (BRL) 200 U/ul. Se agitd la
mezcla antes de agregar la enzima. Las muestras se incubaron a 37° C durante 2 hrs y al terminar fueron

colocadas en hielo para continuar con la PCR, o se almacenaron a -20° C.
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G. Reaccién de la polimerasa en cadena (PCR)

Se realizé en un volumen final de 50 pl que estaba compuesto por 6 pl de cada muestra de la
transcripcion reversa, mas 44 ul de la siguiente mezcla de reaccién: 33.5 pl de agua bidestilada estéril, 5
ul de buffer Taq DNA polimerasa 10 X, 1 ul de dNTPs 10 mM, 1 pl de oligonucleétido TRH3s 100
ng/ul y 1 pl de oligonucledtido TRH4as 100 ng/ul L (o 1 pl de oligonucledtido G3PDH 1s y 1 ul de
oligonuclestido G3PDH 2as para la amplificacién de la enzima como contro! interno). Se agitaron las
muestras con sus respectivas mezclas en vortex sin las enzimas, y luego se agregd 0.5 ul por tubo de la
enzima Taq DNA polimerasa 5U/ul. A todas las muestras se les protegié de la evaporacién cubriéndolas
con 50 ul de aceite mineral. Para iniciar la amplificacion durante 30 ciclos en un termociclador
programado en una secuencia de 1’15’ a 95°C, 1’ a 60°C y 1' a 72°C por ciclo, mas una corrida final
de 15° a 72° C. Al terminar se retiré el aceite mineral y se continué con la electroforesis o se

almacenaron las muestras a 4°C.

H. Electroforesis en gel de cDNA de G3PDH y cDNA de pre-pro-TRH

Los productos de PCR fueron separados en geles de agarosa al 2%, para lo cual se tomaron 10 pl de
cada reaccién de PCR (TRH y G3PDH) mas 2 pul de buffer de carga (ver apéndice). La electroforesis se
Ilevé a cabo con 100 V. Al terminar la corrida el gel se tifié con bromuro de etidio por {0 min., se lavd
dos veces con agua desionizada y la imagen se capturd por densitometria asistida por computadora en

un Multianalizador Fluor-S (BIO-RAD) para su analisis.

I. Andlisis estadistico

Como prueba estadistica se utilizé el analisis de varianza (ANOVA) seguido por una comparacion

miltiple de minimas diferencias significativas (LSD), considerando significativos valores de p < 0.05.
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VII. RESULTADOS
A. Efecto de diversos tratamientos sobre la sintesis de la TRH

1. Contenido celular de Ia TRH y liberacién al medio.- El 8Br-AMPc produjo una respuesta rapida,
con un incremento significativo en la liberacion de la TRH a los 60 min de tratamiento. A los 120 min
el aumento en la liberacién con respecto al control, se sostuvo bajo el efecto del nucledtido pero ademias
pudo detectarse que este iba acompafiado por una elevacién igualmente significativa en el contenido
celular del neuropéptido. A las tres horas el nivel de la TRH intracelular regreso a valores cercanos al

control, no obstante la liberacion mantuvo la diferencia estadistica observada en las dos horas previas

(figura 4).
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Fig 4. Efectodel 8Br-AMPc sobre el contenide y liberacidn de TRH por parte de células
hipotaldmicas fetalex en cultivo. Cultivos mantenidos por 18 DIV fueron tratados con 8Br-
AMPc | mM por 10, 20, 30,60, 120 y 180 minutos. La concentracién de TRH intracelular y
liberada sc determind por RIA. a) TRH intracelular incremento significativo a log 120 min
de 279.8+23.3 % [control (n=3) 33.5%2.9 pg TRH/myg proteina. = 100x8.6 %). b) TRH
liberada: incrementos significativos a los 60 min: 243.5£38.6 % [rangos de controles (n=16):
47.8+8.2 a 229.2+74.3 pg TRH/mgproteina = 100%£17.4 %]: 120 min; 180.9+4.9 % [control
(n=3): 206.4%22.5 pg TRH/mg proteina = 100x11 %)y 180 min: 194x14.9% [control (n=3):
92.7x16 pg TRH/my proteina = 100+17). Andlisis estadistico por ANOVA seguido por una
comparacion LSD: ***n < 0,001 en comparacién al control.
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De manera semejante a lo ocurrido con la exposicién de las células a 8Br-AMPc, el tratamiento con
TPA 100 nM por 120 min, produjo en las células hipotalimicas un incremento significativo de
aproximadamente dos veces en el nivel intracelular de la TRH. En contraste la liberacién no mostréd
diferencias estadisticamente significativas durante las primeras dos horas pero a los 180 minutos el
incremento en el nivel de la TRH respecto al control en el medio de cultivo fue significativo como

ocurrié cuando las células fueron expuestas a 8Br-AMPc (figura 5).
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Fig 5. Efectodel TPA 100 nM sobre el contenido y liberacién de TRH por parte de cdulas
hipotaldmicas fetales en culivo. Cultivos mantenidos por 18 DIV fueron tratados con TPA
100 nM por 10, 20, 30, 60, 120y 180 minutos. La concentracién de TRH intracelular y
liberada se determind por RIA. a}) TRH intracelular: incremento significativo a 1os 120 min
de 203.8+31.3 % [control (n=7): 82.5- 1145 pg TRH/mg de proteina. = 1004.6 %) b) TRH
liberada: disminucién significativa de 37.7+2.4 % a los 180 min [Rangos.- control (n=5):
50.9- 137 pg TRH/mg de proteina = 100+14.2 %]. Andlisis estadistico por ANOVA seguido
por una comparacién LSD: *p<0.05 **p < 0.01 en comparacion al control.
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Las neuronas tratadas con dexametasona en dosis 10 nM mostraron incrementos significativos en el
nivel de la TRH intracelular a los 30 min (la respuesta mdas rapida entre los demds tratamientos
ensayados en este trabajo), y a los 120 min, semejante a lo que se observé bajo la accién de 8Br-AMPc
o TPA en el mismo lapso pero con una magnitud mas discreta. Se produjo incremento en la liberacion

a los 120 min, que coincidié con el aumento en el contenido celular pero no fué estadisticamente

significativo (figura 6).
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Fig 6. Efecto DEX sobre el contenido y liberacion de la TRH por parte de células hipotalimicas
fetales en cultivo, Cultivos mantenidos por 18 DIV fueron tratados con DEX 10 nM por 10, 20, 30, 60, 120 y
1 80 minutos. La concentracion de TRH intracelular y liberada se determind por RIA. a) TRH intracelular; incrernento
significativo a los 30 minutos de 172.5+26.1 % [Rangos control (n=9): 26.6 - 190.6 pg/mg de proteina = 100£15 %] y
a los 120 min, de 152.7+8.3 % [Rangos control (n=7): 82.5 - 114.5 pg/mg de proteina = 100+4.6 %]; b) TRH
liberada: no se detectaron cambios significativos en la liberacién de TRH al medio de cultivo. Andlisis estadistico por
ANOVA seguido por una comparacion LSD: *p < 0.5 y ***p < 0.001 en comparacién al control.
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Las evidencias tanto in vivo [83] como in vitro [86] sugieren que la expresién de mRNA de TRH estd
sujeta al efecto tanto de segundos mensajeros como de hormonas glucocorticoides, y que puede existir
algin tipo de entrecruzamiento entre las sefiales originadas por ambos tipos de estimulos. Para
determinar si la posible comunicacién cruzada se manifiesta también en la biosintesis del péptido, se
llevaron a cabo ensayos sobre el contenido y liberacién de la TRH en la presencia simultanea de
segundos mensajeros y DEX. La presencia simultanea de DEX y 8Br-AMPc produjo una respuesta
predominante sobre la liberacion de la TRH al medio de cultivo, con un incremento de
aproximadamente 4 veces respecto a los niveles del control 2 los 60 min y de 2 veces a los 120 minutos.
El contenido celular de la TRH no mostré cambios aparentes durante estas dos primeras horas. Sin
embargo en ambos compartimentos fué evidente que el comportamiento del péptido fué hacia la
disminucién pues la concentracion intracelular reporté un decremento estadistico a los 180 minutos en

