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INTRODUCCIÓN 

Ernst y Berta Scharrcr formularon el concepto de neurosecrcción basándose en estudios 

anatómicos que sugerían la existencia de células nerviosas especializadas capaces de sintetizar y 

secretar, al flujo sanguíneo, verdaderas hormonas con sitios de acción en puntos distantes al de su 

secreción (Scharrcr y Scharrcr, 1 945). 

No fue sino hasta los años 50 cuando el campo de la neuroendocrinología fue establecido 

firmemente gracias a las aportaciones de Vincent Du Vigncaud y colaboradores, quienes aislaron la 

oxitocina y la vasopresina, elucidaron su estructura química, y las identificaron como nonapéptidos, 

convirtiéndose en las primeras sustancias reconocidas como hormonas neuropeptídicas (Baucr, et al, 

1999). 

Por otro lado, existían datos que sugerían que la pituitaria anterior estaba b:.\io la regulación del 

hipotálamo, aunque con detalladas descripciones anatómicas y estudios embriológicos se había 

establecido con claridad que la adenohipófisis no estaba inervada por neuronas. Fueron otros estudios 

anatómicos los que proveyeron una explicación posible para las observaciones fisiológicas, 

demostrando la existencia de vasos capilares fcncstrados que iban desde la eminencia media hasta la 

pituitaria anterior, permitiendo la conexión entre el hipotálamo y la adenohipófisis. 

Finalmente fue G.W. Harris quién propuso, basado en datos fisiológicos, el concepto de sistema 

de quimiotransmisión hipotálamo-hipofisiario de sangre portal. Esta hipótesis fue recibida con 

escepticismo hasta el descubrimiento de la hormona liberadora de tirotropina (TRI-! por sus siglas en 

inglés) en 1969, lo que validó el concepto de control hipotalámico de la secreción hormonal ele la 

pituitaria anterior (Guillcmin, 1978). La TRH (piroGlu-His-Pro-NI h) resultó ser la primer hormona 

hipotalámica hipofisiotrópica en ser aislada y caracterizada estructuralmente, lo que implicó el inicio de 

la neuroendocrinología moderna. 

Así pues, la TRI-1 fue nombrada en base a la capacidad de estimular la secreción de tirotropina 

(TSH) de la pituiraria anterior (Schally, el al, 1969), después de haber sido transportada a través de los 

axones hacia las terminales nerviosas de las neuronas parvocelularcs del núcleo paraventricular 

hipotalámico, y de ser liberada al sistema de sangre portal (Bauer. el al, 1999). 

Estudios subsecuentes en células tumorales, confirmados in vivo en humanos, mostraron que la 

TRH posee otras funciones ncuroendócrinas en la adenohipófisis ya que es un potente estimulador de la 

secreción de prolactina y, bajo ciertas condiciones fisiológicas (algunas de ellas patológicas como en 

atzL _ 



pacientes acromegálicos o con funciones metabólicas perturbadas), estimula Ja liberación de Ja honnona 

de crecimiento (Morley, 1981 ). 

En la rata, el hipotálamo contiene cerca del 30% de la TRH total del sistema nervioso central, el 

resto se ha identificado en: el sistema olfatorio, el mkh.:o reticular talámico, el complejo amigdalar, la 

pituitaria posterior, la retina (donde el contenido de TRH varía con la iluminación, siendo bajo por la 

noche y alto en el día), la glándula pineal, la espina dorsal, las células J3 pancreáticas neonatales (donde 

se piensa que modula Ja secreción de la insulina) (Yamada, 2000), el tracto intestinal, el corazón 

(participando en Ja contracción muscular) y las células de Leydig de los testículos (Bauer, et al, 1999; 

Heuer, et al 2000). 

Específicamente, la pituitaria porterior contiene la más alta concentración de TRH después del 

hipotálamo, encontrándose almacenada en las terminales nerviosas de las neuronas n1agnocelulares, 

junto con la vasopresina y/o la oxitocina (Jackson y Reichlin, 1974). 

La distribución descrita de Ja TRI I (Lechan, el al, 1986b), así como de sus receptores (Cálza, et 

al, 1992; Cao, et al, 1998; Itadani, et al, 1998), y el hecho de que su administración en el sistema 

nervioso central (SNC) estimule una serie de cambios conductuales y electrofisiológicos, sugieren que 

actúa como neuromodulador o neurotransmisor, amplificando o amortiguando la actividad de otros 

sistemas de neurotransmisión (Horita, 1 998; Baucr, et al, 1999). Estos aspectos serán tratados con 

detalle más adelante. 

I3IOSÍNTESIS Y LIBERACIÓN DE LA HORMONA LIBERADORA DE TIROTROPINA (TRH) 

Inicialmente, y considerando el pequeño tamaño de la molécula, se propuso que la TRH debía 

sintetizarse por un mecanismo enzimático no ribosomal, semejante al del glutatión, la camosina y 

algunos péptidos antibióticos (Reichlin, 1989). Sin embargo, los experimentos de Rupnow en 1979, 

proveyeron evidencia que favorecía la hipótesis de la síntesis de la TRI-I a partir del procesamiento 

postraduccional de un precursor proteico de alto peso molecular (Ru¡mow. et al, 1979; Lee, et al, 1988). 

En 1984, basándose en el descubrimiento de que la TRH es muy abundante en la piel de 

Xenopus, Richter clonó parcialmente un DNA complementario (DNAc) que codificaba para la región 

amino terminal de la preproTRll y contenía tres copias de la secuencia Lis - Arg - Gin - I-Iis - Pro -

Gli - Lis/Arg - J\rg (Richter, el al, 1984). 

¡\ partir de esta estrategia se clon{J el DNJ\c completo de la preproTRH de .Xenopus, sin 

embargo, el enfoque no funcionó en la clonación de este DNAc en mamíferos (Bauer, et al, 1999). Fue 
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solo después de que se generó un antisuero que reconocía la parte central de una supuesta secuencia de 

la prcprohormona, que se identificó al precursor de la TRH, se dedujo la secuencia del DNAc y se buscó 

en una biblioteca de expresión de hipotálamo de rata en el bacteriófago A.gt 11 (Lechan, et al, 1986). La 

secuencia de nucleótidos de la clona n1ás grande contenía un marco abierto de lectura de 765 

nucleótidos, flanqueado por otros 102 que correspondian a la región 5' no traducida y 450 en la región 

3'. El RNA mensajero (RNAm) codifica para una proteína de 255 aminoácidos, que contiene 5 

secuencias progenitoras de la TRH (Gin - His - Pro - Gli) flanqueadas por pares de aminoácidos 

básicos y unidas por péptidos conectores (Lcchan, et al, 1986; Valentijn, et al, 1998). 

En 1988 Lee, et al elucidaron la estructura del gen de la preproTRI-1 de la rata, el cual 

comprende 2.6 kb y está formado de 3 exones y de 2 intrones. El exón 1 codifica para la región 5' no 

traducida del RNAm, el exón 2 contiene la secuencia del péptido señal y la de una porción del segmento 

amino ten11inal de Ja proteína, mientras que en el cxón 3 se encuentran las 5 copias del progenitor de la 

TRI-1 y la región 3' no traducida (Lec, et al, 1988). La misma arquitectura de introncs y exoncs fue 

descrita para el gen del precursor de la TRI-l humana, aunque éste tiene un tamafio mayor, 3.3 kb. y 

codifica para una proteína de 242 aminoácidos, con seis copias de la secuencia progenitora de la TRH 

(Bauer, et al, 1999). 

Algunos elementos característicos de los promotores están presentes en el gen de la preproTRH, 

incluyendo una caja TA TA a 28 pares de bases (pb) del sitio de inicio de la transcripción; una región 

rica en OC a 113 pb del mismo punto, en la cual se identificó al hexanucleótido característico de las 

regiones de unión de SPl (que conforma el elcmnto de respuesta al factor de crecimiento epidérmico); 

tiene además una secuencia idéntica a Ja consenso de unión para el receptor de glucocorticoides (GRE), 

dos elementos imperfectos de respuesta a AMP cíclico (CRE) y otro para el receptor de hormonas 

tiroideas (TRE) (Lec, et al, 1988). 

La TRH se forma a partir del precursor proteico por la acción sucesiva de convertasas de la 

prehormona (que lo rompen en los residuos de aminoácidos dibásicos), de las carboxipeptidasas E y D, 

de Ja monooxigenasa a - amidante de la pcptidilglicina (PAM) y de Ja glutamil ciclasa (I3aucr, et al, 

1999). 

Después del procesamiento de Jos precursores de la TRH de la rata y del humano se producen 

seis y siete péptidos conectores respectivamente, y se ha sugerido que éstos pueden tener alguna 

relevancia fisiológica (13aucr, et al, 1999). De hecho, el péptido preproTRI l 160 - 169 (Ps4) de Ja rata 

es liberado de las neuronas por agentes dcspolurizantes y, a través de inmunohistoquímica, se observó 
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una densa acumulación de Ps4 en las tern1inales nerviosas de la zona externa de la en1inencia niedia 

(Valentijn, el al 1998). Ps4 incrementa, in vitro, la secreción de TSH dependiente de la TRH (Valentijn, 

et al, 1998) y eleva, in vitro e in vivo. el nivel de los RNA mensajeros de TSI-113 y de la prolactina (Can, 

et al, 1992). Incluso se ha demostrado la existencia de sitios específicos de unión para Ps4 en la 

pituitaria anterior (sobre células del tipo folículo csteladas), en el cerebro y en varios órganos periféricos 

(Valentijn, et al, 1998). Otro péptido críptico, Ps5 (preproTRH 178 - 199), ha sido considerado como 

un potente inhibidor de la liberación de corticotropina y de la homona de crecimiento (Valentijn, et al, 

1998), aunque sus efectos no han sido reproducibles (Bauer, et al, 1999). 

El proceso de liberación de la TRI-1 ocurre por exocitosis regulada en respuesta a un estín1ulo. 

Los sistemas endócrino, nervioso e inmune regulan la biosíntesis en el núcleo paraventricular del 

hipotálamo (NPV) y la liberación de la TRH ele la eminencia media (Lechan y Toni, 1992; Joseph­

Bravo, et al, 1998). Se ha demostrado que en el NPV la regulación de la TRH es rápida y transitoria, en 

respuesta a estímulos como la exposición al frío o, en la madre lactante, la succión por las crías (Uribe, 

et al, 1993). Dicha regulación puede ser debida a estimulación neuronal, ya que la incubación de células 

hipotalámicas con drogas que alteran la actividad de las vías de transducción de señales de la PKC o de 

la PKA causan un aumento en los niveles de RNAm ele la TRH (Uribe, et al, 1 995). 

En los paradigmas in vivo mencionados hay un incremento en los niveles séricos de 

corticosterona, por lo cual Pérez-Martínez y colaboradores ( 1 998) indagaron el efecto ele esta hor111ona 

en la biosíntesis de la TRH in vitro encontrando un incremento en los niveles de RNAm de la 

preproTRI-I a una hora de incubación. Sí bien, tanto el 8BrAMPc (un activador de la vía de la PKA) 

como la dexametasona (un análogo de la corticosterona) provocaron la estimulación descrita, 

combinados causan un fuerte decremento del RNAm (Pérez Martínez, et al, 1998); ésto podría explicar 

la transitoriedad del incremento del RNAm observada in vivo. 

