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Resumen

El hipotalamo controla la funciéon de la hipofisis via los sistemas
neurosecretores magno y parvocelular. La hormona liberadora de tirotropina (TRH)
es el principal factor hipotalamico involucrado en la regulacién de la sintesis y
secrecion de las hormonas adenohipofisiarias: tirotropina (TSH), prolactina (PRL) y
en algunos casos patoldgicos de la hormona de crecimiento (GH). La TRH esta
presente en altas concentraciones dentro del hipotalamo, principalmente en la
region hipofisiotrépica. Muchas de las neuronas TRHérgicas estan localizadas en
la subdivisién parvocelular del nldcleo paraventricular hipotalamico (NPV). En
adicién al NPV, la TRH esta presente en varios nucleos hipotalamicos, entre los
que se puede mencionar al hipotalamo lateral, que esta localizado muy cerca del
NPV.

No se conocen bien cuales son los procesos moleculares y celulares que
llevan a determinar la expresién detl fenotipo peptidérgico, en particular del
TRHérgico, en las neuronas postmitéticas hipofisiotrépicas del NPV hipotalamico.
Se ha visto que las neurotrofinas pueden inducir la expresion de ciertos
neuropéptidos. Hay cuatro tipos de neurotrofinas: el factor de crecimiento nervioso
(NGF), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT3)
y 4 (NT4). Existen varios ejemplos de los efectos del BDNF sobre la expresion del
fenotipo peptidérgico en el sistema nervioso central (SNC). La adicién de BDNF a
cultivos fetales incrementa la expresion de somatostatina (SS) en el nlcleo
periventricular; y del ARNm de TRH en cultivos hipotalamicos primarios, pero sélo
en las neuronas que expresan el receptor para esta neurotrofina: el TrkB. En
cultivos postnatales, el BDNF incrementa la expresién de las hormonas
vasopresina-arginina (AVP) y oxitocina (OX), en las neuronas del NPV y del
nucleo supradptico (NSO). Por otra parte, se sabe que en el NPV el ARNm del
TrkB se expresa al dia embrionario 16 (E16), justo antes de la aparicién del ARNm
de TRH (en E18). Lo anterior llevd a suponer que el BDNF pudiera estar



involucrado en la determinacién del fenotipo TRHérgico de las neuronas
hipofisiotréficas del NPV, aun falta demostrarlo.

Dado que el efecto de las neurotrofinas sobre la diferenciacidn del fenotipo
peptidérgico es dependiente del tipo de neurotrofina, del péptido y de la
subpoblacién celular, y a que existen varios nlcleos hipotalamicos con neuronas
TRHérgicas; se decidid determinar los efectos del BDNF sobre la expresion del
fenotipo TRHeérgico en las neuronas postmitédticas de! NPV. Para esto se optimizd
la microdiseccion de éste nucleo en ratas de PO-P1. La microdiseccion se hizo
primero a partir de tejido congelado, posteriormente se aplicd la experiencia
adquirida en la diseccion del NPV en tejido congelado a la diseccién de este
nucleo a partir de tejido fresco.

Para cumplir con el objetivo general se evalué el efecto del BDNF sobre la
expresion del ARNm de TRH y de su proteina, en cultivos de hipotalamo neonatal.

Los resultados obtenidos sugieren que con la estrategia de microdiseccidon
seguida en este proyecto, a partir de tejido congelado, se logré determinar una
region en el hipotdlamo neonatal en la que se puede localizar con alta probabilidad
al NPV. Se vié que el BDNF aumenta la expresién del ARNm de TRH al 4 dia in
vitro (DIV) y la cantidad de la TRH intracelular al 12 DIV en el hipotalamo neonatal.
Las neuronas del hipotalamo neonatal responden a los efectos del BDNF, de
manera similar a las neuronas del hipotalamo fetal, esto nos permitira en el fututro
analizar la respuesta de las neuronas del NPV al BDNF.




Introduccion.

1.- El hipotalamo.

El mantenimiento de la homeostasis representa un componente importante
en la adaptacion bioldgica de los organismos (Schmidt-Nielsen, 1986). Esta
regulacidon homeostatica depende de varias regiones del cerebro capaces de leer,
interpretar e integrar un amplio rango de sefales que describen el estado general
del organismo y de su entorno inmediato. Como resultado de la informacion
recibida, el cerebro responde a través de sefnales sinapticas y humorales para, por
ejemplo, ajustar la conducta alimentaria, el gasto energético y el metabolismo, a
las necesidades del organismo (Williams et al., 2000). En los organismos
superiores, el fendmeno homeostatico es controlado por el sistema
neuroendocrino, en el cual, el sistema nervioso y el enddcrino estan relacionados
fisica y funcionalmente por el hipotalamo (Schmidt-Nielsen, 1986).

El hipotalamo ocupa la parte ventral del diencéfalo a ambos lados del tercer
ventriculo; se encuentra inmediatamente encima de la hipdfisis y ventral al talamo;
forma las paredes y el piso del tercer ventriculo (Schmidt-Nielsen, 1886) (Figura
1). Hacia la parte mas rostral, el hipotalamo se encuentra limitado por el quiasma
oéptico, el area predptica y la lamina terminalis; su limite caudal esta definido por
los nucleos mamilares (Kandel y Schwartz, 1991; Simerly, 1995). Se han
reconocido tres zonas longitudinales en el hipotalamo: la periventricular, la media y
la lateral.

La parte periventricular estd adyacente al revestimiento ependimal del
tercer ventriculo; en esta zona se encuentran las neuronas que proyectan a la
hipéfisis y que estan involucradas en la regulacion neuroendécrina. La zona media
esta inmediatamente adyacente a la zona periventricular; sus neuronas proyectan
a varias partes del telencéfalo, del diencéfalo, del tallo cerebral y del hipotalamo
(zonas periventricular y lateral).




Figura 1. Localizacion del hipotalamo en el diencéfalo de la rata. Esquema superior: corte
parasagital del cerebro. En gris se observa el sistema ventricular y en negro la materia
blanca. Esquema inferior, amplificacién del recuadro en el que se muestra al hipotalamo.
El piso del tercer ventriculo (V-111) esta formado por el quiasma optico (OC) y la eminencia
media (ME). El limite rostral del hipotalamo esta definido por la lamina terminalis (LT) y el
limite caudal por los cuerpos mamilares (MB). PP, hipéfisis posterior; AP, hipéfisis
anterior; Pl, pares intermedios de la hipofisis.




Las neuronas de la zona lateral tienen fibras que proyectan a la medula
espinal y a la corteza cerebral. Basada en la organizacion de los grupos celulares
de la zona media, se ha dividido al hipotalamo dentro de cuatro regiones rostro-
caudal; la regién predptica, la anterior o supradptica, la tuberal y la mamilar
(Simerly,1995).

El hipotalamo tiene un papel muy importante en la integracién de los
sistemas enddcrino, visceral y somatomotor. Este papel regulador es reflejado en
su organizacidon estructural y en sus extensas conexiones reciprocas con el
sistema limbico, con otras areas del cerebro y con los érganos periféricos (Bleier y
Byne,1985). Sus conexiones eferentes y aferentes, le permiten integrar una
variedad de procesos fisioldgicos y conductuales convirtiendo la informacién
sinaptica en senales humorales, influenciando las actividades de las principales
regiones del cerebro y de la médula espinal y coordinando diversas funciones
autondmicas, endoécrinas, conductuales y ritmos circadicos. El hipotalamo también
responde a las senales del sistema nervioso periférico (SNP), por
retroalimentacion (positiva y/o negativa) lo que le permite responder a las sefiales
de los sistemas que él controla (Card et al., 1999).

El hipotalamo es considerado el centro de control de varias funciones
nerviosas entre las que se puede mencionar el control de la temperatura corporal y
la ingesta de comida y agua (Schmidt-Nielsen, 1986). En los mamiferos ademas,
el hipotalamo regula el sistema cardiovascular, las visceras abdominales, las
conductas agresivo-defensivas, la expresion de la conducta materna y sexual
(Simerly, 1995); también se le ha involucrado en el control del ciclo de suefo-
vigilia (Card et al., 1999). En adicion, el hipotalamo también ejerce control sobre el
sistema enddcrino, el cual es reflejado en su estrecha relacion fisica y funcional
con la hipofisis, considerada como la glandula maestra del sistema enddcrino
(Schmidt-Nielsen, 1986).




il.- Control neuroenddcrino.

El hipotalamo influencia la funcidon de los |6bulos anterior y posterior de la
glandula hipofisis via dos sistemas neurosecretores: 1) el sistema magnocelular de
los nulcleos paraventricular (NPV) y supradptico; y 2) el sistema parvocelular del
NPV y de otros nucleos. El I6bulo posterior o neurohipofisis es controlado via las
conexiones neuronales del sistema magnocelular. El |6bulo anterior o
adenohipdfisis, es controlado mediante el sistema parvocelular a través del
sistema portal adenohipofisiario (Schmidt-Nielsen, 1986; Armstrong, 1985).

Las células magnocelulares sintetizan las neurohormonas arginina-
vasopresina (AVP) y oxitocina (OX), que son transportadas a las terminales
nerviosas que inervan la neurchipéfisis, cerca de sus capilares fenestrados,
formando el sistema hipotalamo-neurohipofisial (Armstrong,1985; Card et al.,
1999). Estas neurohormonas son liberadas al torrente sanguineo bajo diferentes
estimulos (parto, lactancia, nauseas, alteracion de la presion sanguinea, etc.) para
actuar sobre sus érganos blanco. La AVP ejerce sus efectos en los rifiones para
regular el volumen y la concentraciéon de sales de los vasos sanguineos. La OX
causa la contraccién del musculo liso en el utero para facilitar la salida del
producto, asi como la expulsion de leche de las glandulas mamarias durante la
lactancia (Schmid-Nilsen,1986; Armstrong,1985).

Las neuronas parvocelulares, también conocidas como el sistema
tuberohipofisial (Armstrong, 1985), influencian la secrecidn de las hormonas
adenohipofisiarias, via la liberacion de factores hipofisiotrépicos de sus terminales
axobnicas en la eminencia media (6rgano circumventricular, que se extiende del
piso del hipotalamo hasta la adenohipdfisis). La adenchipodfisis esta fisicamente
separada del cerebro pero funcionalmente unida al hipotalamo a través de un
sistema especializado de vasos capilares llamado sistema portahipofisiario. El
control neuroenddécrino es logrado via los vasos del pléxus portal, los cuales
conectan a la eminencia media con la adenohipéfisis. Los axones de las neuronas
parvocelulares terminan en contacto con el pléxus portal, liberando sus factores




hipofisiotréopicos dentro de la vasculatura fenestrada. Estos factores viajan a través
del pléxus portal a la adenohipdfisis donde ejercen sus efectos reguladores (Card
et al., 1999). Son varias las neurchormonas hipotalamicas que estan involucradas
en el control de la sintesis y secrecion de las hormonas adenohipofisiarias, las
cuales son transportadas al torrente sanguineo para actuar sobre receptores
especificos en sus céiulas blanco y efectuar su funcién reguladora (Akil et al.,
1999).

I1l.- La hormona liberadora de tirotropina (TRH).

La TRH (pGlu-His-Pro-NHz) fue el primer factor hipofisiotropico en ser
definido quimicamente y sintetizado. Fue aislado e identificado de manera
independiente por R. Guillemin y A.V. Schally a partir de extractos hipotalamicos
de oveja y cerdo respectivamente (Griffiths y Bennett, 1983; LLee et al., 1988).
Desde principios de la década de 1950, se habia reconocido que el hipotalamo
tiene una importante influencia en ia regulacion del eje hipofisis-tiroides (Jackson,
1983). La TRH es la hormona hipotalamica mas importante involucrada en la
regulacidén de la sintesis y secrecidn de la tirotropina (TSH) de la adenohipdfisis
(Haisendeder et al., 1992; Akil et al., 1999); también induce l|a sintesis y liberacién
de prolactina (PRL) y de la hormona de crecimiento (GH), esta uitima soélo en
condiciones de transtornos metabdlicos o endacrinos (O’Leary y O'Connor, 1995).
Liberada de {a eminencia media del hipotalamo, la TRH es transportada a la
adenohipéi.‘isis via el sistema portal hipofisiario. En la adenohipéfisis actiia sobre
los tirétropos causando |a liberacion de ia TSH. La TSH actua sobre la glandula
tiroides para estimular la sintesis y secrecién de las hormonas tiroideas, que al ser
liberadas al torrente sanguineo, actian sobre multiples genes blancos en las
células periféricas y centrales regulando la transcripcion de varios genes (Akil et
al., 1999) (Figura 2).
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Figura 2. Representacion anatdémica de la interaccién del hipotdlamo con la
adenohipdfisis. Las neuronas parvocelulares proyectan sus terminales hacia la eminencia
media, en donde secretan a las hormonas hipofisiotrépicas, como la TRH, en los capilares
portahipofisiarios. Estas hormonas llegan a la adenohipdfisis donde controlan la sintesis y
secrecion de las hormonas adenohipofisiarias, como la TSH y la PRL. A la derecha se
muestra la estructura quimica de la TRH.
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Biosintesis de la TRH.

El gen de la TRH ha sido caracterizado en paticular en la rata y en el
humano. En estos organismos, el gen tiene un 73.3% de identidad cuando se
compara las secuencias completas y un 89.2% de identidad en su region
codificante. La unidad de transcripcién es de 2.6 kb y contiene tres exones
separados por dos intrones. El exén 1 codifica para la regién 5° no traducida, el
exdn 2 codifica para el péptido seftal y un pequefio fragmento de la secuencia
amino terminal, el exén 3 codifica para la mayoria del péptido y la regiéon 3° no
traducida (Lee et al., 1988; Yamada et al., 1990). La TRH es sintetizada como un
precursor de 26000 Da. En la rata, este precursor tiene repetida 5 veces la
secuencia GlIn-His-Pro-Gly flanqueada por residuos basicos. La hidrélisis
secuencial de estos residuos por una convertasa y una carboxipeptidasa produce
GlIn-His-Pro-Gly; la glutaminil ciclasa convierte el residuo Glin a piro-Glu y la
peptidilglicina x-amidasa monooxigenasa convierte el pGiu-His- Pro-Glu a pGlu-
His-ProNH2 (TRH) (Joseph-Bravo et al., 1998).

Localizacién y distribucién de la TRH.

La TRH esta presente en altas concentraciones dentro del hipotalamo,
particularmente en la region hipofisiotropica, denominada asi por su pape! en el
mantenimiento y regulacion de la actividad de la adenohipdfisis (Bleir y Byne,
1985). Muchas de las neuronas TRHérgicas hipotalamicas estan localizadas en el
NPV, en la subdivision parvocelular de este nucleo. La TRH localizada en la
eminencia media, proviene principalmente de estas neuronas parvocelulares,
principalmente de la regiéon media y periventricular del NPV. También existen
células TRHérgicas en la porcion magnocelular del NPV, pero en muy baja
proporcion (Fliers et al., 1998; Akil et al., 1999)

En adicién al NPV, hay varios nlcleos hipotalamicos que contienen células
TRHérgicas; sin embargo, al no proyectar a la eminencia media, probablemente
no estén involucradas directamente en la regulacion hipofisiotropica (Lechan y
Toni, 1982). Estudios inmunocitoquimicos realizados entre 1970 y 1980 en el



hipotalamo de la rata, demostraron la existencia de neuronas que contienen TRH
en las porciones dorsal y ventral de los nucleos dorsomediales (NDH), en los
nucleos supraquiasmaticos (NSQ) y en el area perifornical (Fliers et al.,, 1998).
Existen también células TRHérgicas en el area hipotalémicé lateral (HL), en el
nucleo arcuato (ARC), en el area predptica incluyendo los nidcleos mediales,
laterales, periventriculares y el dimdrfico sexual, en el nticleo ventromedial (NVH),
en el area hipotalamica anterior e hipotalamo posterior, en los nucleos dorsales y
ventrales premamilares y en los nucleos mamilares. Aunque las ceélulas que
contienen TRH fuera del NPV, constituyen una porcion sustancial del TRH
hipotalamico, poco se sabe sobre sus proyecciones eferentes y/o aferentes y de
su papel fisioldgico (Lechan y Jackson, 1986).