tanto que la liberacion al medio de cultivo regreso a valores semejantes a los del control (figura 7).
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Fig 7. Efecto de DEX en combinacidén con 8Br-AMPc sobire el contenido y liberacidn de TRH por
paric de cédlulas hipotaldmicas fewles en cultivo. Cultivos mantenidos por |8 DIV fueron tmtados
con DEX 10 nM en combinacién con 8Br-AMPc | mM, por 60, 120 y 80 minutos. La concentracién
de TRH intracelular y liberada se determiné por RIA. a) TRH intracelular; A los 180 minutos hubo
una disminucién significativa en el contenido celular de 55.3 = 11.5 % [Rangos control (n=21): 28,9 —
217.5 pp/my dec proteina =« 100 + 8.8 %] . b) TRH liberada: incremento significativo de 406.7x:108, 1
% [Rangos control (n=5): 33.9 — 1952 pg TRH/mg de proteina = 100+10. 1 %), y 229.5:37 [Rangos
control{in=7); 69.7 — 1 27.2 pg TRH/ mg de proteina = 100+82 %], a los 60 ¥ 120 min,
respectivamente. Anidlisis estadistico por ANOVA sepuido por una comparacion LSD: * p <005y
#**n =< 0.001 en comparacidn al control,
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La presencia simultinea de DEX con el éster de forbol TPA mostré un efecto semejante al de la
combinacién Dex + 8Br-AMPc con respecto a los niveles intracelulares de la TRH que se mantienen
cercanos a los controles a los 60 y 120 min. A los (80 minutos se midid una disminucion significativa.

La liberacion se incrementé estadisticamente a los 120 min, y regresé a valores cercanos al control a los

180 min (figura 8).
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Fig 8. Efecto de DEX n combinacidn con TPA sebre el contenido y liberacidn de TRH por parte de
células hipotaldmicas fetales en cultivo. Cultivos mantenidos por 18 DIV fueron tratades con DEX
10 tM en combinacién con TPA 100 nM por 60, 120 y 180 minutos. La concentracién de TRH
intracelular y liberada se determind por RIA. a) TRH intracelular: disminucidn significativa a los 180
min de 55.328.7 % [Rangos de control (n=21): 28.9 — 217.5 pg/mg de proteina = 100+8.8]. b) TRH
liberada: incremento significativo a los 120 minutos de 207.6£23.9 % [Rangos.- control (n=7): 69.7 -
127.2 pg/mg de protema =100 £8.2 %)]. Andlisis estadistico por ANOVA seguido por una

comparacién LSD: * p <0.05 y ** p < 0.0] en comparacidn al control.
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2. Cambios en la concentracion total de Ia TRH y su comparacién con los niveles del mRNA de la
TRH: En este trabajo se estudid el efecto de 8Br-AMPc, TPA y DEX como mediadores potenciales de
la regulacion de la biosintesis de la TRH. Las respuestas a tales efectores en la expresion del mRNA de
la TRH por el mismo tipo de células y en idénticas condiciones de cultivo y tratamiento, ya se han
reportado [86] y constituyen un antecedente directo de esta tesis por lo cual los resultados obtenidos
con respecto al péptido se compararon contra los del mensajero. La TRH total (intracelular + liberada al
medio) en las neuronas tratadas con 8Br-AMPc mostré incrementos significativos de 160+25 % y
230425 % a los 60 y 120 min respectivamente. Ambos resultados presentan el mismo comportamiento
que el observado para el mRNA el cual incrementa sus niveles hasta 4 veces con respecto al control a los
60 minutos y se mantiene en el mismo promedio una hora después. El paralelismo encontrado se pierde
a las 3 hrs, porque el péptido vuelve a niveles normales en tanto que el mensajero incrementa su nivel
hasta 5.6 veces cuando se compara con su respectivo control.

El nivel de la TRH celular liberada bajo el tratamiento con DEX presenta un pico de incremento a los
30 minutos de 173£26% y luego otro a los 120 min de 149+£29 % semejante al aumento que ocurre a
este tiempo por el tratamiento con TPA, de 15529 %. Aunque estos dos puntos coinciden en su
tendencia con las mediciones andlogas del mensajero, la cinética total se comporta de diferente manera
pues el mRNA mantiene su incremento a las tres horas y el nivel de la TRH total en cambio regresa a
niveles aproximados al control. La dexametasona asociada con 8Br-AMPc muestra una tendencia hacia
la inhibicién con un incremento significativo a la hora de 280+71%, el cual disminuye a 165%34% a las
dos horas y a 55.6+£25% a las tres horas, ambos valores significativos respecto al control. Esta cinética es
francamente inversa cuando se compara con la cinética que se obtiene con los valores del mensajero con
este tratamiento. DEX en combinacién con TPA también causa un aumento significativo de 150+32 %
en el TRH hipotaldmico a los 60 min, el cual se mantiene sin cambios aparentes en promedio a los 120
min, 15925 % volviéndose sin embargo, menores al control a las tres horas 59+8 %. Las neuronas
hipotaldmicas en cultivo en presencia de DEX en combinacién con 8Br-AMPc¢ y TPA, sugieren una

inhibicion muy clara a los 60 y 180 min en los niveles del péptido (Tabla 4).
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a)

10 min 20 min min
MEM 100£7.9 (n=25) | 100£4.7 (n=14) | 100£10.9 (n=14}
Br-AMP¢ 117.648.4 (n=23)] 90.2+7.3 (n=14) | BBx12.6 (n=14)
DMSO 100££5.2 (n=8) 100+9.1 (n=4) 10015 (n=9)
DEX 79222 (n=6) 1135277 (n=3) [172.5£26.1 (n=7)
TPA T2.9:11.2 (n=6) | 131.4x16.7 (n=3)[ 136.422%.4 (n=7)
b)
60 min 120 min _ 180 min
RNAm RNAm RNAm
TRH TRH TRH TRH TRH TRH
100£10.6 100+6.2 (n=6) 100+4.5
DMEM 1005 (n=132) 10073 100£6 (n=3)
160.1£24.8 230.4+24.5 49.6x24 ]
8Br-AMPc 43023 {n=32) * J76+34 {n=6} * S67£7 {(n=3)
[00£6.6 100+4.5 160+7.5 "
DMSO 100 {n=29) 100+13 {n=14) 100£20 {n=26)
114.9+194 14874204 T17.7x25.2 ||
DEX 421E75 (n=19) 580168 {n=6) * BhdEA3 (n=18)
1234421 154.529.1 76.3x14.2
TPA 102121 (n=14) 47914 (n=6) * 55447 (n=16)
280+£70.9 T6d.6 2 34T 55.6+8.7
DEX+AMP¢ 32612 {n=19) * 2877 {n=6) * 331+4i2 (n=12) *
150£31.6 158.6224.7 58.4+8
DEX+TPA 35090 {n=13) * 763482 {n=6) * 12664+56 (n=22) *
92492 40£7.7
DHA+T [ ceveeveuncn [T T [ (S [ — {n=13) *