Además de los aspectos de regulación ya mencionados, se comienzan a identificar otros; por 

ejemplo, en la respuesta al ayuno en animales adultos se observa hipotiroidismo y un decremento 

importante en los niveles de RNAm de la preproTRH, mientras que la liberación de corticosterona se 

encuentra incrementada. Se ha postulado que en este paradigma las neuronas del núcleo arcuato 

controlan a las células TRI-Iérgicas del NPV, mediante la liberación del neuropéptido Y y del agouti, 

ambos sujetos a su vez de regulación por la leptina (hormona liberada de tejido graso que interviene en 

la regulación de la ingesta y se inhibe en respuesta al ayuno) (Legradi y Lechan, 1998). En el mismo 

paradigma las ratas recién destetadas muestran una liberación aún mayor de corticosterona, pero no 
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presentan el efecto del ayuno en los nivdes de la TRH en contraste a los observado en ratas adultas (De 

Gortari, el al, 2000a). 

De los mecanismos regulatorios mejor caracterizados en la síntesis de la TRH es el de las 

hornonas tiroideas (T3), productos finales del eje hipotúlamo - hipófisis - tiroides. En principio se 

identificó que los niveles de la preproTRH y de su RNAm se incrementan en las neuronas 

parvocelulares del NPV de ratas hipotiroideas y disminuyen en ratas hipertiroideas (Segerson, el al, 

1987). El efecto es directo y específico a la zona, pues el implante de cristales de T 3 en el NPV de ratas 

hipotiroideas produce un decremento del RNAm y de la prohormona en el dominio parvocelular, pero 

no en otras regiones del hipotúlamo (Dyess, el al, 1988). 

La localización por inmunocitoquímica de los subtipos funcionales de los TR (TRa.1 y TRJ32) en 

la mayoría de las neuronas parvocclulares TRHérgicas del NPV (Lechan, et al, 1994) y la presencia en 

la región 5' del gen de la TRH de dos TRE (Stevenin y Lee, 1995), apoyan la hipótesis de la acción 

directa de las hormonas tiroideas en la regulación de la síntesis de TRH en la zona hipofisiotrópica del 

NPV. 

DEGRADACIÓN EXTRACELULAR DE LA TRH 

El mecanismo principal de inactivación de la TRH es, como para la mayoría de los péptidos, la 

acción de una peptidasa (Charli, et al, 1998). Las peptidasas pueden estar solubles en el medio 

extracelular o embebidas en la membrana plasmática, pero con su sitio activo dirigido hacia la región 

extracelular (ectoenzimas). Charli, Joseph-Bravo y colaboradores identificaron una aminopeptidasa de 

alta especificidad para la TRH que parece ser la encargada de inactivar al péptido en el medio 

extracelular (Garat, el al, 1985; Torres, el al, 1986). Esta ectoenzima, la piroglutamil aminopeptidasa 11 

(PP II; EC 3.4.19.6) hidroliza el enlace pGlu-His para producir pGlu e His-ProNH2, dos productos que 

no tienen afinidad por el receptor de la TRH, inactivando así al péptido (Charli, el al, 1998). 

La PPII sólo reconoce substratos pcptídicos cuya estructura sea pGlu-His-X donde X= Pro, Trp, 

Ala, Pro-Gly, ProNl-h (TRl-1) ó pro-NA (pro-J3naf'tilamida). La Km para la TRH es de 40 µmoles por 

litro y su actividad es máxima en el intervalo de pH neutro (Charli, et al, 1998). La purificación de la 

enzima permitió determinar la secuencia del DNAc, además se identificó una sola copia del gen en la 

rata y al menos 3 especies diferentes de RNAm (Charli, et al, 1998). 

La PPII es una glicoproteína integral de membrana do.: tipo 11, probablemente formada por un 

homodímero unido no covalentemente (cada monómero es de 1025 aa; el peso de cada uno es de 115 

5 

C:C:Z:-. - . 



kDa aproximadamente). Cada n1onómero tiene un solo fragn1ento transmembranal, una pequeña parte 

intracelular y un don"linio extracelular muy grande que contiene la secuencia consenso de las 

metalopeptidasas, I-Iis-Glu-X-X-1-Iis, con un residuo adicional de Glu apartado 18 aminoácidos del 

consenso y sitios· potenciales de glicosilación y sulfatación (Schauder, et al, 1994). En la región 

intracelular existe un sitio potencial de fosforilación que pudiera participar en la regulación de la enzima 

(Bauer, 1994). 

La actividad de la PPII está presente en varios órganos incluyendo el cerebro y la adenohipófisis 

(O'Connor y O'Cuinn, 1984; Fricdman y Wilk, 1986; Charli, et al, 1988; Bauer, 1988; Bauer, et al, 

1990). En el cerebro su distribución es heterogénea (Vargas, et al, 1992), con los niveles más altos de 

actividad en la corteza cerebral, el bulbo olfatorio, el hipocampo y el cerebelo (Charli, et al, 1998). La 

actividad de la enzima se detecta en neuronas (Bauer, et al, 1990; Cruz, et al, 1991) a nivel sináptico 

(O'Connor y O'Cuinn, 1984), probablemente en la membrana postsináptica (Joseph-Bravo, et al, 1994). 

La PPII localizada en la adenohipófisis se encuentra preferencialmente en la superficie de los 

lactótropos (Bauer, et al, 1990). Niveles bajos de actividad de la enzima se han detectado en varios 

tejidos periféricos, como el pulmón y el bazo (Vargas, et al, 1992). 

Una forma soluble, la tiroliberinasa, con propiedades muy similares a la ectoenzima se encontró 

en el suero (Bauer y Novak, 1979); se propone que proviene del mismo gen (Schmitmeier, et al, 2002). 

La mayoría de Jos datos mencionados indican que la PPII tiene un papel substancial en la 

inactivación extracelular de la TRH. Los experimentos con inhibidores sintéticos específicos 

confirmaron que la enzima es la encargada de inactivar a la TRl-1 liberada en el espacio sináptico en 

rebanadas de cerebro (Charli, et al, 1989). 

En la adenohipófisis, la actividad de la PPII está siendo regulada por hormonas periféricas, en 

particular hormonas tiroideas y estrógenos, que la activan e inhiben respectivamente (Bauer, 1988). 

Además, su expresión varía durante el ciclo cstral, pero estas fluctuaciones no están en fase con Jos 

niveles circulantes de estrógenos. probablemente reflejando respuestas a otros factores, posiblemente de 

origen hipotalámico. Uno de estos factores es Ja TRI-I, ya que las fluctuaciones de Ja PPIJ en Ja 

adenohipófisis son opuestas a lo observado en los niveles del RNAm de la preprohormona (un indicador 

de la tasa de secreción del péptido) en el NPV (Uribe, et al, 1991). 

Varias neurohormonas que regulan Ja síntesis y la secreción de prolactina tmnbién regulan la 

actividad de la enzima en cultivos primarios de células adcnohipofisiarias. Así, la TRH inhibe la 

actividad de la PPll, mientras que la somatostatina y la dopamina (a través de su receptor 02) la 
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inducen y antagonizan el efecto de la TRI-1. (Vargas, el al, 1994; 1998; Bourdais, el al, 2000). La 

alteración de varias vías de segundos mensajeros en Jos cultivos primarios de la pituitaria anterior, ha 

permitido identificar Jos mecanismos por los cuales la actividad de Ja PPII está siendo regulada (Charli, 

et al, 1998), de tal forma que Ja inhibición a largo plazo de su actividad es inducida por Ja activación de 

la PKC, la PKA, el incremento de los niveles intracelulares de calcio, o la activación de canales de Ca2+ 

tipo L (Vargas, el al, 2002). 

Se ha postulado que la PPII también pudiera estar regulada en el SNC cuando se activan las 

neuronas TRHérgicas. Varios estudios in vivo confirmaron que la PPII, en contraste con lo observado en 

la hipófisis, no está regulada en el cerebro por cambios en el estado tiroideo (Charli, et al, 1998). Sin 

embargo, sí se puede regular en dos modelos en los cuales se piensa ·que ocurre la activación de 

neuronas TRl-Iérgicas: la estimulación eléctrica subumbral (kindling) (de Gortari, el al, 1995; 2002, 

sometido), y Ja inyección aguda de etanol (de Gortari, el al, 2000b). 

LOS RECEPTORES DE LA TRH 

La TRI-I actúa a través de dos tipos de receptores diferentes: el TRH R 1 y el TRI-I R2. 

El TRH Rl es el receptor que media los efectos hipofisiotrópicos de Ja TRH en la pituitaria 

anterior (en la que está localizado en In superficie de somatótropos, mnmótropos y tirótropos) (Konakn, 

el al, 1997). Su DNAc fue aislado de células de la pituitaria de ratón empicando una estrategia de 

clonación - expresión (Gershengom y Osman, 1996; Cao, et al, 1998). A partir de este DNAc se predijo 

una proteína transmembranal de 393 amino ácidos, con un peso n1olecular calculado de 44.5 kDa que 

pertenecía a la super familia de la bactcriorodopsina (Ilauer, et al, 1999). 

El DNAc del TRI-1 R 1 se clonó a partir de distintas especies (humano, rata, ratón, pollo y 

bovino), mostrando un alto grado de similitud en la secuencia de amino ácidos, siendo el extremo C 

términal la zona de mayor variación (Zhao, e! al, 1992; Gershengorn y Osman, 1996; Bauer, et al, 1999; 

Iwasaki, et al, 1996). 

El gen del TRH Rl del humano comprende más de 30 kb y contiene tres exones: el l 

corresponde a la región 5' no traducida del RNAm, el intrón 1 es de 541 nucleótidos de longitud y 

termina 88 bases antes del sitio de inicio de traducción (Jwasaki, et al, 1996). Los exones 2 y 3 están 

separados por un segundo intrón que se extiende por más de 25 kb y separa a las regiones que codifican 

para los dominios transmcmbranales 5 y 6 (Iwasaki, et al, 1996, Bauer, et al, 1999). 
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Se ha descrito el procesamiento alternativo de un intrón en los transcritos del TRH Rl de la 

pituitaria de la rata y del ratón, todos estos DNAc codifican para receptores funcionales con respuestas 

clectrolisiológicas indistinguibles (Gershengorn y Osman. 1996; Cao, et al, 1998). 

El TRH Rl posee tres sitios potenciales de N - glicosilación en la región amino-terminal y en el 

segundo lazo extracelular, estando al menos uno glicosilado in vivo pues el receptor se une a las 

columnas de afinidad de lectina (Gershengorn y Osman, 1996); dos cisteínas (cada una en un lazo 

extracelular diferente) pudiesen estar implicadas en la formación de un enlace disulfuro (Gershengorn, 

1993) y tiene sitios probables de fosforilación en uno de los lazos intracelulares y en el extremo 

carboxilo terminal (Gershengorn y Osman, 1996). 

El TRH R2 se aisló más recientemente de dos bibliotecas de DNA complemetario, una de tallo 

cerebral y espina dorsal, y otra del cerebro total de la rata. La identidad general que guarda con el TRI-I 

R 1 es de 50.6%, y presenta un extremo C terminal más corto que cualquiera de las formas alternativas 

del TRH Rl (Heuer, el al 2000; o·oowd, el al 2000; Cao, et al 1998). El análisis de su DNAc reveló 

que la proteína está compuesta de 352 aminoácidos (O'Dowd, el al, 2000), tiene un sitio potencial de N 

- glicosilación en el extremo N terminal y varias serinas y treoninas en el carboxilo terminal y el tercer 

lazo intracelular, que son sitios probables de fosforilación y regulación (Cao, el al, 1998). 