La distribucion de ia TRH no esta limitada al hipotdlamo. Usando un
antisuero producido contra una secuencia presente en el precursor de la TRH, se
demostrd la existencia de neuronas inmunoreactivas al pro-TRH en el telencéfalo
y el tallo cerebral de la rata (Lechan et al.,, 1986; 1987). Otras regiones
extrahipotalamicas que contienen células con TRH son: el bulbo olfatorio, los
nucleos reticulares del tdlamo y muchas otras regiones del sistema nervioso
central (SNC), que no estan involucradas con la regulacién neuroenddcrina de la
adenohipdfisis. En 1974 varios grupos demostraron la presencia de la TRH en el
tracto gastrointestinal, en la placenta, en la retina y otras regiones periféricas
(Griffiths y Bennett, 1983; Lee et al., 1988).

Papel fisiolégico de la TRH.

La amplia distribucién de la TRH en el SNC y en el SNP sugiere que su
funcidbn puede ir mas alld de su papel como regulador de la secrecién
adenohipofisial (Lee et al.,1988). Los papeles fisiologicos que se le han atribuido a
la TRH en el SNC son como neurotransmisor o neuromodulador (Jackson, 1983).
A la TRH se le han atribuido efectos analépticos en el séptum, el putamen
caudado y en los nucleos ventromediales hipotaldmicos. Adicionalmente, se ha
visto que la TRH tiene efectos termorreguladores, atenua los efectos hipotérmicos
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del pentobarbital y del etanol, reduce la narcosis producida por éste uitimo. En el
hipocampo, la TRH se ha relacionado con la facilitaciéon de la memoria y con
efectos anticonvulcivos; en la amigdala, se le ha relacionado con la depresién y la
ansiedad (ver referencias en Lechan y Toni, 1992).

IV.- Nucleo paraventricular hipotalamico (NPV).

El NPV es una formacién prominente del diencéfalo, ubicada en la zona
periventricular de la regién anterior del hipotalamo, dentro del area tirotrépica o
hipofisiotréopica (Lechan y Toni, 1992; Liposits, 1993). El NPV es un nucleo de
forma triangular, localizado en el margen dorsal del tercer ventriculo,
extendiéndose bilateralmente entre este ventriculo y el férnix. En la rata adulta, la
extensiéon rostro-caudal del NPV es de aproximadamente 1-1.1 mm (Armstrong,
1985) y en los neonatos de 0.4-0.5 mm (este dato fue determinado
experimentalmente en el laboratorio y concuerda con lo determinado por Paxinos
et al., 1994).

El NPV esta formado por dos grandes divisiones celulares, determinadas
con base en el tamario de sus neuronas: 1) la divisién magnocelular, formada por
neuronas de tamano grande, cuyas terminales nerviosas proyectan principalmente
a la neurohipdfisis; 2) la divisidon parvocelutar, formada por neuronas de tamano
medio y pequeno que estan adyacentes a la pared ependimal del tercer ventriculo.
La mayoria de las neuronas de ésta divisidn proyectan a la eminencia media (EM),
sin embargo, varias de ellas proyectan a otras regiones extrahipotalamicas (Akil et
al., 1999) (Figura 3). Se tienen datos aproximados del niumero de neuronas que
forman el NPV; se ha determinado aproximadamente 6,000 neuronas para la
division magnocelular y 10,000 para la division parvocelular (Kiss et al., 1991).
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Figura 3. Ubicacién y organizacion del
NPV. En la parte superior izquierda se
muestra un corte sagital del hipotalamo
en donde se pueden ver algunos nucleos
cercanos al NPV. En A, corte coronal al
nivel del NPV. Se puede ver la cercania
del HL al NPV. En la parte inferior se
muestra un esquema del NPV ilustrando
sus principales divisiones celulares. M,
division magnocelular; dp, parte dorsal;
mp, parte medial; pPpP. parte
periventricular; vp, parte ventral, de la
divisién parvocelular. NPV, nucleo
paraventricular; V3, tercer ventriculo,
HVM, nlcleo ventromedial; ARC, nucleo
arcuato; pit, hipofisis; F, férnix; HL, area
hipotalamica lateral; NDM, hipotalamo
dorsomedial.




El NPV es un sitio donde convergen numerosas rutas neuronales
involucradas en la regulacion del balance energético, funcionando como un centro
integrativo de informacion sensorial, capaz de mandar sefales humorales y
neuronales a diferentes drganos y estructuras blanco para regular varios procesos
fisioldgicos en e! organismo. Esto puede ser resultado de sus extensivas
conexiones con otras estructuras dentro y fuera del hipotalamo (Williams et al.,
2000).

Las neuronas del NPV, proyectan a 4 sitios principales: 1) a la
neurohipdfisis; 2) a la eminencia media; 3) al tallo cerebral y a la médula espinal y
4) hacia otras areas del cerebro, como los érganos subfornicales, la glandula
pineal, los drganos subcomisurales y el area postrema. Cerca de 1000 neuronas
parvocelulares del NPV proyectan a regiones auténomas, como la materia gris
periacueductal, los nucleos dorsales del rafe, los nticleos del locus coeruleus, los
nucleos motores del vago y los dei tracto solitario (Figura 4).

El NPV recibe inervaciones de varios nucleos hipotalamicos, como el NSQ,
el ARC, el NDH vy los nucleos premamilares. Ademas del hipotalamo, varias
regiones del cerebro inervan al NPV, como el romboencéfalo, que es la primera
aferencia de impulsos catecolaminérgicos que lleva informacion visceral al NPV; el
mesencéfalo, que es la principal aferencia de fibras serotonérgicas, y diferentes
estructuras limbicas (Liposits,1993). Todas estas conexiones le permiten recibir
informacion acerca de los cambios en el medio interno del organismo (Armstrong,
1985; Lechan y Toni, 1992; Liposits, 1993; Akil, et al., 1999) (Figura 5).

Las células del NPV expresan una gran variedad de neurohormonas y
neurotransmisores. Hay cerca de 20 sustancias que son sintetizadas en el NPV y
que tienen diferentes funciones como mensajeros quimicos dentro y fuera del
cerebro. Las neuronas parvocelulares del NPV son quimicamente diferentes, éstas
sintetizan péptidos como angiotensina ll, péptido natriurético, bombesina, AVP,
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Figura 4. Principales proyecciones eferentes del NPV. AP, area postrema; PP y AP, neuro
y adenohipdfisis; DX, nucleo dorsal del vago; ME, eminencia media; MZ, zona marginal;
OVLT érgano vasculoso de la lamina terminalis; LC, locus coeruleus; NTS, ntcleos del
tracto solitario; PAG, materia gris periacueductal; PB, nucleos parabranquiales; NPV,
nucleo paraventricular; SFO, organo subfornical.

Figura §. Principales aferencias al NPV. A1, primer grupo celular noradrenérgico; ARC,
nicleo arcuato; BNST, nudcleo basal del estriado terminalis; C1, primer grupo celular
adrenérgico ; DM, nucleo dorsomedial; LLC, locur coeruleus; NTS, nucleos del tracto
solitario; PM, nicleos premamilares; PB, nucleo parabranquial; RN, nucleo del rafe; SCN,
nlcleo supraéptico; SFO, érgano subfornical.
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colecistocina, hormona liberadora de corticotropina (CRH), tirosina hidroxilasa
(TH), acido y-amino butirico (GABA), encefalinas, galanina, hormona liberadora de
la hormona del crecimiento (GH-RH), neurotensina, somatostatina (SS), TRH,
transcrito relacionado a la cocaina y a la amfetamina .(CART) entre otros
(Armstrong, 1985; Liposits, 1993).

Se ha mostrado que muchas neuronas en el NPV expresan mas de un
péptido. Hay un numero sustancial de hormonas y neurotransmisores que son
coexpresados con las hormonas “clésica;" (TRH, CRH, AVP, OX) del NPV.
Algunos de éstos son expresados bajo condiciones basales y otros sélo bajo
diferentes paradigmas experimentales. Sin embargo, se creia que las neuronas
TRHérgicas no sintetizaban a otros péptidos. Recientemente, se mostré que sdlo
un pequefio porcentaje de las neuronas que expresan TRH en el NPV expresan
también CRH o neurotensina (Lechan y Toni, 1992) o galanina o encefalina (Akil et
al.,1999). Adicionaimente, por estudios de doble hibridacién in situ, se mostré que
el CART, un péptido involucrado en la regulaciéon de la ingesta de alimentos, es
coexpresado con la TRH en las neuronas de las subdivisiones anterior y medial
parvocelular del NPV (Broberger, 1999).

V.- Desarrolio de las neuronas del NPV.

El hipotalamo se desarrolla de la vesicula diencefalica del tubo neural.
Durante el desarrollo del SNC, la vesicula diencefalica se divide en 4 regiones
llamadas neurémeros denominados D1 a D4 (numerados en sentido antero-
posterior). Es a partir del neurémero D1 que se desarrolla el hipotalamo (Figdor y
Stern,1993). Las paredes de la vesicula diencefalica estan formadas por epitelio
germinal; la diferenciacién de este epitelio, correspondiente a la pared del tercer
ventriculo, da origen a las diferentes estructuras del hipotalamo. Estas estructuras
empiezan a surgir en un sentido lateral a medial o de afuera hacia adentro. En las
ratas las células del hipotalamo lateral son las primeras que se forman entre los
dias 13 embrionario (E13) y E16 (Altman y Bayer,1978b; Card 1999); al dia E13
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empiezan a aparecer las neuronas magnocelulares del NPV. Estas células al inicio
de su diferenciacién pueden estar presentes alrededor del neuroepitelio, pero son
distinguibles sélo hasta el dia E16 y muy facilmente reconocidas hasta el dia E17
(Altman y Bayer,1978a) (el tiempo de aparicidon de otras estructuras hipotalamicas
puede ser revisado en Altman y Bayer,1978a). En la rata, el NPV al dia E17 es
morfolégicamente identificable en la pared del tercer ventriculo, aunque es hasta
E18 cuando puede ser distinguido con claridad del tejido que lo rodea. Al
nacimiento la morfologia del NPV corresponde ya a la morfologia del NPV de la
rata adulta (Hyyppa,1969). Mediante la administracidn de tidimina tritiada a ratas
gestantes, se ha podido determinar que entre los dias E13 y E15, ocurre la ultima
divisién mitética de las neuronas del NPV, detectandose el ultimo pico de
generacion de estas neuronas en el dia E14 (Altman y Bayer,1978b; Ifft,1972).

Por medio de estudios de inmunocitoquimica usados para identificar el
fenotipo neuronal y de timina tritiada, se ha podido determinar que las neuronas
TRHeérgicas y las CRHérgicas del NPV de la rata nacen (referido como la dltima
division mitética) entre los dias E13 y E15, encontrandose su pico de generacién
en el dia E14. El nacimiento de las neuronas TRHérgicas de otros nucleos
hipotalamicos empieza antes, entre el dia E12 y acaba hasta el dia E16 (Markakis
y Swanson,1997).

En la rata, las neuronas TRHérgicas son detectadas por hibridacion in situ
en el NPV a partir del dia E16. En otros ntcleos hipotalamicos, como el
hipotalamo lateral, la deteccion del ARNm de TRH ocurre mas temprano en la
etapa embrionaria, al dia E14. Aunque la deteccién del ARNm de TRH se da en
E16, es hasta el E17 cuando por inmunohistoquimica, son detectables células
positivas para TRH. Los valores maximos de TRH y de su ARNm son obtenidos
entre la segunda y tercera semané después del nacimiento (Pérez-Martinez et al.,
no publicado ) (Figura 6).
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Figura 6. Cronologia de la ontogenia de las neuronas TRHérgicas del NPV en la rata
(Tomado de Gonzéles-Sanchez JA, 2001)

VI.- Diferenciacion fenotipica.

Podemos referirnos al fenotipo, como el conjunto de caracteristicas
anatémicas, fisioldgicas y bioquimicas que adquieren las neuronas durante el
desarroilo. Para el caso de las neuronas peptidérgicas esta definido por la
aparicion o sintesis del péptido (Strand, 1999; Burbach, 2000).

LLa identidad del neuropéptido o neurotransmisor que una neurona va a
sintetizar como molécula de sefalizacidon quimica y las estructuras que va tener
como blanco, son determinadas durante el desarrollo, en particular, durante la fase
terminal del proceso de diferenciacién. Este proceso, es dirigido por rutas
genéticas que involucran la participacion de varios factores de transcripciéon. Las
interacciones que se puedan establecer entre estos factores de transcripcion (y
posiblemente otros genes adicionales) determinan el tipo de péptido o
neurotransmisor que una neurona va a expresar (Burbach, 2000). Se han
identificado varios factores de transcripcién pertenecientes a las familias bHLH,
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POU y Pax, involucrados en la adquisicion del fenotipo peptidérgico. Los factores
de transcripcion Brn2 y Otp, pertenecientes a la familia de genes homeobox, Sim1
y Arnt2, de la familia de los PAX, estan involucrados en la adquisiciéon del fenotipo
peptidérgico de las neuronas magnocelulares y parvocelulares del NPV
hipotalamico. Estudios realizados en ratones con una mutacidén nula del gen Brn
(Brn2 7 ), demostraron la participacion de este factor en la migracion y la
diferenciacioén fenotipica de las neuronas magnocelulares del NPV. En los ratones
Brn2 7/, estas neuronas no existen al nacimiento y en consecuencia no se
establece el sistema hipotalamico-neurchipofisial. La inactivacidn de los otros
factores de transcripcién Otp, Sim1 y Arnt2 produce el mismo efecto. Para el caso
especifico de las neuronas TRHérgicas y somatostatinérgicas, se sabe que se
requieren uno o mas de estos factores de transcripcion (Burbach, 2000) (Figura 7).

Sin embargo, hay otros factores de tipo epigenético que también estan
actuando durante el desarrolio y que pueden influenciar los cambios morfolégicos,
fisioldgicos y quimicos en las neuronas postmitéticas (Petit et al., 2002). Se ha
observado que la actividad eléctrica (Nawa et al., 1994), las aferencias (Petit, et
al., 2002), la composicion de la matriz extracelular (Niquet et al., 2000) y factores
difusibles, en particular factores troficos (Petit et al.,, 2002), pueden inducir la
expresion de un fenotipo particular. Por ejemplo, en las neuronas de la corteza
visual, las inervaciones aferentes son capaces de inducir el fenotipo hacia la
expresion del neuropéptido Y (NPY). En el hipocampo, la actividad neuronal
modula la expresion de NPY y de la SS (Nawa et al., 1994, Petit et al., 2002).

Estudios extensivos en el SNP han establecido que la expresién de los
neurotransmisores y neuropéptidos esta regulada espacial y temporalmente
durante el desarrollo y que esta expresidn esta influenciada por factores tréficos
sintetizados por varios tipos celulares incluyendo las células de tipo glial y las
células blanco (Korsching, 1993). En el SNC las neurotrofinas también aceleran la
expresion de varios neuropéptidos, de manera dependiente del tipo de
neurotrofina, de la regién y del tipo de neuropéptido in vivo e in vitro (Nawa et al.,
1994; Loudes et al., 2000; Petit et al., 2002).
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Figura 7. Rutas genéticas en el desarrollo de las neuronas peptidérgicas del hipotalamo.
Se muestran los factores de transcripcién que han sido involucrados a partir del analisis
del fenotipo de ratones con mutaciones nulas de estos factores de transcripcion.