Tabla. 4. Comparacién entre RNAm y concentracion total de TRH. Los valores de TRH representan la
suma de las concentraciones intracelular y liberada en pg/mg proteina + s.e.m., y estin expresaddos como porcentaje =
5.e.m., respecto al cotrol respectivo (DMEM o DMSQ) tomado como el 100%. a) Cambios en el TRH total durante
10, 20 y 30 min; b) Cambios en el TRH total a los 60, 120 y 180 min y su comparacién con los cambios reportados
por Pérez Martinez et al, 1998 [87] en el RNAm (en italicas) bajo los mismos tiempos y tratamientos,

3. Efecto de dexametasona en ausencia de sintesis de proteinas: Existe el antecedente de que el efecto
de DEX durante | hora en cultivos de células hipotaldmicas se manifiesta como un incremento en los
niveles d¢ RNAm de TRH [86] v en el presente trabajo dicho tratamiento produjo un aumento del
contenido de TRH a los 30 min, en las mismas condiciones de cultivo. Se ha reportado que la presencia
de DEX por 7 dias induce una elevacion en los niveles de mRNA de la TRH, c-fos y c-jun en neuronas
diencefélicas en cultivo [96]. El bloqueo de la expresion de CREB por medio de oligos antisentido
anula en este caso el incremento de los mensajeros de c-fos y c-jun. Estos datos sugieren que la DEX
requiere a mediano plazo la sintesis de factores de transcripcion como FOS o JUN para producir un
efecto sobre la expresion del gen de la TRH y que CREB es un intermedianio en la accion del
glucocorticoide [97]. Con el fin de determinar si la DEX requiere de sintesis de proteinas para producir

efectos en la expresion del mRNA de la TRH en periodos breves, se trataron grupos de células con CHX

para inhibir la sintesis de proteinas en ausencia y presencia de DEX y 8Br-AMPc. Estos ensayos
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demostraron que la preincubacién con CHX no produce ninguna diferencia en los niveles de mRNA de
la TRH cuando se comparan a los controles. Por otra parte, el incremento del mRNA de la TRH que se
observa cuando se trata a las células con DEX por | hora, no se modifica si antes se ha inhibido la
sintesis protéica con CHX. Los incrementos que se observan en el mRNA de la TRH bajo la accién de
DEX u 8Br-AMPc se anulan e inclusive existe una tendencia a la inhibicién cuando se asocian las dos
drogas. La preincubacién en presencia de CHX contrarresta la inhibicion en los niveles del mRNA de la

TRH que se produce por efecto de la asociacion de DEX + 8Br-AMPc (Tabla 5).

" Tratamiento I Promedio %

" |DMSO (90 min)} 100+7

" [DMSO + CHX (90 min)] 100£4
IDMEM (30 min)) + 1717 "
|DEX (60 min)|
[DMEM + CHX (30 min)| 154£8 "

+ |DEX (60 min)|

[DMEM (30 min)| + BO+5
|DEX + 8Br-AMPc (60 min)}

{DMEM +CHX (30 min)| + 12745
DEX + 8BrAMPc (60 min)

Tabla. 5. Efecto de cicloheximida (CHX}, dexametasona (DEX) y 8Br-AMPc en la expresion de
RNAm de TRH. Cultivos hipotaldmicos mantenidos por 18 DIV fueron tratados por la primera droga o
combinacién encerrada en corchetes por el tiempo sefialado en el paréntesis. Al término de dicho tiempo se afiadio la
droga o combinacion encemrada en ¢l siguiente corchete por el tiempo adicional indicado y sin retirar el primer
tratamiento. Coando se tratd a las células con CHX y alguna otra droga, la primera se agreg6 30 min antes. Los niveles
de mRNA de TRH se determinaron por RT-PCR usando la enzima G3PDH como control interno. Las imdgenes de los
productos de PCR en geles tefiidos con bromuro de etidio fueron capturadas por densitometria asistida por computadora
(Multianalizador Fluor-S, Bio Rad) en U.A y se registraron como cambios porcentuales respecto al control
{DMSO0=0.613 £ 0.04 U.A = 100 £ 7 %). DMEM: Dulbecco’s Medified Eagle’s Medium. DMSOQ: dimetilsulféxido.

B. Efecto de la presencia de hormonas tiroideas por tiempos cortos sobre la expresién del mRNA

de la TRH.

Se realizaron ensayos para determinar el efecto de las hormonas tiroideas sobre la sintesis neuronal de
mRNA de la TRH durante periodos breves de tiempo y su relacién con algunos de los posibles
reguladores de la biosintesis de la TRH. En nuestras condiciones de cultivo, la tnica fuente de hormona
tiroidea proviene del suero bovino fetal que proporciona una concentracién final de T, por plato o

pozo, de 20 nM. Tampoco existe informacién sobre la cantidad que esto produzca de T; que es la
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forma mas activa de la hormona. En el humano la concentracion de T,total es alrededor de [00 nM en
el eutiroidismo en tanto que T, y T, libres en plasma tienen concentraciones de 0.03 y 0.02 nM
respectivamente [98] y en la rata la concentracién plasmética media de T, requerida para suprimir el
mRNA de la pro-TRH en hipotalamo a niveles eutiroideos es de 110.3 ng/dL, similar a lo que se
requiere para suprimir la secrecién de la TSH de la pituitaria anterior esto es 108.7 ng/dL o 2 nM [99].
Diversos trabajos que estudian efectos de T, sobre cultivos neuronales emplean la concentraciones 1 o
10 nM [100, 101, 102]. Tomando en cuenta estos datos se realizé primero una curva dosis-respuesta a
T, por 24 horas, en un rango de dosis que fueron desde 0.01 nM hasta 10 pM inclusive, ante la duda de
la concentracion fisioldgica de T, libre, es decir disponible para tener un efecto en las células
hipotaldmicas de la rata. Se observd primero una inhibicién con la dosis 0.01 nM y luego dos fases de
incrementos progresivos la primera desde 0.1 nM hasta 10 nM en el mRNA de la TRH interrumpida
con la dosis 100 nM cuando los valores del mensajero vuelven a niveles cercanos a los controles y una

segunda fase con las concentraciones 1 y 10 uM (figura 9).
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Fig. 9. Efecto dosis-respuesta de trifodotironina (T, sobre laexp residn de mRNA de TRH.
Células hipotalamicas fetales cultivadas durante 18 dias y dspués tratadas con diferentes dosis de
T, durante 24 h. Los niveles de mRNA de TRH fueron determinados por RT-PCR usando a la
enzima G3PDH como control interno. Las imigenes de los productos de PCR en geles teflidos
con bromuro de etidio se capturaron por densitometria asistida por computadora (Multianalizador-
Fluor-S, Bio-Rad} en U.A y se graficaron como cambios porcentuales respecto al control (0 nM
Ta = 0.212£0.01 U A, tomado como el 100 %). Cada barra representa el promedio = s.eem (3
platos por cada una). Andlis estadistico por ANOVA seguido por una comparacidén LSD: *
p<0.05 comparado al control.
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La cantidad de cDNA de TRH obtenida por RT-PCR fue corregida con los valores del cDNA de
G3PDH, encontrindose las diferencias descritas; no obstante dicha enzima no resulta un control interno
idéneo debido a que su comportamiento es similar al observado para el RNA de la TRH con
incrementos significativos respecto al control en los grupos tratados con las concentraciones 1, 10 nM y
1 UM aunque de modo mas discreto.