Al igual que todas las isoformas del tipo 1 de receptores de la TRH, el TRH R2 es una proteína 

integral de membrana, con siete dominios transmembranales, que pertenece a la superfamilia de 

receptores acoplados a proteínas G (Cao, el al, 1998). El TRH RI está acoplado a las Gq y G11, ambas 

insensibles a la toxina pertúsica; se ha sugerido que también puede unirse a G;.2, G;.3 y una proteína 

semejante a las Gs, en condiciones y tipos celulares particulares (Gershengorn y Osman, 1996). 

Las regiones de TRl-1 R 1 involucradas en el acoplamiento a las proteínas G parecen reducirse a 

la zona yuxtamembranal del lazo intracelular 3, aunque se requieren estudios más profundi;is sobre la 

interacción entre el receptor l y las proteínas G (Gershengorn y Osman. 1996). 

Los dos receptores presentan activación basal ligando independiente, la cual es mayor en el TRH 

R2 que en el TRI-l Rl (Wang y Gershengorn, 1999). Esta actividad basal, cuyo papel fisiológico se 

desconoce, así como la inducida por la TRH, están mediadas por la activación de la vía de la fosfolipasa 

C fosfoinosítido específica (mejor caracterizada en las células de la adenohipófisis) (Gershengorn y 

Osman, 1996). La fosfolipasa C hidroliza al fosfatidil inositol 4,5 - bifosfato, para generar 2 segundos 

mensajeros. el inositol 1,4,5 - trifosfato y el 1,2 - diacilglicerol (Gershengorn y Osman, 1996). Uno de 
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los efectos finales de estas vías de segundos mensajeros, mediado en parte por el factor de transcripción 

APl, consiste en la inducción de la expresión génica. 

El 1,2 - diacilglicerol activa a la PKC y el inositol l,4,5 - trifosfato estimula la liberación de 

calcio intracelular que activa a la proteína cinasa dependiente del complejo calcio/caldmodulina (Wang 

y Maurer, 1999), la cual regula la transcripción por medio de CREB - P. El TRH Rl también activa la 

vía de señalización de la proteína cinasa mitógeno activada (MAPK) (Wang y Gershengom, 1999), lo 

que podría estar jugando un papel importante en la regulación de la transcripción del gen de la 

prolactina (Wang y Maurer, 1999). La activación de esta vía está mediada por al menos dos de los 

mecanismos de señalización primarios que el TRH activa al unirse al receptor 1, el de la PKC y el 

incremento de los niveles intracelulares de calcio (Wang y Maurer, 1999). 

Un análisis de unión de la TRH al TRI-1 RI en distintos valores de pl-1, y la mutación de residuos 

de aminoácidos cargados negativamente en el receptor, permitieron concluir que la TRH se une a su 

receptor como una especie no protonada, y que no establece ninguna interacción ióniea, siendo los 

puentes de hidrógeno los enlaces de más alta energía entre las dos moléculas (Gershengom y Osman, 

1996). 

El TRH Rl exhibe especificidad estructural por las tres posiciones de los aminoácidos de la 

hormona; y, con excepción del derivado N-3-metil-His que posee una afinidad por el receptor mayor 

que la de la misma TRH, todas las modificaciones estructurales del péptido causan un decremento 

dramático en la afinidad de unión (Gershengom y Osman, 1996). Desafortunadamente, ninguno de los 

cientos de análogos sintéticos de la TRH actúa como un antagonista clásico de los receptores. De hecho, 

los únicos competidores conocidos pertenecen a una clase completamente diferente de sustancias, las 

benzodiacepinas, aunque esta afinidad por el receptor se presenta solo in vilro (Gershengorn y Osman, 

1996; Bauer. et al, 1999). 

Los estudios farmacológicos llevados a cabo con los análogos sintéticos de la TRI--1 y con la 

TRll misma, muestran características indistinguibles de afinidad de todos los ligandos entre ambos 

receptores de la rata, aunque ésto está en controversia para uno de ellos (O'Dowd, et al 2000; Cao, et al, 

1998). 

El TRI-I Rl, en la pituitaria anterior, es regulado homóloga (Hinkle y Tashjian, 1975; Oran, et al, 

1987) y heterólogamcnte. Estos efectos han sido muy bien caracterizados tanto in vitro como in vivo. 

La inactivación homóloga en particular, ha sido descrita para los dos tipos de receptores, y 

produce su rápida y extensiva internalización a través de vesículas cubiertas de clatrina. El 80% de los 
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cmnplejo~-;TRH-receptor son secuestrados dentro de las células de la pituitaria con una vida media de 2-

3 minÜt6:s\ÍJh{ier, .et al, 1999). En la región C terminal del TRH Rl existen tres secuencias consenso _, . ·.-'- P·. -

P.ara fosfC>riÍación por la caseína cinasa II que permite al receptor interactuar con la 13 - arrestina 
- . --. ~' . ' .... · _, ~ 

Kroeger, el al, 2001), y dirigirse hacia las vesículas de clatrina (Zhu, el al, 

La capacidad de la TRH de inducir la hidrólisis del fosfoinosíticlo, en una estimulación aguda, es 

in-distinguible tanto para el TRH R 1 como para el TRH R2 ele la rata. Ante la estimulación crónica, el 

TRI-1 R2 es menos efectivo que el Rl en la inducción ele la expresión génica, quizá debido a las 

diferencias en la velocidad de intcrnalizaci<'>n y degradación inducida por la TRH. El TRI 1 R2 es 

internalizado e inactivado más rápidamente que el R 1 después de la unión con sus agonistas (O'Dowd, 

et al, 2000). 

Una segunda fase de exposición a la TRH produce una disminución en la tasa de transcripción 

del gen del TRH Rl y un decremento en la estabilidad del RNAm (Gershengom y Osman, 1996; Ilauer, 

et al, 1999). En células GH3 transfcctadas establemente con el DNAc del TRH R 1, la vida media 

aparente de los transcritos del receptor disminuyó de 3 a 0.75 horas después de la estimulación con 1 µM 

de TRH por 1.5 horas (Gershengom y Osman, 1996; l3auer, el al, 1999). La activación de la PKC por 

ésteres de forbol produce una reducción en la cantidad de RNA mensajero del TRH RI, de forma 

similar a la que se produce por regulación homóloga (Fujimoto, et al, 1991 ), por lo que se ha propuesto 

a esta vía como la mediadora de los efectos de la TRH. además ele la PKA (Gershengom y Osman, 

1996). 

Otras hormonas y factores regulan la densidad ele receptores y los niveles de su RNAm: las 

hormonas tiroideas, en particular la T 3 , ejercen un poderoso control negativo sobre la respuesta de la 

pituitaria a TRH (Gershengorn y Osman, 1996; I3auer, et al, 1999). Los estrógenos incrementan los 

cantidad de receptor, al igual que los glucocorticoides y el calcitrol; mientras que el factor de 

crecimiento epidermal, el péptido intestinal vasoactivo y todas las drogas que producen elevadas 

concentraciones ele AMPc causan su disminución (Gcrshengorn, 1993; Gershengorn y Osman, 1996; 

Bauer, et al, 1999). 

Es importante señalar que el decremento en el número de receptores rnembranales (medidos por 

la unión de [3H]MeTRH) de la TRI-I), ya sea por regulación homóloga o heteróloga, disminuye la 

respuesta de la pituitaria a la hormona (Gcrshcngom. 1 993). 
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El análisis del gen y su región promotora revelaron que, ni la caja TATA, la CAA T, o una región 

rica en GC están presentes en la cercanía del sitio de inicio de la transcripción (Iwasaki, et al, 1996; 

Bauer, el al, 1999), si bien se encontraron dentro de 1 kb que flanquea al punto de inicio de 

transcripción, los siguientes elementos regulatorios: un sitio perfecto PEA-3, un motivo GATA, dos 

sitios casi perfectos Pit-1 (para un factor de transcripción específico de la pituitaria anterior), una 

secuencia muy similar al sitio consenso de AP 1, dos sitios medios TRE casi perfectos, y una secuencia 

semejante ORE (Iwasaki, et al, 1996; Gcrshengorn y Osman, 1996; Bauer, et al, 1999). Estos datos 

ayudan a explicar mucha de la información bioquímica y molecular sobre la regulación del receptor 1 de 

laTRH. 

En los últimos años ha surgido una gran cantidad de evidencia bioquímica y funcional que apoya 

la existencia de horno-, hetrco- y oligómeros entre los miembros de la familia receptores con siete 

dominios transmcmbranales acoplados a proteínas G (Kroeger, et al, 2001 ). Este tipo de interacciones 

ha sido demostrado para el TRH R 1 en sistemas celulares in vil ro, en donde, en un estado libre de 

ligando, el receptor existe como un complejo horno - oligomérico, siendo esta interacción incrementada 

por la TRH, en una forma dosis y tiempo dependiente (Kroeger, et al, 200 l; Zhu, et al, 2002), lo que 

sugiere que este fenómeno tiene alguna relevancia funcional aún desconocida (Zhu, et al, 2002). 

DISTRIBUCIÓN DEL SISTEMA DE TRANSMISIÓN TRH1~Rrnco EN EL SNC 

Los estudios de hibridación in silu del RNA mensajero del TRI-I han permitido caracterizar los 

sitios donde comienza la síntesis de la preprohormona, sin embargo, este enfoque no permite investigar 

dónde se encuentran las terminales nerviosas en las que se almacena y libera el péptido procesado 

(Bauer, el al, 1999). 

Los estudios inmunocitoquímicos sobre la TRI-1 han sido bastante infructuosos, primero por la 

dificultad que representa generar anticuerpos específicos y sensibles para un péptido de tamaño tan 

pequeño, y segundo, los problemas técnicos con respecto al método óptimo de fijación de los tejidos 

(Bauer, et al, l 999). Se ha intentado, con el objetivo de evitar la difusión y pérdida extensiva de la 

TRH, usar fuertes fijadores aldehídicos como la acroleína o la fijaci6n a bajos valores de pl-1 usando 

ácido pícrico que han tenido cierto éxito. De esta forma, se observa una gran cantidad de inervación 

TRHérgica en la eminencia media, el área preóptica y otras áreas hipotalámicas, además del núcleo del 

tracto solitario, el bulbo olfatorio, el scpto lateral, el área amigdalohipocampal y la espina dorsal (Baucr, 
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et al, 1999). Sin embargo, se considera que esta infonnación está incompleta y que se está subestimando 

la cantidad de inervaciones TRI-lérgicas en el SNC (Bauer, et al. 1999). 

En el sistema li1nbico se pueden detectar células positivas a la TRI-1 en las capas granular y la 

piramidales (CA 1 Y CA3) y en los aspectos ventrales del giro dentado (I-16kfelt, et al. 1989). En la 

corteza, las neuronas TRl-Iérgicas están dispersas, siendo particularmente numerosas en las cortezas 

pririforme y enton-inal, alrededor del surco rinal (1-Iokfclt, 1989). 

Con respecto a los receptores de la TRI-1 no se conoce nada de su papel relativo en el cerebro, 

aunque hibridaciones in si/11 muestran patrones de distribución mutuamente excluyentes (Cao, et al, 

1998; Heuer, et al, 2000). 

Por muchos años, y antes de clonar e identificar a los dos tipos conocidos de TRI-1 Rs, su 

distribución en el sistema nervioso central se estudió con base en autoradiografía cuantitativa, usando 

como ligando al análogo de alta especificidad [3I-I]MeTRI-I. El panorama que emergió con estos trabajos 

era el de una distribución heterogénea a lo largo de todas las estructuras cerebrales. Sharify Burt (1985) 

reportan que el complejo amigdalar, el hipotálamo y el tálamo son las zonas más enriquecidas con 

receptor. Además, detectan señales de unión muy altas en el giro dentado de la formación hipocampal, 

el septo medial, el núcleo accumbens y en la espina dorsal (sustancia gelatinosa, cuerno dorsal y materia 

gris del canal central) (Sharify Burt, 1985). 