VIHH.- Neurotrofinas.

Las neurotrofinas son proteinas que forman una familia multifuncional de
factores tréficos, constituida por 6 factores estructuralmente relacionados: el factor
de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)
y las neurotrofinas 3, 4 (5) (Korsching, 1993) y 6 (Katoh-Semba et al., 1997) (NT3,
NT4 (NT5) y NT6). Entre las principales funciones de las neurotrofinas estan el
aumento de la diferenciacién del fenotipo peptidérgico (Carnahan y Nawa, 1993),
la sobrevivencia, mantenimiento, migracion y crecimiento de las neuronas en el
SNC y el SNP (Katoh-Semba et al., 1997). Estos factores neurotréficos inducen
una gran variedad de cambios en las células: en las propiedades de transporte, en
la actividad metabdlica, en el trafico realizado a través de la membrana celular
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(Saltiel y Decker, 1994); también estan involucrados en la modulacién y la
maduracién de las conexiones sinapticas (Stoop y Mu-ming Poo, 1996).

Las neurotrofinas ejercen sus efectos mediante la unilén a dos tipos de
receptores, uno de baja afinidad conocido como receptor neurotréfico de baja
afinidad (p75LNTR) que reconoce a todas las neurotrofinas con una afinidad
similar (de concentracién nanomolar) y mediante la familia de los receptores de
tirosina cinasa (Trk) que reconocen a las neurotrofinas con alta afinidad (de
concentracidn picomolar). Hay tres miembros de esta familia de receptores, el
TrkA, que reconoce a NGF, el TrkB que reconoce a BDNF y NT4 (NT5) y el TrkC
que reconoce a NT3. La uniéon de sus ligandos a estos receptores desencadena
toda una ruta de sefalizacion intracelular que lleva a la regulacion de la expresién
de multiples genes (Jonson, 1989).

Existen varios ejemplos del papel en la sobrevivencia y diferenciacion
neuronal (en particular del fenotipo de neurotransmision) que tienen las
neurotrofinas durante el desarrollo del sistema nervioso. En el SNP, el NGF
controla la expresion del sustancia P en cultivos de neuronas sensoriales (Nawa et
al., 1994). En el SNC, 'ei BDNF mantiene la sobrevivencia y diferenciacion de las
neuronas colinérgicas del séptum, de las dopaminérgicas del mesencéfalo ventral
y de la sustancia nigra (Berg-von der Emde et al., 1995), de las neuronas
GABAérgicas del estriado, de las neuronas del ganglio retina! y de la raiz dorsal
(Katoh-Semba et al., 1997). La neurotrofina NT3 tiene efectos tréficos sobre las
neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo en adicion a otras influencias en otros
ntlcleos del hipotalamo en desarrollo (Berg-von der Emde et al., 1995). En el
hipocampo el BDNF y la NT3 son capaces de regular la expresion de NPY (Petit et
al., 2002).'La administracidn intraventricular del BDNF a ratas neonatales,
incrementa los niveles de expresion del NPY en el talamo, el estriado y en la
neocorteza, donde también tiene efectos sobre la expresion de la SS y de la
sustancia P (Nawa, 1994).
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Se sabe poco sobre las poblaciones neuronales que pueden responder a
las neurotrofinas en el hipotalamo (que contiene una gran variedad de fenotipos
peptidérgicos) y sobre los factores neurotréficos que las neuronas hipotalamicas
puedan requerir para su sobrevivencia, para el establecimiento y el mantenimiento
de su funcidn. La adicién de BDNF o NT3 a cultivos hipotalamicos fetales,
aumenta selectivamente la diferenciacién morfoldgica y funcional de neuronas
somatostaninérgicas de los nucleos periventriculares y dopaminérgicas del ARC
respectivamente (Berg-von der Emde, 1995; Loudes et al., 2000; Petit et al.,
2002). El BDNF también esta involucrado en la determinacion del fenotipo de ia
AVP y OX en las neuronas hipotalamicas del NPV y del NSO en ratas postnatales
(P6-P8) (Kusano et al., 1999).

Distribucién de las neurotrofinas y sus receptores en el SNC.

Las neurotrofinas y sus receptores se expresan ampliamente en el SNC en
la rata adulta. Es posible encontrar al ARNm del NGF, BNDF y NT3 principalmente
en el hipocampo (Friedman et al.,, 1991). El BDNF y su receptor estan
abundantemente expresados en el SNC, localizados en particular en el hipocampo
y en la corteza cerebral. El ARNm del BDNF ademas se encuentra en los nucleos
piriformes, en la amigdala y el cerebelo (Nawa et al., 1994).

La expresion de estas neurotrofinas es regulada durante el desarrollo. Los
transcritos del NGF, BNDF y NT3 se pueden detectar en |la rata desde el dia E11 y
entre el E11 y E12 hay un incremento en sus niveles de expresion, alcanzando los
niveles mas altos en el hipocampo. En el hipotalamo la expresion del ARNm del
BDNF se inicia en las etapas tardias del desarroflo embrionario, cuando las
neuronas peptidérgicas son detectadas inicialmente (Katoh-Semba et al, 1997).
Durante la etapa postnatal en el hipotalamo el ARNm del BDNF se expresa
abundantemente, principalmente en los nucleos ventromediales y en el area
predptica, mientras el ARNm del NGF se expresa en bajos niveles y no es
detectable el ARNmM de NT3 (Nawa et al., 1994; Berg-von der Emde et al., 1995).
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En el hipotalamo del ratén se ha detectado mediante “Northern blot” el
ARNmM de TrkB a partir del dia E9 y por hibridacién in situ se puede observar a
partir del dia E10 en el proencéfalo, en la parte caudal del mesencéfalo, en el
romboencéfalo, en |la médula espinal y en las células que formaran los ganglios de
la raiz dorsal (Klein et al., 1990). En el ratén el ARNm de TrkB y el péptido del
BDNF estan colocalizados a nivel celular (Conner et al.,1997; Yan et al.,1997).
Durante el desarrollo fetal, en la rata el ARNm de TrkB se detecta en la regién
medial del hipotadlamo y en la eminencia media y por hibridacion in situ se observé
que el ARNm de TrkC se expresa en los ntcleos dorsales y ventromediales del
hipotalamo y en la eminencia media. Esto lleva a suponer que las neurotrofinas y
en particular el BDNF, tienen un papel importante en la determinacién del fenotipo
peptidérgico en las neuronas hipotalamicas (Katoh-Semba et al, 1997).

VIHil.- Antecedentes

Efectos del BDNF sobre la expresién del ARNm de TRH.

En el NPV de la rata adulta se puede detectar los ARNm del BDNF y de su
receptor TrkB™* (Merlio et al., 1992; Kernie et al., 2000); se ha demostrado que el
ARNmM del receptor TrkB™** esta localizado en las neuronas TRHérgicas (Ubieta et
al., no publicado). Estudios realizados recientemente en el laboratorio mostraron
que existe una relacion espacio-temporal entre la expresion del ARNm de TrkB™*
y las neuronas que expresan el ARNm de TRH en el hipotalamo durante la etapa
prenatal; en las células del NPV el ARNm de TrkB™** se expresa antes que el
ARNmM de TRH, esto sugiere que el BDNF puede estar participando en la
induccion de la expresién del ARNm de TRH en esta etapa del desarrollo
(Gonzales, 2001, Tesis de Maestria. UNAM). In vivo, son expresados los ARNm y
las proteinas de BONF y NT3 en el hipotalamo fetal (Loudes et al., 1999).

La evidencia de los efectos del BDNF sobre la diferenciacion del fenotipo
peptidérgico en diferentes subpoblaciones neuronales; la presencia del ARNm de
TrkB™®* y de TrkC, del BONF y de la NT3 en el hipotalamo de la rata durante la
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etapa embrionaria, sugeria que estas neurotrofinas podian participar en la
determinacion del fenotipo peptidérgico, en particular el TRHérgico. Para confirmar
ésto, se analizd en el laboratorio el efecto de éstas neurotrofinas sobre los niveles
del ARNm de TRH en cultivos de hipotalamo fetal. La adicién del BDNF, pero no la
de NT3, al cultivo de céiulas hipotalamicas incrementé los niveles del ARNm de
TRH a los 4 dias in vitro (DIV). Se demostré que este efecto no se debe a un
efecto del BDNF sobre ia sobrevivencia, sino a un incremento de la cantidad de
ARNmMm de TRH por célula. Por doble hibridacion in situ, se observé que sélo las
neuronas TRHérgicas que contienen al receptor TrkB™* responden a los efectos
‘del BDNF. Ademas, se vio que las neuronas TRHérgicas hipotalamicas son
heterogéneas en cuanto a la expresién del receptor de BDNF. El efecto del BDNF
sobre las neuronas TRHérgicas se observé mejor cuando las células fueron
mantenidas a baja densidad (75,000 células por cm?), probablemente porque a
alta densidad celular es preponderante el efecto de las neurotrofinas endégenas.
También se mostré que el BDNF endégeno puede incrementar los niveles del
ARNm del TRH en las neuronas TrkB™* (Guerra et al., 2001).
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Justificacion.

En el NPV se localizan las neuronas TRHérgicas hipofisiotréopicas, es decir,
que tienen un papel critico en la regulacion de la funcion de la adenohipdfisis,
considerada como la glandula maestra del sistema endécrino. Al inervar a la
eminencia media estas neuronas tienen una importante funcién neuroendaécrina
(Schmidt-Nielsen, 1986). Para entender como se establecen los procesos de
sintesis de la TRH en las neuronas TRHérgicas postmitéticas del NPV, en el
laboratorio se ha usado como estrategia experimental cultivos primarios de
hipotalamo fetal. Sin embargo, estos cultivos presentan mdltiples poblaciones
celulares, varios tipos gliales, células endoteliales y diferentes tipos neuronales,
con una gran variedad de fenotipos, de las cuales sdlo una pequefa porcion
corresponden a neuronas TRHérgicas. Una altenativativa de estudio seguida en el
{aboratorio ha sido aislar a las cé&lulas TRHérgicas del resto de la poblacion celular
hipotalamica a partir de cultivos primarios transfectados con un vector de
expresion que contiene al promotor de la TRH (Balkan et al, 1998) fusionado a la
proteina verde fluorescente (GFP) (Chalfie et al, 1994; Wang et al., 2000). Las
células TRHérgicas transfectadas se vuelven fluorescentes lo que permite su
purificacion por citometria de flujo (FACS). Sin embargo, con este protocolo se
generan células TRHérgicas que provienen de varios nucleos hipotalamicos,
siendo altamente probable que su fenotipo varie segun el tipo neuronal, por lo que
la informacion que se obtenga del analisis de sus fenotipos sea una mezcla de
varios de ellos y no solo del fenotipo TRHérgico de las neuronas del NPV.

Por las razones mencionadas, se entiende la importancia de contar con una
estrategia que permita aislar a las células del NPV del resto de la poblacién
hipotalamica, permitiendo hacer estudios de diferenciacion peptidérgica
exclusivamente en esta subpoblacion celular. De esta forma, se podria determinar
el efecto de las neurotrofinas, en particular del BDNF, en el procesoc de
diferenciacién terminal de las neuronas TRHérgicas del NPV. Para facilitar la
diseccién del NPV, se decidi6é inicialmente utilizar ratas neonatales en lugar de
fetales.
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Objetivos.

General:

Definir si en las neuronas TRHérgicas del NPV del hipotalamo neonatal, el
nivel del ARNm de la TRH es regulable por BDNF.

Particulares:

1. Optimizar la microdiseccion del NPV neonatal a partir de tejido
fresco.

2. Determinar si el BDNF regula el nivel del ARNm de la TRH y el TRH
(proteina) en cuitivos de hipotalamo neonatal.
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Estrategia Experimentai.

Para cumplir con el primer objetivo particular, priméro se optimizd la
microdiseccién del NPV a partir de tejido congelado, por la facilidad en la
manipulacidon del tejido y en el reconocimiento de estructuras que sirvan como
referencias anatdmicas para ubicar la regidon donde se localice con mayor
probabilidad el NPV. Con ésto se pretendid obtener experiencia en la
microdiseccién para posteriormente trasladar esta experiencia a la microdisecciéon
del NPV en tejido fresco.

a) Microdiseccion del NPV a partir de tejido congelado. Antes de iniciar la
microdiseccién se determind la posicién del NPV neonatal, haciendo cortes
coronales del cerebro congelado al nivel del hipotalamo (de acuerdo con el Atlas
de Paxinos et al.,, 1994), en un criostato (Bright Instrument Company Ltd, UK) a
-18°C. Se utilizaron dos cerebros; un cerebro se corté hasta el nivel de inicio del
NPV y el otro fue cortado hasta el nivel donde termina este nucleo. Para verificar
que se hubiera llegado al nivel del NPV se tomo un corte y se tifid con azul de
toluidina al 1%. Se observé en un microscopio compuesto (Olympus Vanox) en
campo claro y se identificé al NPV en la rebanada, de acuerdo con el atlas de
Paxinos et al., 1994. Con base en lo anterior, se determind la longitud que ocupa
el NPV neonatal (aproximadamente 400-500 um) a lo largo del hipotalamo, asi
como sus limites antero-posteriores. Una vez identificada la zona del cerebro
donde se localiza el NPV neonatal (Figura 8), este nicleo se disectd manualmente
y se comprobd que la diseccidn fuera correcta, de la siguiente manera: si el NPV
estaba bien disectado, el nivel de un ARNm que se exprese principaimente en el
NPV tendrié que ser mas alto en este nucleo que en el hipotalamo; y el nivel de un
ARNmM que no se exprese en el NPV (pero si en una regién hipotalamica
cercana) tendria que ser menor en el NPV que en el hipotalamo.
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Niicleo
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ventromedid
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Figura 8. Posicién de! NPV neonatal. A) Vista lateral que muestra la localizacién de los
principales nticleos hipotalamicos. La linea punteada indica el nivel al cual se obtuvieron
las rebanadas para hacer las disecciones del NPV. B) Corte coronal del cerebro de rata al
dia P1, al nivel del NPV, teidido con hematoxilina. Se indican algunas referencias
anatdmicas importantes para ubicar al NPV: F férnix; 3V, tercer ventriculo; LH, hipotalamo
lateral; SCh, nucleo supraquiasmatico; SON, nticleo supraéptico.
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Para determinar la precision de la microdisecciéon del NPV, se
seleccionaron marcadores moleculares que estuvieran presentes, al dia del
nacimiento (P0) o al dia 1 (P1), sdlo en el NPV o s6lo en el HL, que por tener
neuronas TRHérgicas y por su cercania al NPV, representa una fuente
importante de contaminacién e incertidumbre para la diseccion. Con base en la
informacidn obtenida de la literatura, se seleccionaron los siguientes marcadores;
para el NPV: el receptor de glucocorticoides (GR), considerado como marcador
positivo; y para e! HL: la prepro-orexina (PPO), considerado como marcador
negativo para el NPV. La PPO durante PO-P15 es exclusiva del HLL (Sakurai et al.,
1998), mientras que el GR se presenta abundante y Gnicamente en el NPV
durante P0O-P5 (Su-Jin Yi et al, 1994). La TRH, no es un marcador exclusivo del
NPV, pero este nucleo esta altamente enriquecido con neuronas TRHérgicas, en
comparacion con otros nucleos hipotalamicos. Por tal motivo, los niveles de
expresion del ARNm de la TRH, en el NPV disectado también fueron usados como
un indicador de la precision de la diseccion, ya que se esperaba un incremento en
los niveles de expresidon de este mensajero en el NPV comparado con el
hipotalamo. La precisién de la microdiseccion se determindé con base en el
incremento de la expresion del ARNm de GR y de TRH o en la disminucién de la
expresion del ARNm de PPO, en los tejidos disectados que probablemente
contenian al NPV. El nivel de expresion de estos mensajeros se determind
mediante un analisis semicuantitativo por transcripcién reversa acoplada a la
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Para corregir las variaciones en la
eficiencia de la reaccion de amplificacién entre un muestra y otra, se uso como
control interno a la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH), cuyo
producto de amplificacidn por PCR fue usado para normalizar la amplificacién de
los otros marcadores.

b) Microdiseccion del NPV a partir de tejido fresco. Dado que el propésito
final de este proyecto sobre la diseccion del NPV es poder cultivar sus células, se
requiere optimizar la microdiseccion del NPV a partir de tejido fresco. Para lo cual
se aprovechd la experiencia obtenida en la diseccion del tejido congelado y se
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analizé la calidad de la diseccion, realizada de la misma forma que la utilizada
para el tejido congelado.