Después se realizd otra curva dosis-respuesta con el fin de determinar si las hormonas tiroideas tienen
la capacidad de afectar la expresién del mRNA de la TRH en periodos breves de tiempo. Se decidid que
el periodo de tratamiento fuese de 3 horas, tomando en cuenta que este fué el mayor lapso dentro dei
rango de tiempos que en este trabajo hemos considerado como cortos: 30, 60, 120 y 180 min, con lo
que seria tedricamente mas factible que una mayor cantidad de hormona se transportara al interior del
nucleo con respecto a los periodos mas breves. Ademas seria posible también la comparacién de estos
resultados con aquellos observados con otros estimulos a tiempos semejantes. La respuesta obtenida con
este ensayo fué un incremento significativo con la dosis ! nM que se mantuvo hasta la dosis 1 uM
inclusive. Con la concentracién 10 uM los niveles de mRNA de la TRH regresaron a valores cercanos al
control. La cantidad de cDNA de TRH obtenida por RT-PCR fue corregida con los valores del cDNA
de G3PDH (figura 10).
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Fig.10. Efecto dependiente de la dosis de trifiodotironina (Ty) sobre la expreson de mRNA de
TRH. Células hipotalAmicas fetales cultivadas durante 18 dias ¥y después tratadas con diferentes
dosis de T, durante 3 h. Los niveles de mRNA de TRH fueron determinados por RT-FCR usando
ala enzima G3PDH como control interno. Las imagenes de los productos de P CR en geles
tefiidos con bromuro de etidio se ¢ apturaron por densitometria asistida por computadora
(Multianalizador-Fluor-S, Bio-Rad) en U.A. ¥ se graficaron como cambios porcentuales respecto
al control (O nM T, = 0.25+0.06 U. A .. tomado como el 100%).Cada barra representa ¢l promedio
+ s.e.m. (3 platos por cada una, excepto 100 nM n=2)). Andlisis estadistico por ANOV A seguido
por una comparacion LSD: * p<0.05 comparado al control.
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La concentracién de T; | nM se aproxima a los valores considerados necesarios para mantener el
eutiroidismo en rata [103), y ademas fue suficiente para observar una respuesta rapida significativa en la
expresion del mRNA de la TRH. Por lo tanto se empled tal dosis como suplemento del medio de cultivo
con ¢l que se sembraron y mantuvieron células hipotalamicas fetales de rata durante 14 dias. El objetivo
fue el de evaluar el estado de las células al final del cultivo con relacidn a la sintesis de mRNA de la
TRH puesto que no se sabe si hay conversiéon de la T4 que proporciona el SBF, y si lo hay, si este es
suficiente para mantener un cultivo en condiciones eutiroideas. El tratamiento con hormona tiroidea se
comparé con un control mantenido con DMEM + DMSO, con un grupo tratado con corticosterona en
dosis de 100 nM y con otro grupo en el cual se asociaron a las dos hormonas en las dosis descritas. No
se observaron diferencias significativas en los niveles de mRNA de la TRH entre los grupos de

tratamiento (figura 11).
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Fig.tl. Efecto de triiodotironina (T y corticosterona (B) sobre los niveles de mRNA de TRH.
Cultivos hipotalamicos mantenidos por 14 DI V con alguno de los siguientes tratamientos: T, |

nM o corticosterona {00 nM o fa ombinacion de ambas a las mismas concentraciones. El mRNA
de T RH sedeterminé por RT-PCR usando a la enzima G3PDH como control interno. Las
imagenes de los productos de PCR en geles tefiidos con bromuro deetidio fueron capturadas por
densitometria asistida por computadora (Multianalizador-Fluor-S, Bio-Rad) en U.A., y se
graficaron como cambios porcentuales respecto al control (DMSO=100+8.4 %). Cada barra
representa el promedio £ s.e.m.(el ntimero dentro de la barra indicala suma de los platos de dos
cultivos, por grupos de tratamiento). Andlisis esmadistico por ANO VA seguido por una
comparacion LSD.
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Los resultados anteriores sugirieron que la sintesis d¢ mRNA de la TRH, aparentemente no se alterd
con la presencia a largo plazo de hormonas tiroideas a una concentracién de T, | nM. La siguiente
pregunta fue relativa a saber si estas condiciones de cultivo modificaban la capacidad de respuesta de las
c€lulas frente a estimulos agudos al compararlas a las respuestas de las células cultivadas en nuestras
condiciones habituales. Para responder a dicha pregunta se mantuvieron dos grupos de cultivo, uno de
ellos con medio suplementado con DMSO y el segundo con T, en la dosis 1 nM. Al DIV 18 se dividié
cada grupo en 4 subgrupos que se trataron a su vez durante una hora con DMSO, DEX 10 nM,
Corticosterona 100 nM o T; InM respectivamente. Se extrajo el RNA para RT-PCR o se realizé
inmunocitoquimica. La respuesta del mRNA de la TRH indica que los estimulos agudos aplicados
incrementan su expresion significativa en ambos grupos de cultivo, sin embargo permiten observar
también que esta expresién es mayor en el grupo cultivado con hormona tiroidea. Ademés que la T,
actuando como efector a corto plazo tiene la capacidad de influir sobre los niveles del mensajero de la

TRH (figura 12).
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Fig.12. E fecto de Dexametasona (Dex), Corticasterona (B), o Triiodotironina (Ty) s obre los
niveles de mRNA de TRH. En un cultivo decélulas hipotalamicas fetales de rata se mantuvieron
dos grupos por 14 dias: con DMSO (diagonales) o con T, InM (horizontales). Ei DIV 14 cada
grupo se dividié en4 subgrupos alos cuales se les sustituyé el medio condionado poralguna de
las siguientes drogas que se mantuvieron por | h: DMSO como control, Dex 10 nM, B 100 nM o
T, |. Los niveles de mRNA de TRH se determinaron por RT-PCR usando a la enzima G3PDH
como control interno, Las imdgenes de los productos de PCR en geles tefiidos con bro muro de
etidio fueron capturadas por densitometria asistida por computadora (Multianalizador-Fluor S,
Bio-Rad) en U. A, y se graficaron como cambios porcentuales respecto al control, tomadoe como el
100 % Cada barrarepresentasu promedio + s.e.m. Andlisis estadistico por ANOV A seguido por
una comparacion LSD: *p<0.05
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VIIL. DISCUSION

Un estimulo fisico genera en un organismo la transmisién de una sefial desde la piel hasta el sistema
nervioso central, en cuestion de segundos. Independientemnente de si este estimuio llega a la corteza y si
es consciente o no (fundamentalmente en el humano), proporciona informacién hacia diversas regiones
del encéfalo que controlan funciones vegetativas [104] como lo ejemplifica la transmision de
informacién térmica desde la piel hasta el tilamo e hipotdlamo a través del tallo encefalico [33]. El frio
produce un incremento en el mRNA de la TRH en el NPV a los 30 minutos de iniciado el estimulo, y a
los 5 minutos un incremento de corticosterona en el suero, del 45 % con respecto a los niveles basales
[83). Si la elevacion del nivel plasmatico del glucocorticoide es consecuencia del efecto simpatico sobre
las glandulas suprarrenales, o de la accién de la ACTH liberada a la circulacién por la adenohipdfisis en
respuesta a un estimulo hipotalamico aln no es claro, pero de acuerdo a sus facultades como regulador
de la biosintesis de TRH origina preguntas relativas a su participacion en respuestas agudas a un estimulo
y a su interaccion con las vias activadas por la neurotransmision.