En ese mismo año otras tres publicaciones muestran con más detalle la distribución de los sitios 

de unión a la TRI-I en el cerebro de la rata. Manaker, et al ( 1985) encuentran que las más altas 

concentraciones de receptores se encuentran en: el aparato olfatorio (específicamente en el bulbo 

olfatorio accesorio), la arnigdala entera y las regiones adyacentes a ésta (como el núcleo endopiriforme 

y el área amigdalohipocampal), zonas discretas dentro del hipocampo (la región ventral del subículo y 

del giro dentado), algunas estructuras corticales ricncccfálicas localizadas sobre la amígdala y el 

hipocampo (cortezas entorinal y la que rodea a la lisura rinal) y el scpto (donde resaltan el núcleo basal 

de la estria terminal, el núcleo septohipotalámico, los brazos horizontal y vertical de la banda diagonal 

de Broca y las islas de Calleja Mayor). 

Densidades moderadas de sitios de unión a la TRI-! se pueden observar en algunas regiones del 

mesencéfalo (núcleo interpcduncular y colículos inferior y superior), el tallo cerebral (varios núcleos de 

la formación reticular como el rafé dorsal medial y le locus coeruleus), la espina dorsal (siendo la más 

alta concentración de receptores la de la sustancia gelatinosa, seguida de los cuernos dorsal y ventral y 

del canal central), el hipotálamo (los núcleos paraventricular, periventricular, arcuato, ventron1edial, 
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dorsomedial, el área preóptica lateral y medial y el hipotálamo lateral, destacando el núcleo 

supraquiasmático con altas concentraciones de receptores) y el tálamo (donde destaca el núcleo 

paraventricular talámico con alta concentración) (Manaker, el al, 1985). Los niveles más bajos de 

receptores se encuentran en los ganglios basales, la neocorteza y el cerebelo. Contrasta el hecho de que 

en este reporte se detectan niveles muy bajos de receptor en el núcleo accumbens, mientras en el trabajo 

de Sharify Burt (1985) ésta es una de las áreas con mayor densidad. 

Mantyh y Hunt (1985) observan un patrón de distribución e intensidad de unión a los receptores 

sin1ilar al de Manaker, aunque con ligeras discrepancias en algunos núcleos amigdalures, talámicos e 

hipotalámicos. Pazos, et al (1985) reportan el misn10 patrón general, aunque nuevan1ente se presentan 

contradicciones con los otros reportes en sitios muy específicos del SNC. En estos trabajos se resalta la 

ausencia total de correlación entre los sitios inmunoreactivos a TRH y los sitios de unión, aunque las 

dificultades técnicas de la inmunohistoquímica del TRH deben ser consideradas. 

Recientemente se reportó la hibridación in silu para los cuatro elementos del sistema de 

transmisión TRHérgica (Heuer, et al, 2000). En general, la distribución del RNA mensajero de los dos 

receptores concuerda con la de la PPil, con ligeras discrepancias sobre todo en el cerebelo (Heuer, et al, 

2000). 

Más específicamente en la corteza cerebral hay abundante RNA n1ensajero del R2 que está 

colocalizado con el de la PPII en las cortezas cingulada, somatosensorial primaria, motora, visual y 

olfativa; mientras que el mensajero del Rl se encuentra en las áreas de transición corticales (cortezas 

perirhinal, entorhinal) (Heuer, et al, 2000). 

Dentro de la formación hipocampal no se puede detectar el RNAm del R2, el de la PPII aparece 

muy abundante en las neuronas piramidales de CA l, CA2. y CA3/CA4 y el del Rl, se encuentra en 

abundancia en el giro dentado ventral (Heucr, et al. 2000). 

En la amígdala el mensajero del R 1 es abundante en el complejo nuclear corticomcdial (la zona 

de transición con el hipocampo) y se sabe que a esta zona llegan libras desde regiones que contienen la 

TRH, como el bulbo olfatorio, el hipotálamo y los núcleos viscerales del tallo cerebral, por lo que se 

propone que el TRH Rl media las funciones viscerales de la TRH en la amígdala. El mensajero del R2 

abunda en las subdivisiones rostral medial y basolateral de la amígdala (al igual que la TRH), las cuales 

son zonas que reciben estímulo cortical y talámico, quizá modulando funciones cognitivas asociadas a 

los aspectos emocionales de la atención y el aprendizaje. El RNAm de la PPil se distribuye en todo el 

complejo amigdalar con distintas intensidades (1-leuer, et al. 2000). 
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El hipotálamo contiene abundante RNAm de la preproTRH, del RI, de la PPII y, en menores 

cantidades, del R2. Aquí, el patrón de distribución 1nuestra 1nutua exclusividad entre los dos receptores. 

En el tálamo el TRH R2 es el receptor predominante, mientras la PPII se expresa en bajas cantidades. El 

tálamo es una región conocida por ser relevo de las señales de dolor, y dado que contiene gran cantidad 

de TRH R2, es este receptor el que podría contribuir a la actividad antinociceptiva de la TRH ante 

estimulas químicos y mecánicos, con una potencia analgésica comparable con la de la morfina (Heuer, 

et al, 2000). 

La presencia del TRH R2 en la formación reticular, en el tálamo, en las regiones corticales y en 

la amígdala basolateral, arroja pistas sobre la actividad de la TRH en el efecto de despertar a los 

animales hibernantes, reducir el tiempo de sueño de los animales bajo narcosis inducida por etanol, J3-
endorfina, barbitúricos, etc., además de sus propiedades antidepresoras. Esta capacidad analéptica está 

relacionada con la acetilcolina, la cual, en respuesta a la TRH, incrementa su liberación en la corteza y 

el hipocampo (Heuer, et al, 2000; Cao, et al, 1998; O'Dowd, et al, 2000). 

El R2 es el receptor predominante en el tallo cerebral y en el mesencéfalo, sobre todo en zonas 

involucradas en el procesamiento de la información sensorial y la regulación de la actividad, la 

conciencia y el sueño. El R 1 en cambio, está restringido a unas pocas áreas en las que están localizadas 

motoneuronas involucradas en controlar funciones neuroendócrinas y vegetativas (Heuer, et al, 2000). 

Existe abundante mensajero del R2 en la corteza cerebelar, al igual que de la PPII, no se detectan 

los RNA mensajeros del Rl ni de la preproTRI-1. Esta estructura coordina el movimiento, y la 

localización del R2 y la PPII en ella explica algunas evidencias experimentales, como mejoría, inducida 

por análogos de la TRH, de desórdenes cerebernles (1-Ieuer, et al, 2000; Horita, 1998). La presencia de 

RNAm del R2 en el cerebelo pareciera estar contrapuesto a la ausencia de señal de unión de 

[31-l]MeTRl-I en esta zona (Manaker, et al, 1985). 

En la espina dorsal el mensajero del R2 predomina en la materia gris del cuerno dorsal (que lleva 

información sensorial al cerebro), mientras que el R 1 predomina en zonas ventrales de motoneuronas. 

EFECTOS DE LA TRH EXTRAHIPOT ALÁMlCA 

La participación de la TRH como neuromodulador se ha apoyado en estudios farmacológicos, en 

los que la inyección intravenosa o intracerebroventricular del péptido o de sus análogos induce cambios 

conductuales en animales y en humanos. 
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La administración de la TRH disminuye el consumo de agua y alimento (Vijayan, et al, 1977), 

induce la activación del sistema locomotor (en el núcleo accumbens) (Metcalfy Dettmar, 198i) y de la 

conducta de masticación y olfateo (Yamamura, et al, 1991 ), tiene un efecto termorregulador (induce 

hipo e hipertermia dependiendo de la especie), mejora el tono muscular (antagoniza la relajación 

inducida), tiene efectos cardiovasculares (incrementa la presión sanguínea y el ritmo cardiaco), 

incrementa la tasa respiratoria, incrementa o decrece, dependiendo de la especie, la motilidad gástrica e 

incrementa la secreción de ácidos y el vaciamiento gástrico (O'Leary y O'Connor, 1995). También 

produce un efecto de exitación (Thompson y Rosen, 2000). 

Los análogos de la TRH con modificaciones e-terminales han mostrado incrementar la 

recuperación de daños en la espina dorsal, mientras que los modificados en el extremo N-terminal no 

pueden revertir estos daños (I-Ieuer, et al, 2000; Cao, et al, 1998), y en cambio muestran actividad 

neuroprotectora en zonas involucradas con la actividad motora y aspectos cognitivos (Cao, et al, 1998). 

La TRH ha sido implicada en desórdenes afectivos como la depresión (Prange, et al, 1987; 

Nemeroff, et al, 1989) y en algunas patologías como la epilepsia, en las que reduce la intensidad de las 

convulsiones (Ujihara, et al, 1991; Matsumoto, el al, 1987) y potencia la acción anticonvulsiva del 

fenobarbital sobre las crisis generalizadas producidas por electrochoques (Nemeroff, et al, 1975). 

También revierte los efectos narcóticos e hipotérmicos de la inyección intraperitoneal de etanol y la 

narcosis de los barbitúricos (Morzorati, et al, 1993; French, et al, 1993), o bien de animales sometidos 

al frío (Zoellcr y Rudeen, 1 992). 

La inyección intratecal de la hormona induce castañeo de las mandíbulas y "wet dog shakes", 

mientras que en el cuarto ventrículo incrementa la tasa respiratoria (Rekling, 1 992). 

En las neuronas corticales y del hipocampo la TRH antagoniza la excitación producida por el 

glutamato (Renaud, et al, 1979; Koening, et al, 1996), mostrando un efecto neuroprotcctor contra 

eventos de excitotoxicidad (Pizzi, et al, 1999; Shishido, et al, 1999). Por sí misma la hormona no 

cambia el potencial de membrana en reposo, pero incrementa las respuestas despolarizantcs del NMDA 

(N - metil - D - aspartato) en la sinapsis entre la vía perforante y el giro dentado (Morimoto, et al, 

1986), siendo éste un efecto a largo plazo (Kasparov, el al, 1994). No se ha encontrado efecto directo 

sobre los niveles de calcio, pero inhibe su incremento causado por estimulación con NMDA o AMPA 

(ácido a - amino 3 - hidroxi - 5 - metil - isoxazol - 4 - propriónico) (Koening, et al, 1996). 

En neuronas CA 1 hipocampales la TRI-1 ( 1 OmM) incrementa fuertemente la respuesta a NMDA 

de forma transitoria (6-7 min) y a nivel postsináptico (Stocca y Nistri, 1995). Kasparov, et al (1994) y 
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Stocca y Nistri (1995) proponen que el mecanismo para el electo de la TRl-1 sobre las células 

piramidales CA 1 sea a través de sus receptores. 

La TRH también interactúa con la transmisión GABAérgica (del ácido y - animo butírico) 

produciendo una depresión reversible de los potenciales inhibitorios postsinápticos rápidos mediados 

por GABA,... (Stocca y Nistri, 1996; Barbieri y Nistri, 1997; Crews, et al, 1996). 

Se ha postulado que la actividad de los receptores NMDA y GABA/\, está siendo modulada por 

fosforilación mediada por la proteína cinasa C (PKC). ya que: a) los receptores NMDA y GABAA 

presentan sitios potenciales de fosforilación por la PKC (Stocca y Nistri, 1996) y, b) los efectos 

neuroprotectorcs del TRH se revierten al inhibir a la PKC (Pizzi, et al. 1999; Shishido, el al, 1999). 