Para realizar el segundo_objetivo particular, se requiere cultivar las
neuronas en medio libre de suero y a baja densidad celular, para limitar el efecto
de los factores de crecimiento aportados por el suero o enddgenos. Por lo tanto
primero se determiné si era posible mantener las células neonatales vivas en
medio sin suero a baja densidad celular y si expresaban las caracteristicas
morfoldégicas de neuronas diferenciadas y el péptido. Una vez comprobado esto,
se analizé el efecto del BDNF sobre la expresion del ARNm de TRH y del péptido.
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Materiales y Métodos

Animales y diseccion del NPV y del hipotalamo.
Se utilizaron ratas Wistar de P0-P1. Las ratas fueron decapitadas, se les
quité el craneo y se les extrajo el cerebro. Las disecciones se hicieron a partir de

tejido congelado o fresco.

1)Tejido congelado. Los cerebros fueron congelados en hielo seco,
cubiertos con Parafilm y papel aluminio y se almacenaron a -70°C hasta ser
procesados.

Diseccion del NPV. Para sacar una rebana que contuviera al NPV, los
cerebros congelados fueron pegados con una gota de agua sobre una caja de
Petri. El corte anterior de la rebanada se hizo 1 mm (aproximadamente) antes del
término de la apertura del quiasma 6ptico y a 0.5 mm de éste, hacia la parte
caudal, se hizo el corte posterior. Una vez obtenida la rebanada, se puso sobre
una caja de Petri llena de hielo seco pulverizado. La ubicacién del NPV en la
rebanada se determind dividiendo imaginariamente al tercer ventriculo en tres
partes, considerando al segundo tercio la regién donde se localiza el NPV. Con un
sacabocados (neuropunch) de 1 mm de diametro se extrajo el tejido de ésta
regién. El tejido disectado se depositdé en un tubo de microcentrifuga y fue
mantenido en hielo seco oa —70°C hasta e! momento de la purificacién del ARN
total.

Diseccién del hipotéalamo. El hipotalamo fue disectado, tomando como
limites el inicio anterior del quiasma 6ptico y el limite posterior de los cuerpos
mamilares. Se tomé a la comisura anterior como limite para determinar la
profundidad de la rebanada. Los hipotalamos disectados se pasaron a un tubo de
microcentrifuga y fueron mantenidos en hielo seco o a -70°C hasta el momento de
la purificacion del ARN total.
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2) Tejido fresco. Para disectar el NPV de tejido fresco, los cerebros fueron
depositados sobre un molde, a temperatura ambiente, de cerebro de rata adulta.
Este molde tiene ranuras con una separacion, entre cada una, de 1 mm lo que
permite obtener rebanadas de 1 mm de grueso. Las rebanadas fueron obtenidas
cortando a 1 mm (aproximadamente) antes de! término de la apertura del quiasma
6ptico y a 1 mm de éste, hacia la parte caudal, se hizo el corte posterior. La
ubicacion del NPV en la rebanada y la extraccion del mismo se hicieron de la
misma forma que en el tejido congelado. El tejido se deposité en un tubo de
microcentrifuga sobre hielo seco y fue mantenido ahi o a -=70°C hasta el momento
de la purificacion det ARN total.

Purificacion de ARN total.

NPYV. El tejido disectado como se describié anteriormente, fue mantenido
sobre hielo seco hasta el momento de la homogenizaciéon. El ARN total fue
purificado utilizando el reactivo de extraccion de ARN total, STAT-60 (Tel-Test,
INC). STAT-60 es un reactivo que contiene fenol y tiocianato de guanidina en una
monofase. El protocolo para purificar ARN total fue el siguiente:

Homogenizacion y purificacion. El NPV congelado fue homogenizado
manualmente en un homogenizador de vidrio (Bellco Glass Inc), a temperatura
ambiente, con 1 ml del reactivo STAT-60 (a 4°C). El homogenizado se dejé a
temperatura ambiente por 5 min para permitir la completa disociacién de los
complejos-de nucleoproteinas. Transcurridos los § min, al homogenizado se le
adiciond 200 ul de cloroformo (Baker). Se dejé de 2-3 min a temperatura ambiente,
se mezcld por vortex durante 20 segundos y se dejé nuevamente a temperatura
ambiente por 2-3 min. Se centrifugd (Jouan MR 3212) a 12,000 g por 15 min a
4°C. Con la centrifugacion el homogenizado se separd en tres fases: 1) una fase
superior acuosa incolora, donde se localiza exclusivamente el ARN total; 2) una
interfase donde se localizan el ADN y las proteinas y 3) una fase inferior organica
de color rojo que contiene fenol y cloroformo. Se tomé la fase acuosa y se
deposité en un nuevo tubo de microcentrifuga. Aunque el volumen de la fase
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acuosa era de aproximadamente el 60% del volumen de STAT-60 usado, sélo se
tomaé 500 ul para evitar al maximo llevarse proteinas con la fase acuosa y tener un
ARN lo mas puro posible.

Precipitacion. A la fase acuosa se le adicioné un volumen (500 ul) de
isopropanol (Baker) a temperatura ambiente que se mezcld por vértex y se dejé
precipitando a —20°C toda la noche.

Lavado del ARN. Al dia siguiente las muestras fueron mantenidas a
temperatura ambiente durante 20-25 min, después fueron centrifugadas a 12,000
g por 20 min a 4°C. En este paso se puso mucho cuidado en la forma en la que
eran colocados los tubos de microcentrifuga en la centrifuga, tratando que siempre
estuvieran en la misma posicién (con la pestafia de la tapa hacia el exterior de la
centrifuga), para tener seguridad de la posicién, dentro del tubo de
microcentrifuga, de la pastilla de ARN, en caso de que ésta no fuera visible.
Después de la centrifugaciéon las muestras fueron mantenidas siempre a 4°C. El
sobrenadante fue removido cuidadosamente con una micropipeta (Eppendorf)
cuando la pastilla no era visible o por decantacidn cuando era visible. Para lavar la
pastilla de ARN se le adicioné 1 ml de etanol al 75% frio, se mezcld por vértex
para disolver las sales y se centrifugd a 7,500 g por 12 min a 4°C; posteriormente
se elimind el sobrenadante por decantacion. Si la pastilla era visible y se vefa muy
blanca se repitid el paso del lavado con etanol al 75% una vez mas. Después del
lavado, las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente. Cuando el etanol
se evaporo por completo, a la pastilla de ARN se le adiciond 10 u! de agua tratada
con dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma) y fue resuspendida con la micropipeta. El
ARN se mantuvo a 4°C y se cuantificé inmediatamente.

Cuantificacion de ARN. Para cuantificar el ARN se tom6é 1 ul de la
resuspension anterior y se colocé en un tubo de microcentrifuga con 99 ul de agua
con DEPC, para tener un volumen final de 100 pl, et ARN restante se mantuvo a
4°C o fue congelado a —-70°C hasta su procesamiento. Los 100 pl fueron
colocados en una celda de cuarzo (Sigma) de 1 m! para espectrofotémetro. La
cuantificacion del ARN se hizo midiendo la absorbancia de la muestra a una
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longitud de onda de 260 nm, en un espectrofotémetro (DU 650, Beckman). La
concentracién de ARN se calculd a través de la siguiente formula:
densidad éptica x factor de dilucién x 40/ 1000 = ug ARN/ul
Este valor se corrigié para tener la cantidad de ARN total en el volumen
de resuspension final. La pureza del ARN se determind, midiendo la absorbancia a
las siguientes longitudes de onda: 280 nm (que es un parametro de la cantidad de
proteina presente en la muestra) y 230 nm (que representa principalmente sales).
La pureza del ARN esta representada por las relaciones 260 nm/280 nm (para las
proteinas) y 260 nm/230 nm (para las sales). Sdlo los ARN con una relacion 260
‘'nm/280 nm minima de 1 fueron usadas para la reaccién de transcripcién reversa
(RT). Con este reactivo de extraccion de ARN total, no se puede obtener
relaciones 260 nm/230 nm mayores a 1, por lo que este parametro no fue
considerado como criterio para seleccionar los ARN a seguir con el paso de la RT.
Dado el pequefio rendimiento de ARN esperado para cada muestra, no se usaron
duplicados para cuantificar el ARN. Con este método se obtiene ARN libre de ADN
genomico y no degradado; ésto se pudo comprobar al observar la migracion
electroforética de una muestra de ARN purificada con este reactivo en un gel de
agarosa (Ulta-pure, Bio-Rad) al 2% (no mostrado).

Hipotalamo. Para extraer ARN total del hipotalamo se usdé un método
modificado del método de purificacion de ARN por extracciéon con tiocianato de
guanidina-fenol-cloroformo seguido en el laboratorio y descrito por Chomczynski et
al., 1987. La modificacién se hizo porque con el método de Chomczynski se
purificaba el ARN con relaciones 260 nm/280 nm y 260 nm/230 nm muy bajas que
se reflejaban en una interferencia con la reaccion de RT-PCR. El método de
extraccion seguido ya modificado fue el siguiente:

Homogenizacion y purificacion. El hipotalamo congelado se homogenizé
manualmente en un homogenizador de vidrio (Bellco Glass Inc) a temperatura
ambiente, en 600 ul de solucidn de desnaturalizacion (solucién D : tiocianato de
guanidina 4 M, citrato de sodio pH 7, 25 mM, sarcosil al 0.5%). Previo a la
homogenizacion a la solucién D se le adicioné 2-mercaptoetanol (Bio-Rad) (360 ul
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de 2-mercaptoetanol por cada 50,000 ul de solucidon D). Durante todo el
procedimiento de purificacion las muestras fueron mantenidas a 4°C; todos los
reactivos de purificacion fueron usados a temperatura ambiente menos cuando se
indica lo contrario. Al homogenizado se le adiciond 60 ul de acetato de sodio 2 M
(Baker), pH 4 y se mezcl6 por vortex. Posteriormente se adicioné 600 ul de fenol
(Baker) saturado con agua, se mezcld por vortex, finalmente se le adicioné 120 ul
cloroformo-isoamilico (49:1) y se mezclé por vértex durante § min o hasta que la
muestra tomara un tono lechoso. Las muestras fueron colocadas durante 15 min
sobre hielo (4°C). Transcurrido este tiempo las muestras se centrifugaron a
13,000g a 4°C por 15 min. Se tomé la fase acuosa y se deposité en un tubo de
microcentrifuga de 2 ml, se le adiciond un volumen igual a la fase acuosa, de fenol
saturado con agua, se mezclé por vortex y se le adicioné también un volumen de
cloroformo-isoamilico, se mezclo por vortex hasta que la muestra tuviera un tono
lechoso, se centrifugd de nuevo a 13,000 g a 4°C por 15 min.

Precipitacion. Se tomé el sobrenadante (nunca mas de 550 ul, para evitar
llevarse proteinas y ADN) y se colocd en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mi.
Para precipitar el ARN, al sobrenadante se le adicion6 un volumen de isopropanol,
se mezclé por vortex y las muestras fueron colocadas a - 20°C toda la noche.

Lavado del ARN. Al dia siguiente, las muestras fueron centrifugadas a
13,000 g a 4°C por 30 min, el sobrenadante fue retirado por decantacién. A la
pastilla se le adiciond 800 ul de etanol frio al 70%, se mezcldé por vortex
ligeramente para que se disolvieran las sales pero sin romper por completo la
pastilla. Se centrifugd a 13,000 g a 4°C por 15 min y el sobrenadante fue retirado
por decantaciéon. Este paso del lavado se repitid6 una vez mas. Se decantd de
nuevo para desechar el sobrenadante y la pastilla se dejo a temperatura ambiente
hasta que estuviera seca. Una vez seca, la pastilla se resuspendidé en 30 pl de
agua tratada con DEPC. El ARN se mantuvo a 4°C y fue cuantificado

inmediatamente.
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Cuantificacion del ARN. Para la cuantificacion del ARN total del hipotalamo
se procedié de la misma manera que la descrita anteriormente para el NPV. Se
midié la absorbancia de la muestra a las longitudes 280 nm, 260 nm y 230 nm,
para sacar la concentracion del ARN total en l[a muestra y el grado de pureza.

Disefio de los oligonucledtidos (desoxioligonucleétidos) para la PCR.

Para determinar la secuencia de los cligonucledtidos para amplificar los
ADNc de los marcadores seleccionados, de la base de datos del GenBank, se
obtuvo la secuencia del ADN complementario (ANDc) de cada marcador.
Teniendo la secuencia del ADNc, el diserio de los oligonucledtidos se hizo con la
ayuda del software Oligo (v4.03; National Biosciences inc, MN, USA). Después de
escoger la posicién en el ADNc de los oligonucleétidos y el tamafio del producto
de la PCR; de todas las posibilidades de oligonucleétidos disefiados por el
programa Oligo, se seleccionaron solo aquellos pares que no formaran dudplex que
involucraran el extremo 3'; en caso de formar duplex se busco que éstos no fueran
mayores a 4pb y que los dos cligonucledtidos tuvieran una Tm similar. La posible
hibridacién de los oligonucledétidos disefiados por el programa, con otras
secuencias homodlogas fue descartada mediante el uso del software Blast 2.0.12
(National Center for Biotecnology Information, National Institutes of Health, USA).
Este software busca el maximo alineamiento entre la secuencia de interés y todas
las secuencias (de ADNc o proteinas) registradas en la base de datos del
GenBank, determinando si hay una secuencia homéloga a la secuencia de interés.
Los oligonucledtidos seleccionados fueron sintetizados por el método de fosfito-
triester en un sintetizador automatico 391 de Applied Biosystems (Unidad de
Sintesis, Instituto de Biotecnologia, UNAM). La secuencia de los oligonucledtidos
disefiados y usados como iniciadores para la PCR, fue la siguiente: GR: la
secuencia sentido: 5’AAAAAGCACATCACACATAAATCTG3I', la secuencia
antisentido: 5’ TAAATAAGAGGGAGCAAACTACTGGSI'. Con estos iniciadores se
puede amplificar un segmento de 639 pb correspondientes a los nucleétidos 4903-
5542 del ADNc de GR de la rata. PPO: sentido: 55CGGCGGCCTCAGACT CCT3',
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antisentido 5’TAAAGCGGTGGCGGTTGCS3'. El producto obtenido con estos
iniciadores es de 435 pb que corresponden a los nucleétidos 5-440 del ADNc de
PPO de la rata. Los oligonucleotidos para el ARNm de TRH y de G3PDH ya
habian sido anteriormente disefiados y probados en el laboratorio. Las secuencias
para la TRH fueron: sentido: 5GGACCTTGGTTGCTGTCGACTC TGGCTTTG3';
antisentido: 5’ATGACTCCTGCTCAGGGTCATTCTAGAAGGGCT 3'. Con estos
iniciadores se puede amplificar un fragmento de 670 pb que corresponde a los
nucledtidos del 109-779 del ADNc de TRH de rata (Pérez-Martinez et al., 2001).
Las secuencias de los oligonucleétidos para la G3PDH fueron: sentido:
5'TGAAGGTCGGTGTCAAACGGATTTGGC3'; antisentido: 5'CAT
GTAGGCCATGAGGTCCACCACS3'. Estos iniciadores permiten la amplificacién de
un segmento de 983 pb, correspondiente a los nucledtidos 35-1017 del ADNc de
G3PDH de la rata (Pérez-Martinez et al., 2001).