En este trabajo se estudiaron en un modelo in vitro fenémenos potencialmente involucrados en la
regulacién tanto neural como hormonal de la biosintesis de la TRH. Para ello se realizaron ensayos con
ciertos factores que llegan a presentar cambios paralelos a la activacién del eje hipotdlamo-hipo6fisis-
tiroides como son las vias de activacién de PKA, PKC, las hormonas glucocorticoideas y las tiroideas.

La respuesta de los niveles de TRH a 8Br-AMPc y TPA sugiere que como elementos de las cascadas
de sefializacion iniciadas por estas drogas, tanto PKA como PKC participan en la regulacién de la
biosintesis de TRH [47]}, tomando ademas en cuenta la presencia en el promotor del gen de la TRH de al
menos dos secuencias imperfectas que unen a la proteina de unién al elemento de respuesta al AMPc
(CREB; por sus siglas en inglés) asi como a AP-1 a -10] y -59 pb respectivamente [25, 26]. En un
sistema neuroendocrino analogo al de la TRH como es el adrenal, la fosforilacién de CREB en respuesta
a la accion de PKA ha sido demostrada como un fenémeno rdpido (aproximadamente 5 min) paralelo a
la sintesis de RNA heterogéneo nuclear de la hormona liberadora de corticotropina (CRH, por sus siglas
en inglés) en neuronas neurosecretoras parvocelulares [105]. Por otra parte, CREB es un factor
necesario para la expresion de mRNA de CRH vy liberacién de la CRH en hipotalamo, asi como para la
expresion de mRNA de POMC vy, liberacion de ACTH en la adenohipéfisis en un periodo de

aproximadamente 30 min [106]. Estos datos apoyan la idea de que la rapidez del incremento de la TRH
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en neuronas tratadas con 8Br-AMPc, depende de la accion de CREB sobre la expresion del gen y la
biosintesis del péptido. No obstante ain no se cuenta con una evidencia clara respecto a que la TRH
detectada, en efecto provenga de la traduccidn del mensajero recién sintetizado y cabe la posibilidad de
que también se active algitn paso en el procesamiento. En este sentido se ha identificado una secuencia
CRE en el promotor det gen de la convertasa PC2, una de las enzimas encargadas de cortar a la pro-
TRH en los pares de aminoécidos basicos que flanquean las secuencias de TRH [107], aunque tampoco
existen referencias de una regulacién directa por parte de las vias activadas por AMPc, sobre esta o
alguna otra enzima de procesamiento.

El incremento de la TRH que se observa a los 60 minutos con 8Br-AMPc se manifiesta solamente
como liberaciéon al medio de cultivo. En modelos de estudio semejantes, como es la liberacion del
péptido relacionado al gen de calcitonina en cultivos primarios de ganglios de las raices dorsales de rata
adulta, se ha considerado a la liberacién que se presenta en respuesta a db-AMPc, como un proceso que
se produce en forma no regulada como reflejo de la sintesis del péptido y a su vez esta como una simple
consecuencia del incremento en la expresion del mensajero. Sin embargo, las vias de sefializacion
intracelular dependientes de AMPc (principalmente PKA) han sido implicadas también en otros
fenémenos distintos a la regulacién de la expresién génica tales como: secuestro de Ca’* en almacenes
sensibles a tapsigargina [108], oscilaciones de calcio en melanotropos [109], incremento de la
utilizaciéon de canales de calcio en musculo [110], liberaciéon de hormona de crecimiento [111],
exocitosis de amilasa de acinos pancreaticos [112], inhibicién de la liberacién de fosfatasa alcalina de
células osteoblasticas humanas [113], liberacién de NPY de células fetales cerebrales en cultivo [114],
etc., lo que hace candidato al AMPc como un factor capaz de producir por si mismo liberacion de otros
neuropéptidos (en este caso TRH) al permitir la entrada del calcio extracelular, mediante la apertura de
canales de calcio dependientes de voltaje, lo que produciria una agregracién de las vesiculas de
almacenamiento, su unién a la membrana plasmatica de la terminal axoénica y la liberacién del
contenido, independientemente del efecto que tenga sobre la expresién de los genes o sobre los niveles
del mensajero. El aumento en el contenido celular detectado a los 120 minutos hace suponer que a este
tiempo el nivel del péptido si es un reflejo de la expresién del mensajero (que también se encuentra
incrementado en este momento {86]) y su traduccién, manteniéndose el efecto secretorio del 8Br-AMPc

sobre la TRH.
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El retorno de la TRH intracelular a niveles semejantes a los del control podria entenderse entonces
como el resultado de la accion del nucledtido como secretagogo mantenida hasta los 180 minutos,
independientemente de si en este momento hay incremento de la traduccién o del procesamiento. No
obstante, el nivel de la TRH en el medio de cultivo en este tiempo no indicd secrecion reciente. La idea
de una inhibicién potencial de la biosintesis (represién de la expresioén génica, disminucién en la vida
media del mRNA, inactivacion de las enzimas de procesamiento) producida por 8Br-AMPc no explica
suficientemente la disminucién en el nivel de la TRH, porque al menos deberia observarse la
acumulacién del péptido en el medio durante las dos hora previas. La hipdtesis en este caso, de
degradacion de la TRH en el medio de cultivo, se ve apoyada por el hecho de que se ha identificado
actividad tipo PPII en fracciones membranales de células hipotaldmicas o corticales en cultivos de
cerebro fetal de raton en los cuales se ha suprimido la proliferacién de células no neuronales [115]
(figura 13).

Con el TPA se produjo un incremento de la TRH a las 2 horas de tratamiento. En las mismas
condiciones de cultivo y tratamiento se ha reportado también incremento del mRNA de la TRH [86].
En ningun caso se detecté liberacién al medio de cultivo, mas atin, a los 180 minutos se produjo una
disminucion significativa en la TRH liberada que aparentemente solo se explicaria por degradacidon del
péptide en el medio de cultivo por parte de la PPII. Estos datos contrastan con lo que ocurre en un
ensayo en el cual se inyecta TPA en el PVN para determinar los cambios en el sistema adrenal. En este
caso no hay efecto sobre el mRNA de la CRH y si en cambio existe liberacion de la CRH hipotalamica
[105], indicando que no obstante lo semejante que sean el eje adrenal y el tiroideo cuentan con
mecanismos de regulacién que pueden ser inclusive opuestos, o por otra parte que la discrepancia es
producto de la comparacion de un sistema in vive y uno in vitro. Cualquier respuesta a un ester de
forbol como TPA, como activador artificial de PKC solo nos habla de que esta cinasa estd involucrada
en el proceso estudiado sin embargo la diversidad de sus efectos no permite con estos resultados
establecer un mecanismo de accién posible. Las PKC son una familia de 12 isoformas de proteinas de
mamiferos y en términos generales fosforilan otras cinasas e inician cascadas de sefializacion hacia el
nicleo, fosforilan proteinas citopldsmicas de anclaje, o directamente fosforilan proteinas que son
directamente translocadas al nicleo, sin embargo, tal vez un proceso mds involucrado en la regulacién

de biosintesis de neuropéptidos como la TRH sea el estudiado con otro ester de forbol como PMA o
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briostatina los cuales tienen la capacidad de translocar a PKC al nicleo en donde estimularian la

expresion de los genes c-fos

o c-jun cuyos productos protéicos pueden formar homo- o heterodimeros (JUNAJUN o JUN/FOS)

llamados genéricamente AP-1 y unirse a secuencias TRE en los promotores de diversos genes [116]