Estudios con modelos animales que ejemplifican condiciones estresantes como el ayuno (de 

Gortari, el al, 2000a; Nikodemova, et al, 1998) y el kindling amigdalina (epilepsia), así como la 

administración de etanol, han permitido comprometer al péptido con conductas y alteraciones del SNC e 

identificar los sitios de acción endógena, al evaluar los cambios específicos en el contenido de la TRH 

en regiones cerebrales relacionadas con la patología o función en estudio (Sattin, el al, 1999). 

El ayuno (privación total de alimento) y la desnutrición (déficit crónico del consumo energético­

proteica), provocan cambios en el contenido de la TRI 1 en la amígdala (de Gortari, et al, 2000a), (región 

relacionada con la selección de nutrimentos y funciones sensoriales) y en la región septohipocampal 

(Nikodemova, et al, 1998) (involucrada en aprendizaje y memoria). En animales recién destetados las 

alteraciones aparecieron en el hipocampo y en el núcleo accumbens, coincidiendo con la hiperactividad 

observada en éstos (de Gortari, et al, 2000a). 

La activación de las neuronas TRI-Iérgicas ha sido demostrada en modelos animales de epilepsia; 

por ejemplo, con la estimulación eléctrica subumbral (''kindling") (Knoblach y Kubek, 1997; Kubek, et 

al, 1993; de Gortari, el al, 1995) y durante los ataques inducidos por kainato o pilocarpina (Jaworska­

Feil, el al, 1999), en los cuales la TRH y su RN/\ mensajero se incrementan en el hipocampo, la 

amígdala y la corteza frontal, mientras que la unión de TRH (receptores) disminuye (de igual forma que 

el RNAm del TRH R2, de Gortari, el al, 2002, sometido). Los niveles de TRH incrementan 

proporcionalmente a la frecuencia de descarga conforme el "kindling" progresa y en relación a la 

susceptibilidad epileptogénica de cada región (de Gortari, el al, 1998). 

Las dosis elevadas de etanol administradas en forma aguda provocan alteraciones en funciones 

biológicas y en regiom:s cerebrales donde la TRH está presente. La inyección intraperitoneal de etunol 

induce hipotermia (Zoeller y Rudeen, 1992) 1 y 3 horas después de su administración y reduce el 
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incrómento en los niveles de RNAm de la preproTRI-l del NPV que resulta de someter a los animales al 

estímulo de frío (Zoellcr y Rudeen 1992; Uribe, el al. 1995). El etanol y la TRH actúan a través de vías 

interrelacionadas, pues la hormona bloquea los efectos narcóticos del etanol y los dos están 

involucrados en la termogéncsis. En el núcleo accumbens hay una disminución inicial en el contenido 

de TRH una hora después de la inyección (cuando el animal esta narcotizado) mientras que, en el 

hipocampo los niveles de TRH están incrementados, regresando a niveles control 24 horas después (de 

Gortari, et al, 2000b) 

Los datos anteriores permiten proponer que si las neuronas TRHérgicas son activadas, ésto 

estará reflejado en cambios en el RNAm de la prcproTRH y, algunas veces, en los niveles de péptido 

procesado (Uribe, el al, 1995; Pércz Martínez, et al, 1998; Joseph-Bravo, et al. 1998), y/o en los niveles 

de receptores o la actividad de la PPII (Charli, et al. 1998). 

En los últimos años se ha centrado la atención en el papel potencial de los neuropéptidos en el 

aprendizaje y la memoria (de Wied, 1997; Bennett, el al, 1997), aunque la mayoría de la evidencia que 

los implica en los procesos cognitivos proviene de la manipulación farmacológica de animales en el 

contexto de un paradigma de aprendizaje y/o de memoria. 

Varios ncuropéptidos parecen facilitar o producir cambios conductuales que mejoran el 

desempeño congnitivo; entre ellos se encuentran la vasopresina, la hormona liberadora de corticotropina 

(CRH), la somatostatina, la sustancia P, el neuropéptido Y y la misma TRH (Bennett, et al, 1997). 

La administración oral o nasal de análogos de la TRH, produce un decremento en el número de 

errores y en el tiempo de solución de una tarea cspccí!ica (Horita, 1998), y ha resultado benéfica en 

modelos animales de amnesia (Horita, 1998), así como en la prevención de defectos mnemónicos 

causados por lesiones en el cerebro frontal basal (Yamamura, et al, 1991) o en el núcleo basal 

magnocelular (Miyamoto, el al, 1993; Ogasawara, el al, 1995; 1996; Sabbatini, el al, 1998; Panocka, el 

al, 1997), así como daños producidos por la administración de escopolamina (Yamamura, et al, 1991; 

Drago, et al, 1996; Miyamoto, el al, 1993 ), electrochoques (Swertka, el al, 1992), hipercapmnia 

(Ogasawara, et al, 1995) o lesiones inducidas por AMPA (Ballard, el al, 1996). 

Algunos de estos efectos se deben a las acciones de la TRH sobre Jos sistemas de transmisión 

colinérgica ya que los análogos de Ja TRI l son capaces de restaurar a las neuronas colinérgicas del 

núcleo basal magnocelular (NBM) y a las proyecciones colinérgicas hacia la corteza cerebral afectadas 

por lesiones en el NBM (Panocka. et al, 1997; Sabbatini, et al, 1998): aunque algunas evidencias hacen 
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pensar que el efecto facilitador de la TRH en los paradigmas de retención y recuperación también puede 

estar mediado por los receptores a NMDA (Kasparov y Chizh, 1992). 

LA ESTRATEGIA DE OLIGODEOXINUCLEÓTIDOS ANTISENTIDO 

Los oligodeoxinucleótidos (ODNs) antisentido son moléculas de longitud corta (17-22 

nucleótidos) que interfieren con uno o más pasos del proceso de formación de una proteína, generando 

tejidos deficientes en ésta, lo cual permite entender la relevancia fisiológica ele cualquier factor a partir 

de su ausencia (Neumann 1997, Leslie, et al, 1999). El uso ele ODNs antisentido ha resultado ser una 

herramienta valiosa para estudiar, en el cerebro intacto, los correlatos moleculares. celulares y 

neuroendócrinos del comportamiento (Lanclgraf, el al. 1997), específicamente ele neuropéptidos en 

paradigmas fisiológicos y conductuales específicos (Neumann, 1 997). 

El interés en la utilización de los ODNs antisentido se centra en que pueden, teoricamentc, abatir 

una enfermedad cuando ésta es producto de la sobre expresión de una proteína específica (Neumann, 

1997; Leslie, et al. 1999). 

La técnica aún está siendo perfeccionada, aunque algunas de sus limitaciones han sido la causa 

del desánimo entre investigadores sobre el potencial terapéutico y experimental de los ODNs 

antisentido. Conforme la experiencia va aumentando y más estudios sobre los mecanismos, toxicidades 

y empleo de controles adecuados han sido publicados, el éxito de la técnica se ha incrementado 

(Neumann, 1997; Leslie, et al. 1999), sobre todo por su simplicidad, diseño racional, bajo costo y por 

los avances en la secuenciación de genomas (Agrawal y Kandimalla, 2000). 

Las estrategias teóricas para reducir específicamente el nivel de expresión a través de los ODNs 

antisentido han estado enfocadas en lo siguiente: inducir la formación de una estructura de triple hélice 

en el material genético de una célula, o por la unión de un ODN en forma antisentido al DNA durante la 

transcripción, inhibiendo, de cualquier forma, la formación del RNA mensajero (Leslie, et al, 1999). 

Alternativamente, los ODNs antisentido van dirigidos contra el RNA mensajero para impedir su 

traducción a proteína; en este caso puede detenerse el proceso de traducción por un impedimento 

estérico en la interacción de las enzimas que usualmente reconocen el RNA de cadena sencilla, lo que 

puede llevar a que la molécula no sea procesada de la forma correcta, no sea transportada fuera del 

núcleo o no sea traducida (Landgraf, el al, 1997). El rompimiento del RNAm por la actividad de la 

RNasa H endógena también ha mostrado estar involucrado en muchos casos (Leslie, et al, 1999). La 

RNasa H es una enzima que rompe la cadena de RNAm en el sitio de hibridación con un ODN 
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antisentido y aparentemente es la que media el efecto antisentido en general (Lebedeva y Stein, 2001 ). 

Las actividades de R.Nasa H han sido caracterizadas en mamíferos; incluso se tienen identificados estos 

genes en el humano. La actividad de RNasa H podría estar involucrada en la remoción de los iniciadores 

de RNA en la síntesis de DNA, tal como lo sugieren datos in vilro para procariontes y eucariontes. Sin 

embargo, su papel fisiológico en E. co/i es prevenir que la replicación del material genético inicie en un 

sitio diferente a oriC, ya que la eliminación de los iniciadores se realiza por la actividad de exonucleasa 

S'de la polimerasa de DNA. La trascendencia fisiológica de la RNasa lI en eucariontes permanece 

incomprendida (ten Asbrock, et al, 2002). 

El diseño de los ODNs es crítico, sin embargo, no existen reglas. Por ejemplo, la determinación 

del tamaño óptimo de la molécula se ha hecho por medios empíricos para cada caso específico (Patzel, 

el al, 1999); aún así, algunas generalidades deben ser consideradas, como el hecho de que el ODN no 

debe ser tan corto como para no tener una capacidad de unión específica y, no demasiado largo como 

para que no sea accesible al tejido y sea dificil de manipular (Patzel, et al, 1999). 

La eficacia de los ODNs antisentido está relacionada a la termodinámica y a los parámetros 

cinéticos determinados por las secuencias blanco locales y la propia estructura espacial del ODN. Sin 

embargo, estos parámetros de hibridación no son lo suficientemente claros, pues la extensión o 

disminución de uno o dos nucleótidos en un ODN altera crucialmente la eficiencia de apareamiento 

tanto in vilro como in vivo (Patzel, et al, 1 999). 

La selección de una secuencia para la hibridación con el ODN antisentido es simple en teoría, ya 

que solo estaría basada en el aparcamiento de bases clásico de Watson y Crick. Sin embargo, sólo el 20 

ó 30 o/o de las secuencias seleccionadas son lo suficientemente activas para reducir los niveles de 

proteína hasta un 50% (Lanclgraf, et al. 1997). Las regiones más comúnmente seleccionadas de un 

RNAm incluyen la región 5' no traducida, la 3' y la región alrededor del codón de inicio de la 

traducción. De estos sitios, los ODNs dirigidos contra el AUG han siclo los más consistentes en la 

reducción de la expresión génica, sin embargo, éste no es el único sitio en el que se produce un efecto 

antisentido, ni en el que ocurre más potentemente y a veces resulta ineficaz. Además, debido a que 

algunas de las secuencias de nucleótidos alrededor del AUG están conservadas hasta cierto punto, otros 

RNAm pueden resultar afectados por los ODNs antisenticlo (Landgraf, et al, 1997; Patzel, et al. 1 999). 