Cuantificacién de ARNm por RT-PCR.

Para la obtencién de ADNc por medio de RT, se procedid de la siguiente
manera para el hipotalamo y para el NPV (de tejido congelado y del fresco). Para
el hipotalamo, se calculé el volumen necesario para tener 1 ug de ARN; para el
NPV como el rendimiento de ARN nunca pasaba de 1.5 pug se transcribié todo el
ARN. En ambos casos el ARN era llevado a un volumen final de 12 ul con agua
tratada con DEPC. El ARN fue calentado durante 5 min a 65°C y posteriormente
colocado sobre hielo (4°C) por el mismo periodo de tiempo. Transcurridos los §
min en hielo, la muestra fue centrifugada para bajar el liquido condensado en las
paredes del tubo y se le agregé 20 ul de la mezcla de reacciéon para obtener ADNc
por medio de RT. Ef ARN fue transcrito en un volumen final de 32 pl que contenia
lo siguiente: amortiguador 1X (Tris-HC! 50 mM, pH 8.3, KC! 75 mM, MgCl> 3 mM),
DTT 10 mM, desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs) 200 uM, 500 ng de oligo dT y
100 unidades de transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen). La reaccidn de RT se
realizd colocando el ARN con la mezcla de reaccion para RT, en un bario a 37°C
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por 2 horas. El ADNc se mantuvo en hielo (a 4°C) para ser inmediatamente
amplificado por PCR o fue colocado a -20°C hasta ser usado.

Optimizacién de las condiciones de la PCR semicuantitativa.

Para cada marcador se probaron diferentes condiciones de amplificacién
para determinar las condiciones en las que el ADNc fuera detectable, en un gel de
agarosa tefido con bromuro de etidio y estubiera dentro de la fase exponencial de
la reaccion de amplificacion. Las condiciones probadas fueron, temperatura de
alineamiento (Tm) (se realizd un gradiente de temperaturas hacia abajo y hacia
arriba de la temperatura sugerida por el programa Oligo v.4); concentracion de
oligonucledtidos (100-150 ng), numero de ciclos suficientes para detectar los
productos de la PCR y seguir dentro de la fase exponencial de la reaccién (se hizo
una cinética sacando 10 pl de la reaccién a diferentes ciclos (25-35)), cantidades
de ADNc (3-6 ul). Todas estas condiciones se probaron para el NPV (disectado de
tejido congelado y del fresco) y para el hipotalamo con cada uno de los
marcadores. Para corregir las variaciones en la eficiencia de la reaccién de
amplificacion entre un muestra y otra, se uso como control interno a G3PDH; su
producto de amplificacion por PCR fue usado para normalizar los productos de
PCR de los otros marcadores. Se intentd usar como control interno la expresiéon
del ARNm de la ciclofilina, un mensajero mucho mas abundante en la célula que el
mensajero de la G3PDH. Sin embargo no se pudo optimizar las condiciones que
permitieran analizar la expresion de la ciclofilina dentro de la fase exponencial de
la reaccidon de amplificacion, por lo que se descarté esta proteina para ser usada
como control interno.

Las condiciones de amplificacién determinadas por la optimizacion fueron
las siguientes: temperatura de alineamiento, se establecidé en 60°C, para el GR y
la PPO; esta temperatura es la misma que para la G3PDH y la TRH. La cantidad
de cada par de oligonucleétidos fue: GR 150 ng, PPO 100 ng, G3PDH 10 ng y 100
ng para TRH. La cantidad de ADNc: 6 pl para TRH y GR; 4 pl para G3PDH y PPO.
E! nimero de ciclos usados fue 27 para TRH, GR y PPO y de 25-27 ciclos para la
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G3PDH. Para cada muestra de NPV e hipotalamo se amplificaron los genes de
interé en reacciones separadas con uno de los 4 oligonucledétidos. Se decidié no
realizar una coamplificacién (en el mismo tubo) porque la coamplificacién de la
G3PDH con cada uno de los marcadores y la TRH llevé a una disminucion de la
sefal de los productos de la PCR (datos no mostrados).

Amplificacién por PCR.

La reaccién de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 50 ul, que
contenia: 4 pl o 6 pl del producto de RT, amortiguador para PCR (Tris-HCI 10
mM, KCI 50 mM, pH 8.3) (Biotecnologias Universitarias), MgCl 1.5 mM
(Biotecnologias Universitarias), dNTPs 200 uM, Taq polimerasa Su/ul (amplificasa,
Biotecnologias Universitarias) y las cantidades de cada iniciador antes descritas.
Las reacciones de PCR fueron realizadas en un termociclador (Mastercycler
gradient, Eppendorf). Cada ciclo de la PCR consistia en un paso de
desnaturalizacién a 95°C por 1.15 min, un paso de alineacion de los iniciadores a
60°C por 1 min, un paso de extension a 72°C por 1 min; estos pasos fueron
repetidos por 27 o 25-27 ciclos segun el caso. Del producto de la PCR se tomaron
10 ! y fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa (Ulta-pure, Bio-Rad) al
2%, las muestras se dejaron correr en el gel por aproximadamente 40 min a 100
volts. El gel se tind con bromuro de etidio y se analizé en un multianalizador de
imagenes (Fluor-S Multitmager, Bio-Rad). La migracién de los productos de la
PCR se compard con la de unos marcadores de peso molecular, en un rango de
2176-154 pb (Marcador VI, Roche). En todas las reacciones de PCR el producto
fue del tamarfio esperado: 670 pb para la TRH, 639 pb para GR, 435 pb para PPO
y 987 pb para la G3PDH. :

Presentacion de los datos. En todos los casos la intensidad de la sefal
detectada para el ADNc de cada marcador molecular fue dividida por la intensidad
de la sefial obtenida del ADNc de la G3PDH; por lo tanto, los resultados finales
que se reportan son los cocientes. Para el analisis de la precision de la diseccion
del NPV, se usé como control la expresion del ARNm de los 3 marcadores en el
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hipotalamo. Se trabajoé con 3 hipotdlamos independientes. Cada hipotalamo fue
escogido aleatoriamente para ser usado como control en cada diseccion del NPV.
Para 2 hipotdlamos (que fueron usados de manera repetida), la expresion relativa
de cada marcador, en todas las amplificaciones hechas, para cada hipotalamo
mostré poca variacién lo que muestra que el método semicuantitativo que se
utilizé fue reproducible. Sin embargo, la expresion relativa de estos marcadores
fue diferente para cada hipotalamo (Figura 9). Por lo que comparar la expresiéon de
los marcadores obtenida para un NPV con uno de estos hipotalamos podria dar
interpretaciones equivocadas sobre la precision de la diseccién. Por lo que el
"analisis de la precisién de un mismo tipo de diseccién se hizo promediando los
porcentajes de cambio obtenidos para cada marcador en varias disecciones
independientes.

Cultivo de neuronas hipotalamicas.

Los cultivos se realizaron con hipotdlamos de ratas Wistar de P0-P1 de
edad, usando un método modificado del método de cultivo descrito por Brewer
1997, para el cultivo de neuronas hipocampales de ratas adultas. Preparacién de
los platos de cultivo. Un dia antes del cultivo o por los menos 2 horas antes, se les
adicion6 a cajas de 24 pozos, 500 ul de poli-D-lisina (0.03 mg/ml) como sustrato
de anclaje para las células. Los platos se dejaron con la poli-D-lisina minimo por
dos horas en la incubadora a 37°C, posteriormente se lavaron dos veces con
solucién Hank’s (NaCl 140 mM, KCI 5§ mM, KHz PO 4 440 pM, NaH; PO 4750 uM,
D- (+) Glucosa 5 mM) y se ghardaron con 500 ul de la misma solucién de nuevo
en la incubadora hasta el momento de la siembra. La solucion Hank's se retiré6 de
los pozos justo antes de la adicion de las células. El medio utilizado para el cuitivo
fue Neurobasal (NB) (Gibco, formula utilizada para cultivos de células
embrionarias). Al NB se le adiciond B27 (50x) (un complemento libre de suero que
contiene basicamente acidos grasos, antioxidantes, vitaminas y hormonas), L-
glutamina (0.5 mM) y antibidtico-antimicético a una concentracion final de 1% (NB-
B27).
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Figura 9. Expresién relativa de los marcadores para 2 de los hipotalamos usados como
control para el andlisis molecular de la diseccién del NPV de tejido congelado y fresco.
Las barras representan el promedio de la expresién relativa obtenida para cada marcador
‘+ el error estandar. El numero dentro de las barras representa el nimero de
amplificaciones independientes realizadas para cada hipotalamo.

Diseccidén del hipotalamo. Brevemente, las ratas neonatales fueron
decapitadas, se les retiro la piel y el craneo, rapidamente se les extrajo el cerebro
y fue depositado sobre un tarjeta de carton estéril. Para extraer el hipotalamo, se
corté a una profundidad de 3 mm aproximadamente, con unas tijeras pequeiias
por delante del quiasma 6ptico, hacia los lados por lo largo de los surcos laterales
y hacia la parte posterior incluyendo los cuerpos mamilares. Los hipotalamos asi
disectados fueron depositados sobre una caja de Petri de 35 mm estéril con 3 ml
de medio NB-B27 (se colocaron maximo 12 hipotalamos). Con una pipeta Pasteur
estéril se retiré de la caja de Petri la mayor cantidad de medio posible. Con unas
tijeras pequerias se cortaron los hipotalamos en trozos pequefios; con una pipeta
Pasteur fueron transferidos a un tubo con 2 ml de medio NB-B27 y se dejaron
agitando por 8 min a 30°C.
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Dispersiéon del tejido. La digestidon del tejido se hizo con papaina. Para
prepararla, se disolvieron 12 mg de papaina en 6 ml de NB-B27, agitandola por 5
min en un bafio a 37°C. Posteriormente |la papaina se esterilizé por filtracién y se
almacend en un tubo de 50 mi a 4°C. Media hora antes de ser utilizada la papaina
se puso a 30°C. Después de los 8 min de agitacién a 30°C, los trozos de
hipotalamo fueron transferidos con una pipeta Pasteur al tubo con papaina y se
dejaron incubando por 30 min a 30°C agitandose a 170 g. Al terminar el tiempo de
incubacion, los trozos de hipotalamo fueron transferidos con una pipeta Pasteur a
un tubo con 2 ml de NB-B27, se dejaron 5 min a temperatura ambiente. Se realizé
la dispersion mecanica utilizando 3 pipetas Pasteur con diametros decrecientes
entre si. Los trozos de hipotalamo se pasaron 10 veces por cada pipeta, se
dejaron sedimentar los trozos de tejido remanentes, se tomo el sobrenadante y se
deposité en un tubo nuevo. Se adicionaron 2 ml de NB-B27 al botén de tejido
restante y se repitié ta dispersién mecanica, nuevamente se tomoé el sobrenadante
y se colocod con el sobrenadante anterior. Este paso se repitié una vez mas. Los 6
ml de sobrenadante obtenidos de la dispersién mecanica, se centrifugaron a 1600
g a temperatura ambiente por 5 min. Se descartd el sobrenadante y la pastilla fue
resuspendida en 3 ml de NB-B27. De la resuspension celular se tomaron 15 pl y
se le adicionaron 15 pl de azul de tripano para determinar el nimero de células
viables y la cantidad total de células en la suspensiéon. Las células fueron
sembradas a las siguientes densidades 300.000, 150.000 o 75.000 células por
pozos, con 500 ui de NB-B27. Se cultivaron las células a 37°C en condiciones de
alta humedad, en una atmdsfera con 93% de aire y 7% de COa.

Tratamientos. Al momento de la siembra se adicioné BDNF (50 ng/mi)
(Promega) a los pozos experimentales; esta neurotrofina fue mantenida hasta el 4
DlV, a este dia se realizd a todos los pozos un cambio total de medio. Las células
fueron mantenidas hasta el 4 DIV o hasta el 12 DIV, haciendo cambio de medio
parcial cada dos dias a partir del 6 DIV, adicionando o no con el medio fresco
BDNF (50 ng/mil), segtin el paradigma experimental.
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Analisis del cuitivo.

Purificacion del ARN total. Para la purificacion del ARN total, al 4 DIV o al
12 DIV segun el paradigma experimental, se retiré6 todo el medio al pozo y se
adiciond 1 ml del reactivo de extraccién STAT-60 (a 4°C) con el que las células
fueron raspadas a temperatura ambiente y en una camara de flujo laminar. El
raspado celular se recuperd del pozo con una micropipeta, se depositd en un tubo
de microcentrifuga y se colocé a 4°C, inmediatamente las ceélulas se
homogenizaron, a temperatura ambiente, por vértex durante 1 min a maxima
velocidad. El protocolo de purificaciéon seguido fue el ya descrito para la
purificacion del ARN tota! del NPV.

Cuantificacién det ARN de TRH. Los niveles del ARNm de TRH se
determinaron mediante RT-PCR semicuantitativa, usando como control interno al
ARNmM de la G3PDH. La reaccién de amplificacién se realizé en tubos separados
para cada muestra de ADNc (de TRH y de G3PDH). Las condiciones de la RT-
PCR usadas fueron ias mismas que las descritas por Pérez-Martinez et al., 2001.

Analisis de la morfologia celular. Como un parametro del desarrollo de las
neuronas en cultivo se observd su apariencia morfolégica al 4 DIV y después cada
dos dias con el cambio de medio parcial. Las observaciones morfolégicas de las
células se realizaron utilizando un microscopio invertido (Nikon) empleando
iluminacion de Hoffman y un objetivo 40X. Las observaciones se hicieron
cuidadosamente, moviendo lo menos posible ios platos de cultivo evitando el dafio
mecanico a las células y rapidamente para reducir los efectos del cambio de
condiciones durante fa observacién. Se tomaron fotografias de las células alos 8 y
12 DIV usando una pelicula de 35 mm a color de ASA 100 (Kodak).

Radioinmunocensayo (RIA) de TRH. Procesamiento de las muestras para
RIA. Al 12 DIV las células fueron cosechadas como sigue: se les retird el medio y
se lavaron con PBS pH 7.4 (KCL 2.68 mM, KH, PO4 1.44 mM, NaCl 138.89 mM,
NaHPO,4 8.06 mM), se anadieron 500 ul de acido acético al 20%, frio y se
rasparon las células manteniéndolas sobre hielo (4°C). Se retird el raspado celular
y se deposité en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, al plato se le adicionaron



500 ul de metano! absoluto frio y se raspé de nuevo, se recolectd el raspado y se
depositd en el mismo tubo de microcentrifuga. El tubo de microcentrifuga con el
raspado celular, el acido acético y el metano! absoluto frios, se agitaron por vortex
y se almacenaron a —20°C durante toda la noche. Posteriormente las muestras
fueron centrifugadas a 7,500 g durante 40 min a 4°C, se tomo el sobrenadante y
se depositd en tubos de vidrio para RIA de § ml. Las muestras se secaron en un
evaporador rotatorio (SAVANT). Secas las pastillas, los tubos fueron cubiertos con
Parafilm y almacenados a —20°C hasta su procesamiento. El RIA fue realizado por
Miguel Cisneros, siguiendo el protocolo descrito por Joseph-Bravo et al.,1979.
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Resultados.

l.- Diseccion del NPV
1.- Extraccion de ARN total.