(figura 14).
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Fig. 13. Efeao propuesto del 8 Br - AMPc sobre Ia sintesis hipotakimica de la TRH. El 8Br-AMPc¢ quec ingresa a las células activa
en ¢l citosol a la proteina cinasa A (PKA) la cual ingresa al nucleo y fosforila a la proteina de unidn al elemento de respuesta al
AMP ciclico (CREB). CREB fosforilada se une al elemento de respuesta al AMP ciclico {CRE) en el promotor del gen de TRH
activando 1a ranscripcidn del gen de TRH lo que serefleja en el incremento en los niveles de mRNA de TRH vy del péptido
intracelular. Un aumento en la estabilidad del mensajero es una explicacidn altermmativa del increnento en su expresién. Ofro
mecanismo propuesto que no excluiria al anterior ¢s un efecto de incremente en la entrada de calcio (Cat++) al activar canales de
calcio dependientes de voltaje en la terminal axénica. El calcio produce agregacion de vesiculas de almacenamiento en este casode
‘TRH, su unién a la membrana presinaptica y la liberacion de su contenido, que puede ser la TRH madura o su precursor inmediato

TRH-gly.
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Fig. 14. Efecto propuesto de TPA sobre neuronas TR Hérgicas. EIl TPA que ingresa a las células activa en el citoso! a la proteina
cinasa C (PKC) lacual ingresa al niicleoy estimula la expresion de los genes c-fos y/o c-jun dando lugar a la s intesis de las
prolcinas FOS y JUN y en consecuencia det dimero AP-1. AP-1 se une al elemento de respuesta al TPA (TRE) en ¢l promotor del
gen de la TRH, activando la transcripcion del gen de TRH lo que se refleja en el incremento en los niveles demRNA de TRH y de!
péptido intracelular. Una explicacion altemativa en elaumento en{a expresidn del mRNA de la TRH es un incremento en su
estabilidad. No hay evidencias en este caso de efectos sobre la liberacién del péptido.
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E!l nivel de la TRH intracelular sufrié un incremento significativo a los 30 minutos de tratar a las
neuronas hipotalamicas en cultivo, con dexametasona. Esta velocidad de respuesta no es compatible con
el mecanismo conocido de accién de los glucocorticoides sobre la regulacién de la expresion génica.
Los efectos de dexametasona sobre la transcripcién del gen de TRH, el mRNA de la TRH o sobre el
péptido mismo se han estudiado tanto in vivo [73] como in vitro [81] en periodos de por lo menos 2
"dias de tratamiento con el esteroide, implicando la entrada de la hormona a la célula, su unién al
receptor citoplasmico, la traslocacién al nicleo, la unién a un elemento de respuesta en el promotor del
gen y la activacién o represidn en la expresion dicho gen [117]. Por lo tanto una explicacién alternativa
debe considerar la posibilidad de que las hormonas glucocorticoides afecten el metabolismo celular en
niveles diferentes al transcripcional. Como ejemplo, la dexametasona tiene un efecto directo sobre la
liberaciéon de somatostatina tanto in vivo como in vitro [118). Ademas hay suficiente evidencia sobre la
presencia y funcion de receptores membranales a glucocorticoides en cerebro [119; 120; 121; 122;
123; 124; 125; 126] lo que apoyaria la explicacion sobre un efecto ridpido mediado por cascadas de
sefializaciéon intracelular que involucren segundos y terceros mensajeros como sucede con efectores
peptidicos. De ocurrir asi, es mds factible pensar que la TRH detectada tuviera su origen a partir de
precusores almacenados y no en sintesis de novo. Se han descrito diversas funciones de dexametasona
en el procesamiento de neuropéptidos, por ejemplo, se ha observado corregulacién del mRNA de la
convertasa PC1, y los mRNA de la POMC y la PAM en respuesta a la CRH y glucocerticoides. Por otra
parte se ha demostrado in vivo que la dexametasona en un lapso de 1 a 4 horas disminuye la TRH-gly
hipotaldmica y que este fendmeno se acompaiia de un incremento en nivel de la TRH intracelular, y
aunque estos cambios han intentado ser explicados como una inhibicién de la sintesis y de la secrecién
no pueden descartarse efectos sobre el iltimo paso del procesamiento desde la TRH-gly a la TRH
madura [127]. En el largo plazo por el contrario no se ha observado algun efecto de los
glucocorticoides sobre el nivel de la TRH-gly y la a-amidacién [71, 86].

El incremento en la TRH intracelular a los 120 minutos sigue siendo un efecto rapido pero cuenta con
el antecedente de un incremento en mRNA, por lo que podria ser explicado por un aumento en la
traduccion [86] (figura 15).

El efecto de la asociacién de DEX + 8Br-AMPc es aparentemente sinérgico sobre los niveles de la
TRH total durante los primeros 60 minutos de tratamiento, aunque predominando el aspecto secretor de

8Br-AMPc¢. El comportamiento del péptido en las siguientes dos horas puede interpretarse de dos
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maneras: como inhibicién en la sintesis de la TRH y/o mantenimiento de la secrecién del péptido

ademas de su degradacion en el medio de cultivo.
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Fig. 15 Efecto p ropuesto de D EX s obre neuronas T RHérgicas. La DEX queingresaa las células se uneal receptorde
glucocorticoides que se encuentra en ¢l citosel produciendo la translocacion de este al micleo. El receptor se une en el promotor dei
gen de la TRH, al elemento de respuesta al receptor de giucocorticoides (GRE) activando 1a transcripeidn lo que se refleja en el
incremento enlos niveles de mMRNA de TRH y del péptido intracelular. El incremento observado cn los niveles dela TRH puede ser
sin embargo solamente un reflejo de 1a traducadn del mRNA de la TRH y a su vez de un incremento en la estabilidad de dicho
mensajero. No hay evidencias en este caso de efectos sobre la liberacidn del péptido.
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Ha sido reportado un incremento tanto en el mRNA de la TRH, como en el péptido maduro en
cultivos primarios de neuronas diencefilicas de rata fetal mantenidos desde el inicio de cultivo en
presencia de 8 Br-AMPc por cuatro dias, mas la adicién al segundo dia de DEX por un periodo de 7
dias. Se sugiere que en este caso existe un aumento en la tasa de transcripcion del gen de la pro-TRH,
probablemente mediado por FOS y/o JUN por el incremento observado tanto en la concentracion de
mRNA de ¢-fos y ¢-jun, como en el nimero de células que muestran coexpresién con el mRNA de pro-
TRH [81, 95, 128]. Los oligonucledtidos antisentido contra CREB anulan la respuesta de c-fos/c-jun
(AP-1) al tratamiento por Dex, implicando la participacidon de CREB como mediador del estimulo
glucocorticoide Existen reportes de interferencia entre receptor de glucocorticoides y CREB por
ejemplo en la inhibicion de la transactivacidén de ciertos genes en células placentarias [97, 129]. No
obstante por lo menos en los tiempos cortos ensayados en el presente trabajo, la supresidon de la sintesis
de proteinas producida con cicloheximida segunida por un tratamiento no mayor a 2 h con
dexametasona, descarté esta posibilidad en nuestros tiempos y condiciones de cultivo.