Las estrategias que toman en cuenta el contenido de OC o la temperatura de disociación del 

hcterodl'.1plcx, y los programas de plegamiento de RNA, han producido resultados mixtos. Se ha 

determinado que algunas estructuras secundarias del RNAm son sitios accesibles para el aparcan1iento, 
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por ejemplo: los tallos - asa (stem - loop), cuando el asa tiene una extensión mínima de 1 O nucleótidos; 

las burbujas (regiones no complementarias flanqueadas por segmentos apareados) de tamaño similar; las 

secuencias que conectan unidades de plegamiento y las secuencias de los extremos no involucradas en 

interacciones intramolccularcs. Con estas bases se generó un algoritmo computacional que predice las 

estructuras secundarias más probables de una secuencia en particular de RNA (Mfold) (Patzel, et al, 

1999), donde las regiones susceptibles de hibridación con ODNs antisentido son aquéllas con un arreglo 

estructural de cualquier tipo a los ya mencionados, y que mantengan dicho arreglo a lo largo de todas 

las estructuras de energía mínima del RNAm. Los trabajos en los que se utiliza este método reportan 

ODNs antisentido muy efectivos en la zona de inicio de la traducción, aunque también en otros sitios 

del RNAm (Patzel, et al. 1999). 

Para que los ODNs antisentido puedan tener el efecto deseado, es necesario protegerlos de las 

nueleasas endógenas que trabajan rápidamente para degradarlos. Los ODNs fosfodiéster son altamente 

susceptibles a las nucleasas celulares, con una vida media en el suero de 20 minutos; se han llevado a 

cabo experimentos exitosos con esta clase de moléculas, aunque las dosis de aplicación requeridas son 

altas y frecuentes (Peng Ho y 1-Iarting, 1999). Wahlestedt, et al (1993) reportan la disminución de la 

expresión del receptor NMDA R 1 en neuronas en cultivo e in vivo, con el empleo de antisentidos 

fosfodiéster; en otros trabajos estos ODNs no tienen efecto (Broberger, et al, 2000). 

Frecuentemente se emplean ODNs fosforotionados (en los que uno de los oxígenos que no 

participan en el enlace fosfodiéster es sustituido por un átomo de azúfre) debido a su estabilidad relativa 

frente a las nucleasas (Landgraf, et al, 1997). Hay evidencia de alta toxicidad en el sistema nervioso 

central (como pérdida de neuronas e infiltración de células) y efectos secundarios no deseados, como 

liebres, inducción de mediadores de la inflamación, síntomas generales de mala salud y pérdida de peso 

con la aplicación de ODNs fosforotionados (Brogergcr, et al, 2000; Peng Ho, et al, 1998). Si bien 

muchos de estos efectos son resultado de la presencia de ciertos motivos de secuencia y estructuras 

secundarias, más que de efectos debidoa a la tioprotección (Agrawal y Kandimalla, 2000). Por ejemplo, 

los motivos CpG (o los de 4 G en serie) en la secuencia de un ODN tienen actividad 

inmunoestimulatoria, por Jo que se debe tener mucha precaución para la interpretación de los datos in 

vivo. También, las estructuras secundarias producidas por auto complementariedad del ODN 

antisentido, interfieren con el efecto específico principalmente por el reclutamiento de proteínas que no 

son las blanco, como las proteínas que se unen a heparina (Agrawal y Kandimalla, 2000; Lebedeva y 

Stein, 2001). Así, en el diseño de los ODNs conviene evitar tales secuencias. 
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Los ODNs fosforotionados parecen ejercer sus efectos antisentido a través de una potente 

inducción de la RNasa H, aunque la efectividad está ligeramente afectada por la reducida afinidad a los 

sitios de unión (Lok, et al, 2002). Oti:_o tipo de ODNs antisentido, con modificaciones 2-

metoxiribonucleótido, son efectivos cuando son complcn'lentarios a la secuencia de inicio de la 

traducción, sugiriendo que detienen este proceso (Peng Ho, et al, 1 998). 

Una alternativa estructural que permite dar la protección deseada la representan los ODNs 

quiméricos, los cuales consisten en la combinación de nucleótidos 2'-metoxifosfodiéster y 

fosforotionados. Estos ODNs retienen la habilidad de activar a la RNasa H, dado que posen una 

secuencia corta de nuclcótidos fosforotionados, al mismo tiempo que presentan menor toxicidad por 

este mismo tipo de residuos (Peng Ho, et al, 1998). Otro tipo de ODNs quiméricos son los que poseen 

un esqueleto central fosfodiéster, flanqueado en los extremos por 3 nucleótidos fosforotionados, que 

parecen no presentar los efectos tóxicos mientras que conservan la capacidad de activar a la RNasa H y 

tienen una afinidad mayor por la molécula blanco de RNAm (Landgraf, et al, 1997). 

Un aspecto crítico en la activación de la RNasa H es que no requiere complementariedad total 

entre el ODN y el RNAm para la inducción de su actividad. Este efecto ha sido llamado rompimiento 

"irrelevante" y parece incrementarse con la longitud del ODN si bien, la concentración y la química del 

esqueleto también son factores importantes en este aspecto (Lebedeva y Stein, 2001 ). 

Una vez que los ODNs antisentido han sido seleccionados, considerando todos los aspectos 

anteriores, deben realizarse experimentos in vitro para demostrar su eficacia, verificar la especificidad 

de los efectos y seleccionar los más potentes para los experimentos en animales (Peng Ho y Harting, 

1999). 

Los mecanismos por los cuales una célula es capaz de tomar a los ODNs antisentido están 

pobremente caracterizados; se ha sugerido que su cndocitosis está mediada por proteínas de unión a 

ácidos nucleicos (Neumann, 1997). Una de las metas principales en el desarrollo de esta tecnología es 

por tanto, delinear la distribución y comportamiento farmacocinético del ODN, así como desarrollar los 

medios más efectivos para la administración de la molécula al citoplasma de las neuronas o de cualquier 

tipo celular in vivo (Landgraf, et al, 1997) considerando que los ODNs no tienen la misma eficiencia de 

entrada en todos los tipos celulares. Para el tratamiento de las células en cultivo se hace necesario el 

empico de lípidos catiónicos, y otros reactivos de transfección comerciales (Braasch y Corcy, 2002). 

El uso de los controles apropiados es uno de los princiaples aspectos de la técnica de antisentido. 

Así, para poder distinguir los efectos tóxicos de los específicos, el requerimiento mínimo es tener 

21 



grupos tratados con el vehículo (o agente transfcctantc) y con un ODN de secuencia aleatoria (Landgraf, 

el al, 1997). Otros de los ODNs control más socorridos son los que tienen la secuencia sentido, que 

resultan muy sencillos de diseñar y tienen la ventaja, al igual que los aleatorios, de conservar la misma 

composición de bases que el ODN antisentido. 

Un control biológico importante es el medir, en el mismo grupo de células tratadas con el 

antisentido, alguna otra proteína o su RNAm, siempre y cuando exista alguna relación química o 

biológica con la molécula que se intenta disminuir (Landgraf, et al, 1997). La aplicación del conjunto de 

estos controles permite que los efectos reportados sean más convincentes (Landgraf, el al, 1997). 

En teoría, los efectos máximos de un ODN antisentido se logran después de un tratamiento por 

un tiempo tres veces mayor que la vida media de la proteína, y en general, los receptores con 7 

dominios transmembranales como los de la TRH, tienen una vida media de 2 hasta 8 días (Peng Ho y 

Harting, 1999). En particular, en las células de la línea GI-13, la vida media del TRH Rl es de 

aproximadamente 12 horas, mientras que en ovocitos de Xenopus transfectados con este mRNA, de 3 

horas (Oran, el al, 1 987). Esto se desconoce para los dos receptores in vivo. 

Finalmente, cabe mencionar que ya se ha reportado la aplicación de ODNs antisentido en 

moléculas involucradas en la transmisión TRHérgica, algunos de estos reportes son resumidos en la 

tabla siguente: 

Blanco TipoODN Control Efecto Observaciones 

Fosforotionado 

complementario a Previene el efecto estimulatorio del TRH en el 

las primeras 18 Mismatch vaciado del intestino y el efecto del frío en la 
Aplicado 

intracistemalmente 
rrRH Rl bases después del (con 4 estimulación del mismo fenómeno. Esto es 

(Martínez, el al, 
AUG. errores) mediado por las vías colinérgicas vagales. 

(5' GAC GGT TTC El ODN control no tiene efectos. 
1998). 

ATT CTC CAT 3') 

En respuesta al frío, el ODN antisentido contra 

el TRl-1 R 1 no altera la inducción de cFos en el 

NPV, el núcleo supra óptico, ni en varios 
El mismo que en El mismo que Reportado en 

núcleos medulares. 
íRH Rl Martínez, el al, en Martínez, 

El control induce una disminución de cFos en 
Martínez, el al, 

(1998). el al, ( 1998). 
el área postrema y el núcleo motor del vago, lo 

2001). 

que explican como efecto de la variabilidad 

biológica y del pequeño tamatio de la muestra. 
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rrRH 

ITRH 

Fosforotionado 

dirigido contra una 

región de 23 bases 

(de la 20 a la 42) 

después del codón 

de inicio (5' AAC 

CAA GGT ccc 
GGC ATC CTG GA 

3'). 

RNAm antisentido 

de la preproTRH, 

producido por 

transfección estable 

de células en cultivo 

con un adenovirus. 

Sentido 

Adenovirus 

expresando a 

la 

galactosidasa. 

La inyección intracerebroventricular del ODN 

reduce el contenido de TRH dienceíálico y la 

presión sanguinea cistólica, además de una 

reducción de la angiotensina 11 dienceíálica 

El control no tiene efecto. 

Disminución del 90o/o en la producción 

de la TRH. cambios en la morfología neuronal 

después de 14 días de la transfección. Se 

(García, 

2001) 

et al, 

El efecto 

morfológico 

es parcialmente 

revertido por la 

supone que la ausencia del péptido produce administración de 

muerte neuronal. TRI 1 cxógena. 

(Luo, et al, 2001) 
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JUSTIFICACIÓN 

El papel de la TRH extra hipotalámica ha comenzado a elucidarse con la inyección de análogos 

sintéticos resistentes a la degradación o con concentraciones muy altas del péptido natural, sin embargo, 

las funciones endógenas de la hormona aún no son claras. La participación de las neuronas TRHérgicas 

en el sistema límbico se infiere de cambios observados en el metabolismo de la TRH en distintas 

regiones que dependen del paradigma en estudio. Por ejemplo, en el modelo de ansiedad los niveles de 

la TRH y su RNAm cambian en amígdala, mientras que en el laberinto de agua (aprendizaje y memoria) 

en hipocampo. 

Para definir cómo participa la TRH en estas conductas se requeriría poder anular su efecto 

utilizando, por ejemplo, antagonistas específicos para los receptores; éstos no existen y su desarrollo es 

complejo, estando fuera del alcance económico de muchos laboratorios. En su lugar, las herramientas de 

la biología molecular permiten el diseño de drogas (oligodeoxinucleótidos) que reducen, 

selectivamente, la expresión de proteínas permitiendo obtener información relevante sobre la función. 

En comparación a la construcción de transgénicos, los ODNs antisentido, aunque no puedan ser 

usados en estudios de sobreexpresión, presentan las ventajas de ser efectivos para cualquier especie, su 

aplicación y efecto son tejido específicos, muestran reversibilidad de la disminución de la proteína 

blanco, su desarrollo tiene un costo relativamente bajo y un uso terapéutico potencial (Landgrar, et al, 

1997, Leslie, et al 1999). Si bien presentan algunas desventajas como la disminución incompleta de la 

proteína blanco, efectos independientes de la secuencia, problemas de administración al sistema 

nervioso central y cierta toxicidad asociada a los ODNs fosforotionados, estos problemas no parecen ser 

generales, y las optimizaciones in vi/ro, además de la utilización de los controles adecuados, permiten la 

selección de los oligodeoxinucleótidos más específicos y eficientes. 
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OBJETIVOS 

• GENERAL 

El propósito de este proyecto es optimizar in vitro un método basado en el empleo de ODNs 

antisentido que permita, posteriormente, interferir con la transmisión TRHérgica en un sitio preciso del 

sistema límbico en el cerebro de la rata adulta. 