La estrategia experimental del proyecto implicaba la extraccion de ARN
total a partir de los tejidos disectados. El NPV congelado pesa aproximadamente 1
mg. Esto implicaba buscar un método de purificacidn que permitiera extraer ARN
total a partir de cantidades de tejido muy pequeras, es decir, a partir de la
diseccion de un solo NPV (la parte izquierda y derecha del nucleo), con

"rendimiento y grado de pureza adecuados para las reacciones de RT-PCR. Se

probaron dos métodos de purificacion de ARN total, el primero descrito por
Chomczynsky et al., 1987 (basado en la extraccién con tiocianato de guanidina-
fenol-cloroformo) y e! segundo, usando el reactivo de extraccion STAT-60 (que
contiene tiocianato de guanidina y fenol). Con ambos métodos se purificd ARN
total a partirde 1, 2y 3 NPVs.

Con el método descrito por Chomczynsky et al.,, 1987, a partirde 2y 3
NPVs, se obtuvo un rendimiento de ARN total de 1.8 pg y 2.5 ug respectivamente.
La pureza dada por la relacion 260 nm/280 nm estuvo entre los valores 2-2.3, para
la relacién 260 nm/230 nm entre los valores 2-2.5. Usando el reactivo STAT-60 en
los tres casos (1,2 y 3 NPVs) se obtuvieron rendimientos de 1.3 pg, 2.5 ng y 3.3
Hg de ARN total, respectivamente, aunque el grado de pureza no fue tan bueno
como el obtenido con el método anterior, la relacion 260 nm/280 nm estuvo entre
1.04-1.07 y la relacién 260 nm /230 nm entre 1.3-1.6 (Figura 10).

Las reacciones de RT-PCR realizadas a partir de los ARN obtenidos con
STAT-60, demostraron que las relaciones 260 nm/280 nm y 260 nm/230 nm
obtenidas no interferian con la reaccidon de RT-PCR (los datos no se muestran).
Con base en los resultados anteriores, decidimos utilizar el reactivo STAT-60
como meétodo para purificar ARN total de los NPVs disectados a partir de tejido
congelado y del fresco, porque permitia obtener la cantidad de ARN total
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necesaria para realizar |la reaccién de RT-PCR a partir de un NPV y relacionar los

datos cuantitativos de la RT-PCR a cada diseccion.

a)

b)

Figura 10. Determinacion espectrofotométrica del rendimiento y pureza del ARN total
obtenidos del NPV de neonatos, a partir de tejido congelado usando dos métodos de
purificacion a) Método de Chomczynski b) Método usando el reactivo de extraccién STAT-
60. Para cada método se muestran los valores para 1, 2 6 3 NPVs.,
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Las reacciones de RT-PCR realizadas a partir de los ARN obtenidos con
STAT-60, demostraron que las relaciones 260 nm/280 nm y 260 nm/230 nm
obtenidas no interferian con la reaccion de RT-PCR (los datos no se muestran).
Con base en los resultados anteriores, decidimos utilizar el reactivo STAT-60
como método para purificar ARN total de los NPVs disectados a partir de tejido
congelado y del fresco, porque permitia obtener la cantidad de ARN total
necesaria para realizar la reaccion de RT-PCR a partir de un NPV y relacionar los
datos cuantitativos de la RT-PCR a cada diseccion. Como se menciond
anteriormente, no observamos mucha variacién en el rendimiento de ARN total
obtenido (0.9 pg-1.4 pg) de la purificacion de los NPV disectados de tejido
congelado. El grado de pureza promedio mostré poca variabilidad: los valores de
las relaciones 260 Nnm/280 nm oscilaron entre 1.3-1.7 y los de 260 nm/230 nm
entre 0.7 y 1. Similarmente a lo ocurrido con el tejido congelado, no observamos
mucha variaciéon en el rendimiento de ARN total obtenido de las diseciones del
NPV a partir de tejido fresco, éste oscild entre 1.1 ng-1.3 ug. El grado de pureza
fue similar a los valores obtenidos para el NPV de tejido congelado.

Para la purificacién de ARN del hipotalamo se usé un método de
purificacién modificado del descrito por Chomczynsky et al.,1987 (ver Materiales y
Métodos). El rendimiento de ARN total obtenido para el hipotalamo varié entre
29.6 pg y 46 pg. El grado de pureza estuvo dentro de los valores aceptables; para
la relacion 260 nm/280 nm los valores oscilaron entre 1.9-2.3 y para la relacion
260 nm/230 nm los valores oscilaron entre 1.9-2.4.

Cuantificacion de proteina total

No fue posible determinar la reproducibilidad de las disecciones de los NPV
realizadas a partir de tejido congelado y fresco, con base en la cuantificacion de
proteina. Esto debido a la poca disponibilidad de animales y por lo que, siempre se
tratd de purificar en prioridad ARN total. La muestra utilizada para cuantificar
proteina, se tenia que tomar del tejido homogenizado con el reactivo STAT-60,
este reactivo interfiere con la determinacion de la cantidad de proteina presente en
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la muestra. Cuantificar las proteinas implicaba corregir la curva estandar
adicionandole cierta cantidad de STAT-60, lo que por su poca disponibilidad y
dificultad en su obtencion decidimos no hacer.

2.- Diseccidon de NPV.
a) Tejido congelado.

El analisis de la precisién de la diseccidn del NPV se hizo comparando el
nivel de expresion relativa de los ARNm de TRH, GR y PPO (e! cociente del ADNc
de cada marcador molecular entre el ADNc de la G3PDH), con los niveles de
expresion relativa de los mismos marcadores, obtenidos para el hipotalamo, los
cuales fueron considerados como el 100% de expresién. Por regla de tres se
obtuvo el nivel de expresion correspondiente al NPV para cada uno de los 3
ARNmM, en relacién a los niveles de expresién obtenidos de los mismos para el
hipotalamo.

Obteniendo la rebanada de tejido como se describio en Materiales y
Métodos, la diseccidn del NPV se hizo dividiendo en tres partes imaginarias al
tercer ventriculo, obteniendo con un sacabocados (de 1 mm de didmetro) la
porcién de tejido del segundo tercio. De las disecciones hechas de esta manera,
se obtuvieron los siguientes promedios de expresion relativa: 86% para el ARNm
de TRH, 117% para el ARNm del GR y 10% para en ARNm de PPO, en
comparacién con los valores obtenidos de cada marcador para el hipotalamo
(Figura 11). A pesar de que la expresion del ARNm de PPO (marcador negativo)
fue relativamente baja, indicando poca contaminacion con el HL, la expresion del
ARNmM de GR (marcador positivo), fue practicamente igual a la obtenida para el
hipotélamo: Aunque no se ha reportado cual es el incremento en la expresion
relativa del ARNm de TRH que se debe obtener en una diseccién correcta del
NPV, la expresion relativa obtenida del ARNm de los marcadores, indica que la
anterior no era una buena diseccién. Los resultados anteriores llevaron a suponer
que en las disecciones hechas no se estaba tomando al NPV, posiblemente por no
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estar en la posicion correcta a lo largo del tercer ventriculo. Por lo tanto, decidimos
tomar el sacabocado de tejido moviéndonos 1 mm aproximadamente, hacia anba
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Figura 11. Comparacion de la expresién de los marcadores en el hipotalamo y el NPV
disectado a partir de tejido congelado por el procedimiento inicial. En la parte superior se
muestra el promedio de los porcentajes de expresion relativa para cada marcador
obtenidos de varias disecciones del NPV. Los valores estan expresados tomando como ef
100% la expresion relativa de cada marcador obtenida para el hipotalamo. Las barras
representan el porcentaje promedio % el error estandar. Los numeros dentro de las barras
representan el numero de disecciones realizadas. En la parte inferior, se muestra la
cinética obtenida de los productos de PCR para el NPV y el hipotalamo, de una diseccién.
Se observa que entre los ciclos 25-28, para todos los ADNgc, la reacciéon de PCR esta en
la fase exponencial. Las cinéticas realizadas para las disecciones subsecuentes
mostraron la misma tendencia. El andlisis de las disecciones esta hecho tomando la sefial
de los productos de la PCR entre los ciclos 27-28 de cada marcador, para el NPV y el
hipotalamo.
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del segundo tercio del tercer ventriculo. Una diseccién hecha de esta forma mostré
un incremento considerable (15 veces), en la expresion relativa del ARNm de TRH
para el NPV y un incremento de 47 veces, en la expresion relativa del ARNm de
GR, en comparacion a la obtenida para el hipotalamo. La expresion del ARNm de
PPO estuvo en los niveles de expresién minima detectables por el densitémetro
(los resultados no se muestran). En repeticiones posteriores de esta diseccion, no
se logré obtener valores similares a los observados anteriormente en los niveles
de expresion de los 3 ARNm. Sin embargo, la tendencia de estas repeticiones fue
hacia un aumento en la expresion de los ARNm de TRH y de GR y niveles bajos
de expresién del RNAmM de PPO (en algunos casos los niveles de expresion del
ARNmM de este ultimo marcador estuvieron entre los niveles minimos detectables
por el densitémetro)’. La expresion relativa promedio obtenida para el ARNm de
TRH fue del 167%, del 201% para el ARNm de GR y de! 16% para el ARNm de
PPO, en relacién a la expresion relativa de los mensajeros de los mismos
marcadores obtenida para el hipotalamo (Figura 12).

El no obtener la expresion relativa esperada de los ARNm de los 3
marcadores, similares a los obtenidos en la primera diseccién (realizada 1 mm
arriba del segundo tercio del tercer ventricuio), nos llevé a supdner que podia
haber un desplazamiento en el nivel del primer corte del cual se obtenia la
rebanada y por lo tanto que ésta no contuviera todo el NPV. Por lo anterior se
decidi6é sacar dos rebanadas de! mismo cerebro. La rebana posterior se obtuvo, de
la forma habitual, justo al nivel donde termina la apertura de! quiasma optico,
extendiéndose 0.5 mm (que fue la distancia calculada que aproximadamente
ocupa el NPV en e! hipotdlamo) hacia la parte caudal del cerebro. La otra
rebanada, anterior, se obtuvo extendiéndose, de la apertura del quiasma 6ptico,
0.5 mm hacia la parte rostral de! cerebro. En las dos rebanadas la diseccion del

' La sedal del producto de la PCR, estaba por debajo de los niveles de deteccion del densitémetro.
Dado que en el gel de agarosa si se veia la banda del producto de PCR, para poder graficar el
resultado, se tomaron los valores mas pequefios obtenidos en otras disecciones, considerandolos
como el limite inferior de deteccion del densitometro.
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Figura 12. Comparacnén de la expresnén de los marcadores en el hipotalmo total y en el
NPV, disectado 1 mm hacia arriba del segundo tercio del tercer ventriculo. Los valores
.estdn expresados tomando como el 100% la expresién relativa de cada marcador
obtenida para el hipotdlamo. Las barras representan el promedio de los porcentajes de
expresion relativa + el error estandar. Los numeros dentro o arriba de las barras
representan el numero de disecciones realizadas.

NPV se hizo tomando la porcion de tejido contenida 1 mm aproximadamente,
arriba del segundo tercio (imaginario) del tercer ventriculo. De las disecciones
hechas de la rebanada posterior, se obtuvo un incremento en la expresién relativa
del ARNm de TRH del 270% y un incremento del 212% para el ARNm de GR,
mientras que la expresion de PPO fue tan soélo del 8.46% de la expresion relativa
obtenida para los 3 mensajeros en el hipotadlamo. Para las disecciones del NPV
hechas de la rebanada anterior, la expresion relativa del ARNm de TRH fue del
11.3%, del 29% para el ARNm de GR y del 4.16% para el ARNm de PPO,
respecto a la expresion relativa de los 3 mensajeros obtenidas en el hipotalamo
(Figura 13).
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Figura 13. Comparacién de la expresién de los marcadores en el hipotalamo y en el NPV
obtenidos de dos rebanadas del mismo cerebro. La rebanada posterior, hecha de la forma
habitual. La rebanada anterior hecha a la apertura del quiasma Optico y 0.5 mm hacia la
parte rostral del cerebro. En estas disecciones el NPV fue disectado moviéndose hacia
arriba aproximadamente 1 mm del segundo tercio del tercer ventriculo. Los valores estan
expresados tomando como el 100% la expresién relativa de cada marcador obtenida para
el hipotdlamo. Las barras representan el promedio de los porcentajes de expresion
relativa ¢ el error estandar. Los numeros dentro o arriba de las barras representan el

numero de disecciones realizadas.
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‘b)Tejido fresco.

De las rebanadas obtenidas de tejido fresco, como se describié en
Materiales y Métodos, se disectd el NPV de igual forma que la realizada para el
tejido congelado, 1 mm arriba del segundo tercio imaginario del tercer ventriculo.
De estas disecciones se obtuvo una expresién relativa promedio del 60% para el
ARNmM de TRH, del 61.6% para el ARNm de GR y del 5% para el ARNm de PPO,
en comparacion a la expresion relativa de los mensajeros de los marcadores
obtenida para el hipotalamo (Figura 14).
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Figura 14. Comparacion de la expresion del ARNm de los marcadores en el
hipotalamo y el NPV disectado a partir de tejido fresco. Las disecciones fueron
hechas obteniendo la rebanada al nivel de la apertura del quiasma dptico y 1 mm
hacia la parte caudal del cerebro. El NPV se disectdé moviéndose 1 mm hacia
arriba del segundo tercio imaginario del tercer ventriculo. Los valores estan
expresados tomando como 100% la expresion obtenida para cada marcador en el
hipotalamo. Las barras representan el promedio del porcentaje de expresién + el
error estandar. Los niumeros dentro o arriba de las barras representan el numero
de disecciones realizadas.
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Il.- Efecto del BDNF sobre el nivel del ARNmMm de TRH y de la TRH.

1.- Método de dispersioén.

Como el cerebro de los neonatos (P0-P1) es relativamente facil de
disgregar, intentamos inicialmente dispersar y cultivar las neuronas hipotalamicas
neonatales usando el método para cultivo de neuronas fetales ya optimizado en el
laboratorio (Pérez-Martinez et al., 2000). Este método consiste en dispersar el
tejido con tripsina y cultivar las células con medio DMEM suplementado con suero.
Con este método la sobrevivencia inicial promedio (de 3 cultivos) fue del 74.6% y
el rendimiento promedio de 0.362x10° céluias por hipotalamo. Estos datos estan
muy por debajo de los obtenidos en promedio para los cultivos primarios de
hipotalamo fetal (92% de sobrevivencia inicial y rendimiento de 1.7x10%-3x10°%
céluias por hipotalamo). Por lo que decidimos dispersar y cultivar las células
hipotalamicas neonatales usando un método modificado det descrito por Brewer et
al., 1997, para el cultivo de neuronas hipocampales de cerebro de rata adulta,
basado en la dispersion del tejido con papaina (ver Materiales y Métodos). Con
este método y usando.NB-BZ7 se obtuvo una sobrevivencia inicial promedio (de 2
cultivos) del 93% y un rendimiento promedio de 0.366x10° células por hipotalamo
(Figura 15). Este meétodo de cultivo fue utilizado para realizar los estudios
subsecuentes.

2.- Analisis morfolégico.