La asociacién de DEX y TPA muestra un efecto probablemente sinérgico a los 60 minutos en donde
tal vez el mecanismo de accién de una y otra droga ocurra en diferentes niveles de la biosintesis de la
TRH pues las evidencias en este caso sefialan que existe una represién mutua entre las actividades del
receptor de glucocorticoides y AP-1 en el nivel transcripcional [130]. El incremento en la TRH total
manifestado como aumento en el contenido celular, a los 120 minutos quizas refleje dicha interferencia
pues el nivel del neuropéptido oscila entre lo que se midié bajo el efecto de cualquiera de las dos drogas
por separado. Nuevamente a las 3 h se detecté un decremento significativo en la TRH liberada como en

los tratamientos con TPA o DEX + 8Br-AMPc, atribuible a una degradacién por PPIIL

Hormonas tiroideas

Ademas de la funciones bien conocidas de las hormonas tiroideas como reguladoras de la expresion
génica a los cuales se han estudiado en periodos de dias, existen trabajos que muestran efectos rapidos
de T, sobre la sintesis d¢ mRNA que se reflejan en cambios en la concentraciéon de proteinas, por
ejemplo una supresion del mRNA de la globulina de unién a T, , en células HepG2, producida ala 8 h

de la adicién al medio de cultivo de 100 nmol/L de T, [85].
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La presencia de T, por 24 hr inhibe la actividad del promotor del gen de la TRH cotransfectado con
receptores de hormonas tiroideas en células de neuroblastoma humano HTB-i1 [66]. En respuestas
fisiolégicas a eventos que pueden considerarse estresantes como el frio se han detectado incrementos de
T;, 120 minutos después de aplicado el estimulo en ratas macho adultas [71].

El incremento observado en la expresion del mRNA de la TRH en los tiempos cortos estudiados es un
efecto contrario al esperado y puede ser consecuencia de: 1) Un artefacto debido a un efecto de las
hormonas tiroideas sobre la transcripcién basal del control interno (G3PDH); 2) La resultante de todos
los estimulos sobre el hipotalamo, puesto que en nuestras condiciones de cultivo no puede analizarse el
comportamiento del NPV en particular; 3) la pérdida de sinapsis inhibidoras sobre las neuronas
TRHérgicas, por ejemplo la pérdida de la via monosindptica entre el nicleo arcuato (con una alta
concentracion de 5’-desiodasas tipo II) y las neuronas TRHérgicas [131]; 4) la accién sobre elementos
de respuesta a hormona tiroidea diferentes a los descritos, o la accidén sobre los elementos descritos pero
en forma incompleta y/o la ausencia de corepresores como se ha observado en el gen de pro-TRH de
ratén {132]; 5) que las neuronas habitualmente se cultiven en condiciones hipotiroideas y la adicion de
hormonas lo Unico que haga es llevar la expresién de la TRH a niveles cercanos a los fisioldgicos.

Las dos fases de incremento son debidas tal vez a cambios en la concentracién intracelular de T; y su
transporte al nicleo por proteinas de unién con diferentes afinidades por la hormona de acuerdo a su
concentracion. Una proteina de unién a hormona tiroidea con una Ka en su sitio de alta afinidad de 1.2
a3.7x10°Mpara T,y 3.7 a 5 x 10® para T, capturaria la mayor parte de hormona tiroidea en
concentraciones mas altas. Por otra parte en una concentracion de 300 nM se activaria la proteina
citosdlica de unidn a T, que la translocaria al micleo [133; 134].

Con relacién al control interno, es necesario buscar alguno mas confiable dado que la G3PDH puede
estar bajo el control de la Ty como ocurre con otras enzimas metabélicas como la Glucosa 6 PDH y la
enzima malica en el tejido adiposo pardo {135] (figura 16).

El estudio de la neuroendocrinologia ademds de contribuir al conocimiento de la fisiologia de un
organismo, proporciona elementos de aplicacion en la medicina clinica. Un ejemplo de ello son los
desordenes afectivos o del estado de dnimo como la depresion mayor, un padecimiento que se estima
haberse presentado en algun momento de la vida adulta por lo menos en el 5 % de la poblacion. Este
sindrome se ha asociado a endocrinopatias como la enfermedad de Cushing o el hiper- o hipotiroidismo,

asi como a la administracion cronica de glucocorticoides entre otros problemas. La relacion en este caso
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Neurona TRHérgica
hipotaldmica

Fig 16 Efecto propuesto de hormonas tiroideas sobre neuronas TRHérgicas. El receptor de hormonas tiroideas (THR)
aparentemente se encuentra unido en su forma no ligada al elemento de respuesta al receptor de hormonas tiroideas (THRE) en el
promotor del gen de la TRH. La actividad sobre ef gen depende del subtipo de receptor y si ¢l elemento de respuesta es positivo o
negativo. La union de la triiodotironina (T3) al receptor en general produce un efecto sobre la actividad del gen opuesta a la que se
observa cuando el receptor esta unido al DNA en su forma no ligada, y tal actividad se refleja en los niveles de mRNA de la TRH.
En este rabajo se observd un incremento en fa expresibn del mRNA de 1a TRH dependiente de la dosis de Ty y los mecanismos

propuestos son un incremento en la transcripeion o en la estabilidad del mensajero.
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con la neuroendocrinologia se debe a que presenta en algunos casos una respuesta deficiente de la
ACTH a la CRH sugiriendo en este aspecto una anormalidad de origen central. La prueba de supresion
de cortisol con dexametasona (positiva en ausencia de supresién), aunque ha perdido

fuerza como herramienta diagndstica de depresion mayor sigue siendo \til para monitorizar la eficacia
del tratamiento antidepresivo. El 25 a 30 % de los pacientes con depresion mayor ademas presentan
respuestas deficientes de TSH a TRH. Esta deficiencia no es especifica de episodios depresivos pero una
respuesta exagerada de TSH a TRH sugiere un sindrome que podria confundir el diagnéstico de
hipotiroidismo o depresién, y podria ser util en identificar a los pacientes bipolares (maniaco-
depresivos) tanto refractarios como a aquellos que evolucionan rdpidamente, quienes se beneficiarian de
suplementacién tiroidea independientemente de la terapia cldsicamente antidepresiva [136].

La interaccién de medicamentos antidepresivos como los inhibidores de la recaptura de serotonina, 6
como la dexametasona sobre la biosintesis de la TRH son evidencias que apoyan, a nivel bioquimico, el
papel del eje tiroideo en el desarrollo de trastomos afectivos, en este caso depresion [137].

El reto en el futuro en este campo sera identificar:

1. La participacién precisa de los ejes neuroenddcrinos en estas patologias (etiologfa, cronicidad,
complicaciones, etc) y sus interacciones.