• PARTICULARES 

• Diseño de 3 ODNs antisentido para cada uno de los RNA mensajeros blanco: el de la 

preproTRH y los de sus dos receptores (TRH Rl y R2), mediante el método publicado por 

Patzel, et al ( 1 999). 

• Selección del ODN antisentido más efectivo en la disminución inducida del RNA n1ensajero del 

TRH Rl en el sistema de cultivo de células de la pituitaria anterior de ratas hembra adultas 

• Determinación de la especificidad del efecto antisentido por medición de RNA mensajeros 

distintos (controles internos) y por el uso de ODNs sentido y/o de secuencia aleatoria. 

• Comparar la potencia del efecto antisentido entre los ODN diseñados para el TRH Rl y el ODN 

reportado para el RNAm de este gen (Martínez, et al 1998). 

25 



MATERIALES Y MÉTODOS 

DISEÑO DE LOS OLIGODEOXINUCLEÓTIDOS ANTI SENTIDO 

La estrategia de diseño de los ODN fue Ja siguiente: 

Se obtuvo del banco ele genes del Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI por 

sus siglas en inglés) la secuencia del RNA mensajero, para Jos tres genes de interés de Rattus 

norvegicus. 

Un segmento de 400 nuclcóticlos (ver resultados) del extremo 5' de esas secuencias se copió al 

programa Mfold, el cual modela la estructura secundaria del RNAm, permitiendo identificar Jos 

dominios susceptibles de ser blancos ele las secuencias antisenticlo. Se obtuvieron las 9 conformaciones 

más probables para el mRNA del TRI-J, 16 para el de TRI-! - R 1 y 18 para el de TRJ-1 R2. 

Se buscaron regiones accesibles para los ODNs en y cerca del sitio de inicio de la traducción en 

las conformaciones de mayor y menor energía obtenidas. Estas secuencias fueron comparadas contra el 

banco de genes por medio del algoritmo de alineamiento BLAST (el cual contiene información de 

81.2% del genoma de la rata noruega), en busca de posibles blancos no deseados. Las secuencias que 

presentaron alineamientos problemáticos -fueron sustituidas. 

Después de evaluar que las secuencias de interés no tuvieran regiones ele secuencia semejantes a 

las del resto del genoma secuenciado de Ra1111s norvegicus, los ODNs antisentido seleccionados fueron 

sometidos a un análisis con el programa Oligo v.4.0, para probar su estabilidad en la hibridación con sí 

misn10 y la formación de estructuras ele tipo horquilla. 

Los ODNs seleccionados (de 20 mucleótidos de longitud), más sus controles, fueron sintetizados 

por la compañia Synthetic Gcntics con la modificación de fosforotionado en la secuencia completa de 

los ODNs (San Diego, USA) y purificados u través de 1-IPLC, por la misma compañía. 

CULTIVO PRIMARIO DE CÉLULAS DE PITUITARIA ANTERIOR 

Para los cultivos primarios de adcnohipófisis se emplearon ratas hembra de la cepa Wistar de 80 

a 100 días de edad, mantcnidus en condiciones controladas de luz y alimentadas ad libitwn (Purina rat 

chow). 

El protocolo de cultivo que se siguió es el reportado por Vargas, et al (1994). Después de 

sacrificar a las ratas por decapitación, la pituitaria anterior fue disectada y separada de la neurohipófisis. 

Quince udcnohipl'>lisis fueron colocadas en 3 mi de medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco 
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(DMEM), que contenía 0.3% (p/v) de albúmina sérica bovina (DMEM - BSA), y lavadas 3 veces con el 

misn10. 

Posteriormente, el tejido fue cortado en pedazos con una navaja estéril y lavado otras tres veces 

con DMEM - BSA, después de lo cual el medio fue retirado y los segmentos fueron sometidos a 

disgregación enzimática en una solución de tripsina (5mg/ml) en DMEM - BSA (3ml) por 18 minutos a 

37"C y en agitación. Luego, se añadieron 12 µg de DNasa disueltos en 4.5ml de DMEM - BSA, y la 

incubación continuó por 2 minutos más en las mismas condiciones. Transcurridos los 2 minutos finales, 

la solución conteniendo a la tripsina y la DNasa fue retirada, se adicionaron 2 ml de DMEM - BSA con 

1.5 mg de inhibidor de tripsina y se incubó por 8 minutos a 37"C en agitación. El inhibidor fue retirado 

y, por 8 minutos, se incubó al tejido a 37"C en agitación en 6 mi de DMEM libre de calcio y magnesio, 

con 2mM de EDT A. Nuevamente, el sobrenadan te fue retirado y se adicionaron 6 mi de DMEM, ahora 

con solo 1 mM de EDT A, incubándose a 37°C por 15 min. 

Para la dispersión mecánica, las células fueron lavadas tres veces con 3 mi de solución C [NaCI 

(l.7gr/l), KCI (0.1 gr/I), NaH2P04 (0.035gr/I), glucosa (0.25gr/I), NaHC03 (0.55gr/I), BSA (0.28% 

[p/v]), antibiótico antimicótico (0.25% [v/v]) y rojo de fcnol (2.5mg/I)] y pasadas a través de pipetas 

Pasteur con 4 puntas de distintos diámetros. Las células fueron colocadas en 25 mi de DMEM - BSA 

con 2.7µg/ml de DNasa y centrifugadas a 200 g por 10 minutos a temperatura ambiente. La pastilla con 

las células fue resuspendida en 15 mi de DMEM suplementado (suero bovino fetal al 10%, vitaminas 

1.1 % [v/v], penicilina 50U/ml, estreptomicina 50µg/ml, fungosina l 25ng/ml, glutamina 2mM, y glucosa 

l 4mM) y las células fueron contadas, a través de un hematocitómetro, obteniéndose el número total de 

células mediante la siguiente fórmula: 

número de células/µI = (número de células vivas) (factor de dilución) (K) / número de cuadros 

contados; donde el factor de dilución es 2, K es 4000 y el número de cuadros es 800. 

Una vez contadas, las células fueron sembradas a una densidad de 1.1x106 en pozos de 16 mm 

de diámetro y a O. l 8x 106 en pozos de 6.4 mm (en este caso el DMEM contenía la glucosa, las 

vitaminas, la glutamina, la estreptomicina, la fungosina y la penicilina en las concentraciones 

mencionadas). 

Las células sembradas en pozos de 16 mm fueron mantenidas 3 días en cultivo a 37°C en una 

atmósfera saturada con agua al 95% de oxígeno y 5% de C02 • Al tercer día se les hizo cambio de medio 

y se les dejó pcr un día más; al quinto se realizó la transfección. Las células sembradas en pozos de 6.4 
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mn1 se mantuvieron por 24 horas in vitro, después de lo cual fueron tratadas con los ODNs sin 

transfectante. 

TRANSFECCIONES 

Para la aplicación de los ODNs antisentido para el TRH Rl a células adenohipofisiarias en 

cultivo, se empleó como transfectante al FuGENE6™ (Roche). Este reactivo se almacena a -20ºC, por 

lo que se recomienda calentarlo a temperatura ambiente 1 O a 15 1ninutos antes de su uso, además de 

mezclarlo por vórtex. Todo el proceso se realizó en condiciones estériles, dentro de una campana de 

flujo horizontal. 

El protocolo general de transfección (Hellgren, et al, 2000) es el siguiente: se emplearon 12 µ1 

del reactivo de transfccción para el tratamiento de l. 1x106 células ele adenohipófisis sembradas en 

pozos de 16 mm de diámetro, mantenidas 4 días in vi/ro. Con esa densidad celular, los 12 µl de 

FuGEN6 fueron disueltos en 93 µI ele DMEM (suplementado con vitaminas 1.1 %[v/v), glutamina 2mM 

y glucosa 14 mM) y agitados suavemente por vórtex. A esta mezcla se le añadió la cantidad de DNA 

necesaria para tener las concentraciones deseadas de cada ODN antisentido y se incubó a temperatura 

ambiente por 20 minutos. Posteriormente, los ODNs más el FuGENE fueron adicionados a las células 

en cultivo que fueron previamente lavadas con PBS (KCl 2.68mM, KI-hP0-1 1.44mM, NaCI 138.89mM 

y Na2HP0-1 8.06 mM) y se adicionó el volumen restante de DMEM para completar 0.5 mi de volumen 

final. Lns células füeron mantenidas con el ODN y el transfectante por 4 horas a 37°C, transcurridas las 

cuales el medio con el transfectante fue retirado y se añadió 1 mi del medio con el que fueron 

se111bradas. 

EXTRACCIÓN DE RNA TOTAL (Chomczynski y Sacchi, 1987) 

Las células en cultivo se lavan con PBS o solución de Hank, sobre hielo (4ºC) y se homogenizan 

en 400 µl de solución D (4M tioeianato de guanidina, 0.5% de sarcosil, 1 M 13 -mercaptoetanol, 0.026M 

citrato de sodio pH 7.2). El homogenizado es puesto en un tubo de mierocentrífuga, se le añaden 40 µl 

de acetato de sodio 2M pl-I 4.0, se agita por vórtex y se le adiciona 1 µ1 de RNA de transferencia 

(lmg/ml). 

La mezcla es mantenida a 4ºC y se agregan 400 µl de fenol saturado con agua, para 

postcriorn1cntc agitarlo vigorosamente. A lo anterior se le agregan 80 µI de cloroformo - alcohol 

28 



isoamílico (49:1) y se agita durante l minuto. Después, se deja reposando en hielo (4ºC) por 15 

minutos, para más tarde centrifugar (también a 4ºC) por 17 minutos a 14500 g. 

Se toma el sobrenadantc y se mezcla, siempre a 4 ºC, con 450 µI de isopropanol. A partir de aquí 

se siguieron 2 formas de precipitación del RNA; la primera consistió en mantener la mezcla por 7 

segundos en nitrógeno líquido, procediendo a una centrifugación a 4ºC a 14500 g por 17 minutos. El 

sobrenadante es desechado y la pastilla es lavada con etanol frío al 70%. Después, se centrifuga 

nuevamente a 4ºC, a 14500g por 15 minutos. Finalmente, el sobrenadantc es desechado, el sedimento se 

deja secando a temperatura ambiente entre 5 y 1 O minutos y el RNA se resuspende en 13 µl de agua 

DEPC (esta forma de extracción se usó cuando se partió de 0.36x l 06 células de adenohipófisis). 

La segunda forma de precipitación consiste en centrifugar, con el isopropanol, a 4ºC a 14500 g 

por 22 minutos, se desecha el sobrenadante y se resuspende el sedimento en 300 j..tl de isopropanol y 

300 µl de solución D. Esta mezcla se deja incubando a -20ºC toda la noche. Al día siguiente se 

centrifuga a 4ºC a 14500 g por 22 minutos, y al sedimento resultante se le añaden 400 µI de etanol frío 

al 70%, se agita y se centrifuga nuevamente en las mismas condiciones pero sólo por 15 minutos. 

Transcurrido el tiempo de centrifugación, la pastilla es secada igual que en la primer forma de 

precipitación y resuspendida en el mismo volumen de agua DEPC. 