Se uso el aspecto morfoldgico de las células como indicador de la viabitidad
y del desarrollo de las mismas en cultivo. Se pudo detectar un aumento en el
numero de neuritas, en su grado de ramificacion y en su longitud, en las células
tipo neuronas, entre el dia 8 DIV y el 12 DIV de cultivo. No hubo cambio aparente
en la morfologia entre las células que fueron tratadas con BDNF (50 ng/ml) de las
células control. Durante el tiempo de cultivo, no detectamos la presencia de
cuerpos apoptoéticos 6 alguna morfologia irregular en las células, loque indirectamente
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Figura 15. Rendimiento y sobrevivencia inicial de células hipotalamicas neonatales
usando dos metodos de dispersion diferentes: uno para neuronas de cerebro
adulto (con papaina) y el otro para neuronas fetales (con tripsina). Los datos
reportados son los promedios * el error estandar de los cultivos para cada caso
-a) rendimiento promedio por hipotalamo b) porcentaje promedio de sobrevivencia
inicial. Los numeros dentro de las barras indican los cultivos realizados.

indica que las células se mantuvieron en el cultivo aparentemente sin excesiva
muerte celular. Las células fueron mantenidas en un medio libre de suero,
Neurobasal suplementado con B-27 (NB-B27) que inhibe el crecimiento de las
células tipo glia por lo que se puede decir con seguridad que el tipo celular
observado correspondia a neuronas. Sin embargo, durante todo el tiempo de
cultivo, detectamos un tipo celular de morfologia circular bien definida-que fue
aumentando con el tiempo de cultivo, por lo que no se trataba de células muertas.
Aparentemente la contaminacion por este tipo celular, que no pudimos identificar,
no afecté el desarrollo y diferenciacion morfoldgica de las células hipotalamicas

neonatales cultivadas (Figura 16).
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Figura 16. Morfologia de células hipotalamicas necnatales cultivadas en medio sin suero. Las fotografias
fueron tomadas en un microscopio invertido (Nikon) usando iluminacién Hoffman y con un objetivo 40X. Las
fotografias se tomaron al 8 DIV: a) células control b) células tratadas con BDNF (50 ng/mi) y al 12 DIV: ¢)
células control d) células tratadas con BDNF (50 ng/ml). Las células con ramificaciones son muy

probablemente neuronas.




3.- Efecto de la densidad celular sobre los niveles del ARNm de TRH.

La densidad celular mostré un efecto sobre los niveles del ARNm de TRH.
Al 4 DIV, se detectd un incremento del 457% en el nivel del ARNm de TRH a una
densidad de 300 x 10°3células por plato, al sercomparado con los valorés
obtenidos a 150 x 10° células por plato (Figura 17). A pesar de que no se pudo
determinar la significancia estaditica de estos datos, parece ser que la densidad
celular tiene un efecto sobre los niveles de expresién del ARNm de TRH.

4.- Efecto del BONF sobre los niveles del ARNm de TRH.

Para poder determinar si el BDNF tenia algun efecto sobre los niveles del
ARNmMm de TRH en el hipotalamo neonata!l, utilizamos como paradigma
experimental cultivos de hipotalamo neonatal de rata. La concentracién de BDNF
(50 ng/ml) y la densidad celular fueron tomadas de Guerra-Crespo et al.,, 2001,
quienes demostraron que el BDNF, a la concentracion de 50 ng/ml y relativamente
bajas densidades celulares (150 x 10° células por plato 6 75 x 10° células por
cm?), aumenta la expresién del ARNm de TRH al 4 DIV en cultivos primarios de
hipotalamo fetal.

En el primer protocolo experimental utilizado, al momento de la siembra se
adicioné BDNF (50 ng/ml) a los platos experimentales (sembrados a 150.000
células por plato) y las células estuvieron expuestas a esta neurotrofina hasta el 4 ‘
DIV. Este dia se les retir6 todo el medio del plato y se analizé el nivel del
mensajero_del TRH. La adicién del BDNF (50 ng/ml) al momento de la siembra,
incremento significativamente los niveles de expresion del ARNm de TRH al 4 DIV
(Figura 18). No se observd ningun cambio en la cantidad de ARN total en los
platos tratados con BDNF con respecto al control (BDNF 0.9-1.4 ug; control, 0.8-2
Hg).

Para determinar si los efectos del BDNF sobre la expresion del ARNm de
TRH se mantienen o varian con el tiempo de exposicién a la neurotrofina, se
manejaron 3 grupos experimentales; todos fueron sometidos al 4 DIV a un cambio
total de medio y mantenidos hasta el 12 DIV, haciendo cambio parcial de medio
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Figura 17. Efecto de la densidad celular sobre la expresion del ARNm de TRH al 4
DIV. Los puntos unidos por la linea representan el promedio + el error estandar de
diferentes platos. Los valores estan expresados tomando como 100% al grupo de
150, 000 células. Los nimeros en parentesis representan el nimero de muestras.
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Figura 18. Efecto del BDNF sobre el nivel del ARNm de TRH al 4 DIV. Las barras
representan el promedio * el error estandar de diferentes platos. Los valores estan
expresados tomando como 100% al grupo control. El nimero dentro de las barras
representa el nimero de muestras. *p< 0.05. Prueba de t.
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cada dos dias. Este cambio parcial de medio se hizo porque previamente se habia
visto que el mantener la mitad del medio condicionado en cada cambio de medio,
aumenta el desarrollo de células tipo neurona y la cantidad de TRH intracelular
(Charli et al., 1995).

Los grupos exprerimentales fueron tratados como a continuacién se
describe: Al grupo 1, se le adiciond BDNF con el medio fresco y éste fue agregado
(manteniendo la concentracién de 50 ng/ml) con cada cambio parcial de medio.
Este grupo estuvo expuesto hasta el 12 DIV al BDNF. Al grupo 2, no se le adiciond
BDNF con el medio fresco, ni en cada cambio parcial de medio, por lo tanto sdélo

-estuvo expuesto al BDNF hasta el 4 DIV. El grupo 3, el grupo controf, nunca
estuvo expuesto al BDNF, pero fue tratado como los grupos experimentales (con
cambio total de medio al 4 DIV y parcial cada dos dias hasta el 12 DIV). Al 12 DIV,
a todos los grupos se les retird el medio, se extrajo ARN total y se cuantificé el
nivel del ARNm de TRH. No se observé un efecto dei BDNF en el nivel del ARNm
de TRH al 12 DIV en aquellas células expuestas a esta neurotrofina todo el tiempo
de cultivo (del 0 DIV hasta el 12 DIV), ni en aquellas expuestas sélo hasta el 4 DIV
(Figura 18). No se observd ningun cambio en la cantidad de ARN total en los
platos tratados con BDNF con respecto al control (BDNF hasta el 12 DIV: 0.8-1.7
Bg, BDNF hasta el 4 DIV: 0.9-1.36 ug, control: 0.95-1.7 ug).

5.- Efectos del BDNF sobre los niveles de la TRH intracelular.

Los efectos del BDNF sobre los niveles de la TRH intracelular al 12 DIV se
evaluaron mediante RIA de 'i'RH. Se usaron dos grupos experimentales, uno que
estuvo expuesto a los efectos del BDNF durante todo el tiempo del cultivo, desde
el momento de la siembra hasta el 12 DIV y otro que estuvo expuesto al BDNF
solo hasta el 4 DIV. Debido a que in vitro, los niveles de la TRH son muy bajos
(Loudes et al., 1983; Guerra-Crespo et al., 2001), al 10 DIV (con el cambio de
medio parcial) y al 11 DIV (sin cambio de medio) se adicioné al cultivo acido
ascoérbico (50 uM) para incrementar la actividad de la peptidil glicil a-amidasa
monooxigenasa, lo que aumenta los niveles de TRH en cultivos primarios
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hipotalamicos, promoviendo la conversion de TRH-gly a TRH. La adiciéon de BDNF
durante todo el cuitivo, aumentd significativamente la cantidad de TRH intracelular
al 12 DIV (Figura 20). No hubo efecto del BDNF en las células que estuvieron
expuestas a esta neurotrofina hasta el 4 DIV; sin embargo para este grupo no se
pudo determinar la significancia estadistica de estos datos por tener pocas
repeticiones (este dato no se muestra).
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Figura 19. Efecto del BDNF sobre el nivel del ARNm de TRH a! 12 DIV. Las barras
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Grafica 20. Efecto del BDNF sobre el nivel de TRH intracelular. Las barras
representan el promedio * el error estandar de diferentes platos. Los valores estan
expresados tomando como 100% al control. El nimero dentro de las graficas
representa el numero de muestras. *p< 0.05. Prueba de t.
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Discusion.

l.- Disecciéon del NPV neonatal

Optimizar la diseccién del NPV hipotalamico de ratas en etapa neonatal
(PO-P1) sin teiiir el tejido tiene cierto grado de dificultad. Por un lado nos
encontramos con la falta de estructuras detectables a simple vista, que puedan
servir como referencias anatdmicas para determinar con mayor exactitud la region
en el hipotalamo en donde localizar al NPV. En el cerebro de ratas adultas, estas
referencias anatomicas son el grado de apertura del hipocampo, que da
informacién sobre el nivel anterio-posterior del hipotalamo y la estructura tal vez
mas importante, el fornix, que delimita el nivel dorsoventral del hipotalamo
(Palkovits et al., 1988). Sin embargo, en los neonatos, si bien el grado de la
apertura del hipocampo da informacién sobre el nivel antero-posterior del
hipotalamo, en las rebanadas de tejido congelado que se hacen para disectar al
NPV, no es posible ver a simple vista el férnix, por lo que no se cuenta con esta
referencia anatémica. Este problema se resolvié aparentemente, analizando la
posicion del NPV en las peliculas de las hibridaciones in situ para TRH en el
hipotalamo neonatal de rata, realizadas en el laboratorio. De esta manera se
determiné que, al dividir imaginariamente al tercer ventriculo en tres partes, en el
segundo tercio se podia localizar al NPV.

Aparte de las complicaciones a nivel anatdmico que hay para lograr
establecer marcadores morfolégicos que permitan delimitar regionalmente al NPV,
existen ciertas limitantes para determinar marcadores a nivel celular, que sirvan
como criterio para definir si la diseccién del NPV se hace adecuadamente o no,
descartando al maximo la presencia (contaminacion) de otros nucleos
hipotaldmicos cercanos al NPV, como el hipotalamo lateral (HL). Existen varios
marcadores moleculares que son expresados preponderantemente en el NPV
adulto, como el CRH, el CART (Brobeger, 1999), la galanina, la encefalina (Aki et
al., 1999) y la neurotensina (Lechan y Toni, 1992). Sin embargo, estos marcadores
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pueden estar presentes también en nucleos hipotaldmicos cercanos (como el HL,
en caso del CART) o no expresarée durante los primeros dias del nacimiento (PO-
P1), lo que no los hace buenos marcadores moleculares para la diseccion del NPV
neonatal. Hay otros marcadores que son exclusivos para el NPV en la rata adulta
(Liposits, 1993), pero la faita de estudios sobre sus patrones de expresién durante
el desarrollo impide que sean usados como marcadores moleculares en los
neonatos. Los ARNms de GR y de PPO son de los pocos marcadores de los que
se tuvo informacidn sobre su expresion en la etapa fetal y en el periodo postnatal
de la rata. El ARNmM de GR es exclusivo del NPV durante el periodo postnatal PO-
P16 (Su-Jin Yi et al., 1994). El ARNm de PPO es exclusivo del HL durante el
periodo P0O-P15 (Sakurai et al., 1998). Teniendo informacién sobre la expresiéon de
estos marcadores moleculares en el neonato, se puede establecer el patrén de
expresion (relativa al hipotalamo) que se esperaria obtener de una diseccién del
NPV para considerarla precisa, aunque no se sabe con certeza el nivel de
expresién que se debe de obtener de cada uno de ellos. En una diseccién correcta
del NPV se espera que la expresion del ARNm de GR (marcador positivo) sea
mayor y que no tenga expresién det ARNm de PPO (marcador negativo) o que
ésta sea minima, en relacién a la expresiéon relativa para ambos mensajeros
obtenida en el hipotalamo.

Para todas las disecciones realizadas del NPV a partir de tejido congelado y
del fresco, no fue posible determinar la reproducibilidad de las mismas, con base
en la cuantificacién de proteina dada la poca disposiciéon de animales y del
reactivo. Sin embargo, la poca variabilidad en los rendimientos de ARN total (de
0.9-1.4 pg a partir de tejido congelado y de 1.1-1.3 ug a partir de tejido fresco),
indica indirectamente que hay poca variacion en la cantidad de tejido inicial de la
cual se purificd el ARN total, sugiriendo que las disecciones hechas tuvieron un
tamano razonablemente reproducible.



Haciendo las disecciones del NPV tomando el tejido contenido en el
segundo tercio imaginario del tercer ventriculo, no se obtuvo el patréon esperado de
expresion relativa de los mensajeros de los marcadores. Por lo tanto es posible
que estas disecciones no incluian al NPV.

Al desplazar la diseccion del NPV 1 mm aproximadamente hacia arriba en
el tercer ventriculo, se obtuvo una expresiéon relativa de los mensajeros de los 3
marcadores de acuerdo a lo esperado: un incremento en la expresién del ARNm
de TRH y de GR y poca expresion del ARNm de PPO. La expresidn del ARNmM de
GR y de PPO sugiere poca contaminacion con e! HL en la diseccién y por lo tanto,
que la expresion relativa obtenida del ARNmMm de TRH proviene casi
exclusivamente de neuronas TRHérgicas del NPV. Por lo que, al hacer la
diseccién de rebanadas obtenidas de la forma antes descrita y 1 mm
aproximadamente arriba del segundo tercio del tercer ventriculo, se puede obtener
con alta probabilidad a! NPV. Sin embargo observamos cierta variabilidad en la
expresion de los mensajeros de los marcadores moleculares en las diferentes
disecciones realizadas.

Estas variaciones no se explican por una variabilidad en el tamaiio de la
diseccidn, por las razones antes mensionadas. Pueden deberse mas bien por
desplazamientos de la regidn hipotalamica de donde se obtuvo la rebanada. Al
obtener de cada cerebro dos rebanadas, una de la forma habitual, es decir, al nivel
de la apertura del quiasma Optico (rebanada posterior) y la otra en una regién
anterior a la apertura del quiasma éptico (rebanada anterior), se confirmé que de
las disecciones del NPV hechas de las rebanadas obtenidas de la forma habitual,
se puede obtener un incremento en la expresion relativa del ARNm de TRH y de
GR y una disminucién de la expresion del ARNm de PPO. Estos experimentds
también mostraron que desplazar‘la toma de la rebanada para hacer la diseccidn,
es perjudicial ya que probablemente no se incluye al NPV.

De los resultados obtenidos de las disecciones en tejido congelado, se
puede concluir que con la estrategia seguida en este proyecto, se logré definir la
regién anatdmica en el hipotalamo neonatal de rata en la que se puede encontrar
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con alta probabilidad el NPV, reflejado en los incrementos de la expresion de los
ARNmM de TRH y de GR. Al tener reducida expresion del ARNm de PPO en estas
disecciones, se puede tener la seguridad molecular de que la expresion del ARNm
de TRH detectada proviene en su mayoria de neuronas TRHérgicas del NPV y no
del HL.

Las disecciones del NPV realizadas a partir de tejido fresco mostraron gran
variabilidad en los niveles de expresidon relativos para los 3 ARNm. La expresién
relativa del ARNm de TRH y de GR fue distinta a lo esperado; hubo baja expresién
de ambos mensajeros, en comparacién a la expresion obtenida para los mismos
en el hipotalamo. Aunque la expresién del ARNm de PPO fue minima como lo
esperado, sugiriendo poca contaminacion en la diseccidn por tejido proveniente
del HL, los niveles de expresion del ARNm de TRH y de GR obtenidos en estas
disecciones sugieren que la rebanada, y/o el nivel del tercer ventriculo de donde
se hizo la diseccidén, no contenia al NPV.