2. Los fenémenos moleculares, bioquimicos, fisioldgicos, farmacolégicos, etc., que regulan el
funcionamiento de dichos ejes a nivel central, especificamente la expresién de los genes que contienen
la informacién para la sintesis de neurohormonas y,

3. La cronotogia de tales fenomenos (figura 17).
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RECEPTORES PERIFERICOS (tacto, temperatura, presidn , dolor, erc}

NUCLEOQS CERE BRALES (del Rafé, arcuato, mesencefilicos, etc)

Neurona TRHergica
def Niicleo Parave miricular
Hipotaldmico

Tiroides

1

Glédndulas adrenales

Fig 17. Regulacidn neural y enddcrina de
las neuronas T RHérgicas. Las neuronas
TRHérgicas hipotalimicas estan sometidas a
la accion de diversas aferencias que activan
las vias de las proteinas cinasas A y C entre
otras posiblemente tambiien involuoradas. A
la regulacion de la biosintesis de TRH por
neurotransmisores hay que afadir el efecto
de mediadores que provienen de |la
circulacion s anguineac omo son las
hormonas tiroideas y los glucocorticoides.
La presencia en el promotor del gen de la
TRH ded iversos elementos consensc de
respuesta a factores de transcripcion plantea
la posibilidad de una regulacion de los
efectores mencionados en el nivel de la
expresion génica con interacciones entre las
vias involucradas, pero no excluye la
participacion de t ales efectores eno tros
niveles de la biosintesis como 1a traduccién
o e procesamiento, ni su i nteraccion en
estos niveles.
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IX. CONCLUSIONES

A. Los activadores de las proteinas cinasas A (8Br-AMPc) y C (TPA) asi como el glucocorticoide
sintético DEX, tienen la capacidad de incrementar los niveles totales de TRH en células hipotdlamicas

fetales de rata, en cultivo en un periodo menor a 3 horas.

B. DEX produjo un incremento mas rapido que los activadores de las proteinas cinasas A y C sobre

los niveles de TRH en células hipotalimicas fetales de rata, en cultive.

C. El 8Br-AMPe tiene efectos secretores sobre el TRH en un periodo menor a 3 h, inclusive cuando

su accién se asocia a DEX.

D. Las hormonas tiroideas en dosis semejantes a las fisiolégicas (T; 1 nM), son capaces de
incrementar ¢l mRNA de la TRH en células hipotalimicas fetales de rata en cultivo, durante

periodos de 24 h e inclusive de 3 h.

E. La presencia de hormonas tiroideas en dosis semejantes a las fisiolégicas (T3 1 nM) durante todo
el periodo de cultivo, aparentemente no medifica los niveles de mRNA de TRH en comparacién a

sus controles.
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X. PERSPECTIVAS

A. Determinar si los efectos observados sobre el mRNA de TRH con los diferentes tratamientos
estudiados hasta ahora, se deben a incrementos en la transcripcién o en la estabilidad del mismo

mensajero.

B. Determinar el nivel de las interacciones detectadas entre las vias de las proteinas cinasas A y C,

los glucocorticoides y las hormonas tiroideas.

C. Analizar los efectos de las hormonas tiroideas sobre los niveles del péptido durante periodos

breves,

D. Determinar cual es la concentracién de hormonas tiroideas en que deben cultivarse las células

hipotaldmicas para considerar que sus condiciones de desarrrollo son eutiroideas.

E. Elegir un control interno para los niveles de RNAm de TRH mas confiable que el RNAm de

G3PDH.

F. Perfeccionar la técnica de cultivo con el propésito de disecar una cantidad de tejido hipotalimico

mas circunscrita en el area en donde se encuentra el NPV,
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XIl. APENDICE
A. Cultive primarios de células dispersas de hipotalamo fetal de rata:

1. Preparacion de 1 L de hematoxilina:

a) Poner a hervir 1 L de agua destilada, retirar del mechero y agregar 100 g de sulfato de aluminio y
potasio. Poner a hervir por 5 min.

b) Disolver la hematoxilina en un poco de alcohol o agua.

¢) Agregar la hematoxilina al agua hirviente con sulfato de aluminio y potasio y hervir por 1 min.

d) Retirar del fuego y afiadir 2.5 de dxido rojo de mercurio. Hervir por otros dos minutos.

¢) Cuando se enfrie agregar 5 mL de 4cido acético glacial en una campana de extraccién.

f) Observar cuando se forme una capa de aspecto metalico en la superficie del liquido y filtrar.

2, Preparacién de 1 L de eosina:

a} Preparar sofucion ] con 5 g de eosina yellow en 1L de agua destilada.

b) Preparar solucién 2 con 8.2 g de acetato de sodio en 1 L de agua destilada.
¢) Mezclar 295 mL de sofucion ! con 705 mL de solucién 2.

d) Afiadir 5 g de eosina y 2 cristales de tymol como conservador.

¢) Ajustar el pH a 4.98.

3. Solucién Hank’s (Para preparar 500 ml);

a) Cloruro de Sodio (NaCl) 4 g

b) Cloruro de Potasio (KCI) 02 g
c) Fosfato de Potasio (KHPO4) 0.030 g
d} Fosfato de Sodio dibasico (NagHPQO4) 0.045 g
¢) Glucosa 050 g
4. DMEM-S:

a) 10 % de suero bovino fetal.

b) 0.25 % glucosa (Sigma).

¢) 2mM glutamina (Sigma).

d) antibiotico-antimicético: 10,000 Ul/mL de penicilina G sédica, 10,000 pg/ml. de sulfato de
estreptomicina, y 25 pug/mL de anfotericina B como fungizona (Gibco-BRL).

B. RIA

1. Curva de estdndar interno:

a) 10 microlitros ( 37.5 pgde TRH)
b) 25 microlitros ( 93.75 pg de TRH)
¢) 50 microlitros ( 187.5 pg de TRH)
d) 75 microlitros ( 281.5 pg de TRH)
¢) 100 microlitros ( 375.0 pg de TRH)

2. Buffer de fosfatos 50 mM:
a) Preparar solucion A disolviendo 27.6 g (0.2 moles) de fosfato sédico monobdsico monchidratado en

agua desionizada a un volumen total de | L.
b) Preparar solucion B disolviendo 28.4 g (0.2 moles) de fosfato sddico dibasico en agua desionizada a

un volumen total de 1 L.
¢) Mezclar 16 ml de la sofucion A 'y 84 ml de la solucién B y diluir a un volumen total de 400 ml.

3. Eter saturado: El eter saturado se prepara con 250 mL de eter + 250 mL de Acido acético al 20 %,
mezcléandolos aproximadamente 30 min., en campana dejando que se separen las fases y usando la

superior.
C. Proteinas
1. Solucion E:

a) Mezclar | ml de tartrato de Na y K al 2%, con | ml de CuSO, al | %.
b) Aforar la mezcla a 100 ml con Na,CO; al 2 %.
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D. Extraccion de RNA

1. Solucién D: Disolver en 65°C: 250 g de guanidinio tiocianato + 293 ml ddH,0 + 17.6 m! (0.75 M)
de citrato de sodio, pH 7.0 + 26.4 ml (10%) de sarcosil.

E. Electroforesis
1. Buffer de carga:
a) 0.25 % azul de bromofenol.

b) 0.25 % xileno cianol FF.
¢) 30% glicerol en agua.
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