La poca consistencia del tejido fresco dificulta su manipulaciéon. Hay
deformaciones del tejido al momento de hacer los cortes para la obtencién de la
rebanada, por lo que es muy probable que haya desplazamientos en la region del
hipotalamo de la cual se obtiene esta rebanada. Dado que el NPV ocupa una
porcién muy pequefia del hipotalamo (0,5 mm), ligeros desplazamientos en ia
obtencién de la rebanada de! hipotalamo para hacer la diseccién pueden resuitar
en que esta rebanada no contenga todo el NPV y por lo tanto, como se observé en
las disecciones del NPV realizadas a partir de tejido congelado, que la expresion
relativa de los 3 mensajeros no sea como lo esperado.

Para mejorar la diseccion del NPV a partir de tejido fresco, se podria
aumentar la consistencia del tejido, colocando el cerebro de la rata sobre un molde
(en el que se realiza la diseccion) lo suficiente frio (con hielo seco). Con ésto se
puede aumentar la consistencia del tejido sin congelario y por lo tanto mantenerlo
a una temperatura que facilite su manipulacién sin darfiar a las células y sin
interferir con las condiciones de cultivo.
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1l.- Efecto del BDNF sobre el fenotipo TRHérgico.

Varios estudios han demostrado que las neurotrofinas tienen un papel
importante en la expresidn del fenotipo peptidérgico en las etapas fetal y postnatal,
aumentando la expresion del ARNmM de varios péptidos en diferentes regiones del
cerebro. Existen varios ejemplos de los efectos del BDNF in vivo e in vitro, sobre la
expresién de! ARNm y la proteina de varios péptidos, en varias regiones del
cerebro. Se conoce poco todavia, sobre los factores tréficos que las neuronas
hipotalamicas puedan requerir para la determinacién de su fenotipo. En cultivo de
hipotalamo fetal, es posible detectar al BDNF y NT3, asi como a los mensajeros y
a las isoformas activas de los receptores TrkB y TrkC. Utilizando estos
antecedentes se ha mostrado que el BDNF esta involucrado en la determinaciéon
del fenotipo peptidérgico de la OX y AVP de las neuronas del NPV y SON de la
rata postnatal (Kusano et al.,, 1999) y de la SRIH en los nlicleos periventriculares
del hipotalamo fetal (Loudes et al., 2000; Petit et al., 2002).

Por hibridacion in situ, se pudo demostrar que en el hipotalamo existe una
relacién espacio-temporal entre la expresién del ARNm de TrkB” (isoforma activa)
y el ARNm de TRH; ambos mensajeros se pueden detectar en el NPV en los dias
E16, E18 y P1 (Gonzalez 2001, Tesis de Maestria, UNAM). El BDNF es un factor
trofico necesario para la diferenciacion del fenotipo TRHérgico en el hipotalamo
fetal. En cultivos de hipotalamo fetal, el BDNF pero no la NT3, aumenta la
expresion del ARNm de TRH al 4 DIV. Soélo las neuronas hipotalamicas que
expresan el receptor TrkB* responden a los efectos del BDNF (Guerra-Crespo et
al., 2001). )

Uno de los objetivos planteados en este trabajo, fue determinar si el BDNF
regula los niveles deif ARNm de TRH y del TRH (péptido) intracelular en cultivo de
hipotalamo neonatal. Como era importante reducir la interfferencia de moléculas
solubles o de matriz, las células fueron cultivadas en un medio libre de suero, el
NB-B27. El NB-B27 inhibe el crecimiento de las células gliales y por consigiente la
produccién de matriz extracelular y factores tréficos por estas células gliales.
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Varios de estos elementos son importantes para la sobrevivencia y la
diferenciacion celular (Charli et al., 1995; Niquet et al., 2000).

En este estudio se observé que la densidad celular tiene efecto sobre los
niveles del ARNm de TRH, ya que los niveles del mensajero de TRH aumentan
con el nimero de células sembradas por plato. Al no haber sido tratadas con
BDNF las células y dado que fueron cultivadas en NB-B27, los resultados
obtenidos se pueden explicar por la presencia de BDNF endégeno secretado por
las neurcnas. En cultivos de hipotalamo fetal el BDNF puede ser detectado
(Loudes et al., 2000) aunque no se sabe si esta expresion sea mantenida durante

"la esta postnatal. Por otra parte es posible detectar el ARNm de TrkB* en el NPV
al dia P1, en una region donde también se detecta el ARNm de TRH (Gonzalez
2001, Tesis de Maestria, UNAM) lo que sugiere que el BDNF endégeno, en las
células hipotaldmicas postnatales sigue regulando la expresién del ARNm de TRH.
Aunque los datos no son estadisticamente significativos, éstos muestran una
tendencia similar a los obtenidos por Guerra-Crespo et al., 2001, sugiriendo que el
BDNF enddégeno tiene un efecto regulador sobre los niveles del ARNm de TRH
tanto en células hipotalamicas fetales como en postnatales. Sin embargo, para
confirmar esta hipotesis se tendria que modificar los niveles del BDNF endageno.

La segunda conclusion es que in vitro las células hipotalamicas neonatales
responden de manera similar a los efectos del BDNF (exdgeno), que las neuronas
del hipotalamo fetal. E| BDNF (50 ng/ml) aumenta los niveles de expresion del
ARNm de TRH al 4 DIV, a baja densidad celular (75x10° células por cm?). Este
incremento puede explicarse por un aumento en el nivel del ARNm de TRH en la
célula TRHérgica o por un aumento en el nimero de células que expresan TRH.
En el hipotalamo fetal, el BDNF aumenta el nivel del mensajero de TRH,
aumentando la expresion de este mensajero por célula (Guerra-Crespo et al.,
2001). Por lo tanto, el aumento en la expresion del mensajero de TRH, en el
hipotalamo neonatal, con aita probabilidad puede ser resultado de los efectos a
nivel de la transcripcién del TRH.
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El BDNF tiene ligeros efectos sobre la sobrevivencia celular a densidades
bajas (75 x10° células por cm?) en cultivos de células hipotalamicas fetales, pero
no tiene efecto sobre la poblacion de neuronas TRHérgicas (Guerra-Crespo et al.,
2001). Sin embargo el BDNF si tiene efecto sobre la sobrevivencia de las
neuronas magnocelulares del hipotalamo postnatal (Berg-von der Emde et al.,
1995). Esto sugiere que el BDNF puede tener efectos diferentes en la
sobrevivencia de las neuronas hipotalamicas postnatales de aquellos observados
en las células hipotalamicas fetales o que estos efectos sean dependientes del
subtipo celular hipotalamico. Desafortunadamente no fue posible determinar si la
sobrevivencia de las neuronas TRHérgicas es alterada por el BDNF. Sin embargo,
el BDNF no incremento la cantidad de ARN total por plato (un incremento indicaria
mayor numero de células), por lo que es muy poco probable que los efectos del
BDNF sobre el nivel del mensajero de TRH en cultivo de hipotalamo postnatal se
deban a los efectos de esta neurotrofina en la sobrevivencia neuronal (aumento el
numero de células que expresan TRH). Consistente con esta interpretacion, esta
el hecho de que no detectamos en la observacion morfolégica evidencia de muerte
neuronal y algun efecto del BDNF.

Previamente se habia mostrado que el efecto del BDNF sobre la expresion
de! ARNmMm de TRH al 4 DIV es proporcional al tiempo de exposicion a esta
neurotrofina (Guerra-Crespo et al., 2001). Sin embargo estos efectos no han sido
determinados en cuitivos mantenidos hasta el 12 DIV, tiempo que permite una
diferenciacién marcada de las neuronas TRHérgicas. Con el objetivo de observar
si los efectos del BDNF sobre los niveles del mensajero de TRH en el hipotalamo
neonatal aumentan, se mantienen, o si son reversibles, con los dias en cultivo,
mantuvimos los cultivos hasta el 12 DIV, unos expuestos al BDNF todo el tiempo y
otros sélo hasta el 4 DIV. Los resultados obtenidos sugieren que el efecto del
BDNF sobre el mensajero de TRH no se mantiene.

En cultivos de hipotalamo fetal, la exposicién al BDNF entre los DIVOy 1 es
suficiente para ver los efectos del BDNF sobre la expresién del mensajero de TRH
hasta el 4 DIV. En las células TRHérgicas de hipotalamos fetales, la exposicion




prolongada al BDNF induce la expresion del mensajero de TrkB™"* en aquellas
neuronas TRHérgicas que los expresaban en bajos niveles. Esto sugiere que el
efecto del BDNF sobre el nivel del mensajero de TRH es acumulativo (Guerra-
Crespo et al,, 2001). Los efectos del BDNF sobre los niveles del mensajero de
TRH en cultivos neonatales sugieren que el BDNF s6lo es requerido durante los
‘primeros dias in vitro para aumentar los niveles del mensajero del TRH. Estos
efectos se pueden detectar al 4 DIV de exposicion al BDNF, pero esto no significa
que a este dia se detecten los efectos maximos del BDNF (se necesitaria
determinar el nivel del mensajero del TRH entre el 4 DIV y el 12 DIV). Estos
resultados sugieren que hay una regulacion negativa de los efectos del BDNF, tal
vez por el mismo BDNF (autoregulacién), haciendo que los efectos “positivos”
sobre el nivel del mensajero del TRH solo sean detectados hasta cierto tiempo de
exposicién. En cultivos primarios de neuronas fetales, el tratamiento prolongado
(crénico) con neurotrofinas puede aumentar (Ninkina et al., 1996) o disminuir
(Frank et al.,1996) los niveles de! receptor TrkB. En cultivos de hipotalamo fetal el
BDNF actla directamente sobre las neuronas TRHérgicas por la activacién de su
receptor TrkB* (Guerra-Crespo et al., 2001). Si bien la exposicién prolongada al
BDNF puede aumentar la expresion del receptor TrkB™* en las células
TRHérgicas, al prolongar demasiado esta exposicién puede resultar en una
retroalimentacidn negativa que lleva a la disminucién del TrkB™* y por lo tanto a la
disminucidn de los niveles del mensajero de TRH. Para confirmar esta hipétesis
seria necesario analizar los niveles de! mensajero y de la proteina del receptor
TrkB™* al 12 DIV.

Aunque no se determiné la sobrevivencia celular durante el cultivo, el hecho
de no detectar la presencia de cuerpos apoptéticos 6 de alguna morfologia celular
irregular durante los 12 dias de cultivo indica indirectamente, que no hubo
excesiva muerte celular, 1o que sugiere que los resultados preliminares son
confiables. Sin embargo no se puede descartar la posibilidad de que las células
hipotalamicas neonatales no resistan tanto tiempo en las condiciones de cultivo y
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por lo tanto que sea dificil determinar los efectos reales del BDNF sobre el nivel
del ARNm de TRH con el tiempo de exposicion en el cultivo.

El tratamiento con BDNF produjo un aumento en el contenido intracelular de
TRH al 12 DIV, en células que fueron expuestas al BDNF desde el momento de la
siembra hasta el Gltimo dia del cultivo. En las células hipotalamicas fetales, el
BDNF al 4 DIV no tiene efecto sobre el nivel del TRH intracelular (Guerra-Crespo
et al., 2001), pero no se han analizado sus efectos al 12 DiV. En cultivos primarios
de hipotalamo fetal, los niveles del ARNm de TRH incrementan rapida y
establemente durante la primera semana in vitro, mientras el péptido aumenta
hasta la segunda semana in vitro. Esto probablemente porque en la primera
semana in vitro las neuronas tienen un sistema inmaduro de procesamiento y
secrecioén (Loudes et al., 1983; Pérez-Martinez et al., 2000). E! aumento en los
niveles de la TRH intracelular al 12 D1V, en el hipotalamo neonatal, puede ser el
resultado del efecto del BDNF en los niveles del ARNm de TRH al 4 DIV. Dado
que al 12 DIV el BDFN ya no tiene efecto en los niveles del mensajero de TRH,
hay un desfasamiento de hasta 8 dias entre el incremento en los niveles del
mensajero de TRH y la acumulacién del péptido intracelular. Puede ser que en la
segunda semana in vitro, al madurar el sistema de procesamiento del precursor de
TRH, se genere TRH a partir del ARNm previamente acumulado. Por otra parte, el
BDNF no tiene efectos en el contenido de la TRH intracelular en las células
expuestas al BDNF hasta el 4DIV, lo que sugiere que el aumento en los niveles de
ia TRH puede ocurrir después del 4 DIV, pero antes del 12DIV.

El aumento del TRH intracelular al 12 DIV, pero no de su mensajero, y sus
efectos al 4 DIV sobre la expresidn del mensajero de TRH, sugiere que el BDNF,
en etapas diferentes del desarrollo del cultivo, esta actuando sobre aspectés
distintos del proceso de diferenciacion fenotipica. El establecimiento del fenotipo
peptidérgico es un proceso secuencial que involucra pasos de transcripcion,
traduccidn, procesamiento, empaqguetamiento y liberacién; cada uno de estos
pasos puede estar regulado por varias factores en adicion a los factores
neurotréficos. De esta forma, el BDNF después del 4 DIV, puede tener un papel en
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el procesamiento del precursor del TRH o en la liberacidn del péptido, en adicién a
los efectos sobre el nivel del mensajero de TRH que pudiera haber tenido
previamente. .

En resumen, el BDNF aumenta los niveles del ARNmM de TRH al 4DIV y los
niveles de la TRH intracelular al 12 DIV. El BDNF produce sus efectos por la
activacién directa de su receptor TrkB™"; sin embargo, las células TRHérgicas del
hipotalamo son heterogéneas en la expresion de este receptor. Aungque se ha
detectado el mensajero del receptor TrkB™* en las neuronas del NPV en P1, no se
sabe que proporcién de células de este ndcleo lo expresan y respondan a los
efectos del BDNF. Dada la gran variedad de fenotipos que son expresados en el
hipotalamo y que los efectos del BDNF sobre la diferenciacién TRHérgica pueden
variar segun el subtipo celular hipotalamico, se torna relevante hacer coincidir los
objetivos particulares del proyecto para aislar a las células del NPV del resto de la
poblacién hipotalamica y estudiar los efectos del BDNF y de otras influencias
troficas, en el establecimiento del fenotipo TRHérgico de las neuronas
hipofisiotropicas del NPV.

72



Conclusiones.

1.- Con la estrategia de microdiseccion del NPV a partir de tejido congelado,
se logré determinar una region en el hipotalamo neonatal en !a cual, al hacer la
microdiseccidon se puede tener la seguridad molecular de que se tiene al NPV.

2.- Las célutas hipotalamicas neonatales responden de manera similar a las
neuronas hipotalamicas fetales a los efectos del BDNF (exdgeno) sobre la
expresion del ARNm de TRH al 4 DIV, Esto da la posibilidad de utilizar al
hipotdlamo neonatal para analizar el efecto del BDNF sobre la expresion del
fenotipo TRHérgico en las neuronas hipofisiotropicas del NPV dado que el NPV
hipotalamico neonatal es relativamente mas facil de disectar que el fetal.

Perspectivas.

Trasladar esta estrategia de microdiseccion del NPV al tejido fresco abrira
la oportunidad de realizar cultivos enriquecidos con neuronas TRHérgicas del
NPV, aunque no se descarta absolutamente una contaminacién menor con
neuronas TRHérgicas provenientes del HL. Los cultivos de neurcnas del NPV,
obtenidos de esta forma, podrian ser sometidos a otros métodos de purificacion,
para obtener cultivos con mayor enriquecimiento en neuronas TRHérgicas
provenientes del NPV. Con cuiltivos de estas caracteristicas se podran estudiar
varios aspectos del proceso de diferenciacién del fenotipo TRHérgico, teniendo la
seguridad de que la informacién obtenida del analisis del fenotipo neuronal
provendria casi exclusivamente de neuronas del NPV hipotalamico.
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