CUANTIFICACIÓN DEL RNA 

Se toma 1 µ1 del RNA resuspendido y se disuelve en 99 µ1 de agua estéril grado de cultivo. Esta 

solución es colocada en una celda de cuarzo de 1 mi y se mide la densidad óptica de la solución con luz 

ultravioleta a 260nm. La concentración del RNA se calcula mediante la fónnula: 

RT-PCR 

(densidad óptica) (factor de dilución) (40) 

1000 

Del RNA extraído y cuantificado, se toma 1 µg para la transcripción reversa. El RNA se lleva a 

un volumen final de 12 µl con agua DEPC y, por separado, se prepara la mezcla de reacción: 8. 9 µl de 

agua DEPC, 6 µl de buffer de transcripción 5X, 3 µI de DTT (0.1 M), 0.6 µl de solución de 

desoxiribonucleótidos (IOmM), l pi de solución de oligodcóxinuclcótido de timinas (0.5µM) y 0.5µ1 de 

la enzima transcriptasa reversa (200 U/j..tl). 
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Antes de agregarle la mezcla de reacción, el RNA se somete por 5 minutos a 65ºC y luego se 

coloca otros 5 minutos en hielo, para después añadirle la mezcla de reacción (20µ1), centrifugarlo e 

incubarlo a 3 7° por 2 horas en flotación. 

Por reacción en cadena de la polimcrasa (PCR) se amplificaron los siguientes DNAc en las 

condiciones que para cada uno se describen: 

Para el del TRl-1 R 1 se diseñaron los oligos sentido 

(5' ACC CA G AGAAGC AG G CAGA GTG AC A3 ') y anti sentido 

(5'GA TCCGCCACAGCCAGACTCACCAG3 ') de forma que generen un producto de 350 nucleótidos 

de longitud y se optimizaron las condiciones de amplificación: 3µ1 de DNAc y una concentración final 

de los oligonucleótidos de 2 ng/µl; se hace una desnaturalización inicial a 94ºC por 2 minutos, luego 30 

ciclos de 1 minuto de desnaturalización a 94°C, 1 minuto de hibridación (alineamiento) a 58ºC y 2 

minutos de amplificación a 72ºC. Se da una extensión final de 15 minutos a 72ºC. 

Estas mismas condiciones también funcionan para la amplificación de 984 bases del DNAc de la 

gliceraldehído 3 - fosfato deshidrogenasa (G3PDl-I), la cual se utiliza como control interno. Los 

oligodcoxinucleótidos para este último DNAc se emplean a una concentración final de 0.3ng/µI 

(sentido, 5 'TGA AG GTCG GTGTCAACG G A TTT G GC 3'; anti sentido, 

5'CA TGT AGGCCA TGAGGTCCACCAC3 '). 

Además, se amplificó otro control interno, la ciclofilina (Mullcr, et al, 1998), para la cual se 

emplea 1 µl de DN Ac y los o 1 igodcoxi nuc leótidos siguientes: sentido 

5'GGGGAGAAAGGATTTGGATA3' y antiscntido 5'ACATGATTGCCATCCAGCA3', a una 

concentración final de 1 pmol/~tl. Las condiciones de PCR son 94ºC por 30 segundos, 57°C por 30 

segundos y 72ºC por 1 minuto; lo anterior se repite por 25 ciclos y se da una extensión final de 5 

minutos a 72ºC, lo que produce una banda de 348nt.. 

También se adoptó como control de especificidad para las células de la pituitaria anterior, al 

receptor 1 de la hormona liberadora de corticotropina (CRH R 1) (Baigent y Lowry, 2000). Para éste se 

emplea lµl de DNAc, y los siguientes oligodeoxinucleótidos a una concentración final 0.5~tM: sentido 

5'TCCACTACATCTGAGACCATTCAGTACA3', anti sentido 

5'TCCTGCCACCGGCGCCACCTCTfCCGGA3'. Las condiciones de PCR son: desnaturalización a 

95ºC por 5 minutos, 40 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 1 minuto a 63ºC y 2 minutos a 72ºC, una 

extensión final e 8 minutos a 72°C. 
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Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo con la siguiente mezcla: agua DEPC (volumen 

variable de acuerdo a la cantidad de DNAc, requiriéndose completar 39 µI), 5µ1 de buffer 1 OX, 2.5µ1 

MgCl2 30mM, 1 µl de deoxinucleótidos fosfato 1 OmM, 1 µl de cada uno de los oligonucleótidos sentido 

y antisentido (para quedar a las concentraciones finales requeridas) y 0.5µ1 de Taq polimerasa de DNA 

5 U/µl. Las PCRs se llevaron a cabo en el Robocycler (Stratagen) o en el Mastercycler (Ependorff). De 

los productos de PCR se tomaron 1 O µl y se sometieron a electroforesis en gel de agarosa (3%) por 

aproximadamente 40 minutos a 100 volts. El gel se tiñó con bromuro de etidio y se analizó en un 

multianalizador de imágenes (Fluor-S Multilmager). La migración de los productos de la PCR se 

comparó con Ja de marcadores de peso molecular en el rango de 2176-154 nt. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Las diferencias entre los tratamientos y sus respectivos controles fueron determinadas a través 

del análisis de varianza (ANOV A) de una vía; en Jos casos donde la p resultó significativa (p<0.05) se 

realizó la prueba Post-Hoc de Duncan en la que una p<0.05 fue considerada significativa. Los datos 

analizados son una media de tres o cuatro platos por experimento. 
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RESULTADOS 

DISEÑO DE LOS ODNs ANTISENTIDO 

La estructura de los RNAm de los tres genes cuya expresión se desea reducir específicamente, 

fue analizada 111ediante una serie de predicciones teóricas de estructura secundaria, obtenidas mediante 

el programa "if<1ld, para determinar los motivos estructurales accesibles para hibridación con los ODNs 

antisentido (Patzel, et al, 1999). Se obtuvieron las secuencias de los RNA mensajeros de la preproTRH 

(Lec han, et al, 1 986), el TRH R 1 (de la Peña, et al, 1992) y el TRH R2 (Cao, et al, 1998) de la rata 

albina (Rallus norvegicus) localizadas en el banco de genes del NCBI. El número de acceso de estas 

secuencias es: NM 013016 para el mensajero de la preproTRH (corresponde a un segmento de 768 

nucleótidos (nt), que comprende al marco abierto de lectura completo para la preprohormona, 

ubicándose el codón de inicio de la traducción en la posición 1 y el de paro en la posición 768). NM 

01347 para el RNAm del TRH RI (3279 nt de longitud, con el AUG en la posición 268 y el codón de 

término de la traducción en el 1 506). AF 091 715 para el TRH R2 (abarca 1641 nt, siendo 362 y 1420 

las posiciones límite del marco abierto de lectura). 

Para la predicción de las estructuras secundarias sólo se ocuparon 400 nt de cada secuencia: 1 -

400 de la prcproTRH, 1 - 400 del TRH Rl y 301 - 700 del TRH R2, correpondientes a la sección que 

codifica para el N terminal de las proteínas, más un segmento 5' no traducido en el caso de los 

receptores. Estas secuencias se sometieron a modelación de estructura secundaria a través del algoritmo 

m.fiJld. El algoritmo predijo 9 estructuras cncrgéticamcnte favorables para el segmento del RNArn de la 

preproTRI-1 (Figura 1 ), 16 para el mensajero del TRI-1 R 1 (Figura 2) y 18 para el del TRH R2 (Figura 3). 

En cada una de las estructuras predichas se buscaron dos secuencias que presentaran motivos de los que 

parecen ser accesibles para la hibridación con ODNs cercanas al sitio de inició de la traducción, y que 

mantuviesen su estructura n1ás o menos conservada en todas las predicciones energéticamcnte 

favorables generadas por el altgoritmo (Patzel, et al, 1999) (Figuras 1 a 3). Se escogió además, para 

cada gen, una secuencia que abarcara al sitio de inicio de la traducción ya que muchos trabajos lo 

empican consistentemente para inducir, por medio de ODNs antisentido, una potente inhibición en la 

expresión génica (Landgrat: et al. 1997). Las secuencias seleccionadas son de 20 nt de longitud. En 

total, para cada gen se tenían 2 regiones factibles de hibridación antisentido y una en el inicio de la 

traducción si bien, 3 parece ser una muestra muy reducida como para obtener una secuencia que en la 

práctica resultara accesible, el hecho de haber elegido dos de ellas con base en los resultados de mfold, 

incrementa la probabilidad de encontrar una adecuada para el objetivo del proyecto (Patzel, et al, 1999). 
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Las secuencias de los blancos elegidas son las siguientes: 

• para la preproTRl-1: 

• 5' AUG CCG GUA CCU UGG UUG CU 3' (1 - 20) 

• 5' GAU CUU CAC CCU AAC UGG UA 3' (36- 55) 

• 5' GAA UCC UGC GCC UUG CCG GA 3' (61 - 80) 

• para el TRH Rl: 

• 5' GCC ACU GAA GAU GGA GAA UG 3' (258 -277) 

• 5' AAA CCG UCA GUG AAC UGA AC 3' (278 - 297) 

• 5' AAA CCG AGC ucc cae cae AA 3' (299 - 318) 

• para el TRH R2: 

• 5' CAC CAG CAA GAU GGA UGG ce 3' (352-471) 

• 5' GUA AUG UCU CGC UCA UUC AC 3' (375 - 394) 

• 5' CAA GGU GGU cuc AGU cuu ce 3' (424 -443). 

Con el objeto de reducir la posibilidad de que las secuencias escogidas no fuesen exclusivas a 

los genes de interés, se empleó la herramienta básica de alineamiento local (BLAST) mediante la cual 

se buscó en todo el banco de genes (en el cual está incluido el 81.2% del genoma de la rata noruega) a 

aquéllos con segmentos idénticos a los preseleccionados, y que pudieran afectarse en el proceso de 

tratamiento con un ODN antisentido ya que no se requiere la hibridación completa de un ODN para 

inducir la actividad de la RNasa 1-1 y generar rompimientos "irrelevantes" (Lebadeva y Stein, 2002). Los 

resultados obtenidos fueron positivos para todas las secuencias, excepto para la número 3 del TRH Rl 

la cual tenía una región de 15 nt de identidad con el RNAm del sindecano 1 (proteína núcleo del 

proteoglicano heparán sulfato), por lo que fue descartada. 

Los alineamientos obtenidos a través del BLAST para la secuencias complementarias a los 9 

ODNs definitivos (cuya secuencia se anota en la siguiente página) se resumen a continuación: 

• TRH-1: 20 alineamientos significativos, 5 de ellos de rata (del gene de la TRH). 

• TRI-1-2:35 alineamientos significativos, 5 de rata (del gene de la TRH). 

• TRH-3: 32 alineamientos significativos, 5 de rata (del gene de la TRH). 

• TRI-IRl-1: 153 alineamientos significativos, 5 de rata (del gene del TRI-1 Rl). 

TRHRl-2: 39 alineamientos significativos, 7 de rata (del gene del TRH RI). 

TRHR 1-3: 16 alineamientos significativos, 7 de rata (del gene del TRH R 1 ). 
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TRHR2-l: 147 alineamientos significativos, 3 de rata (del gene del TRH R2). 

• TRHRl-2: 29 alineamientos significativos, 3 de rata (del gene del TRI-1 R2). 

• TRHRl-3: 80 alineamientos significativos, 3 de rata (del gene del TRH R2). 

Los alineamientos con genes de rata se presentan en el anexo 1. 

Para el resto de las preselecciones se prosiguió el proceso de evaluación cuyo paso siguiente es 

la obtención de la secuencia antiscntido complementaria y su análisis, a través del programa Oligo 

v.4.0, para indagar la posible formación de estructuras secundarias en los ODNs por auto 

complementariedad o por la presencia de palíndromes. Los datos que produjo el programa fueron 

satisfactorios para todos los ODNs, _menos para el complementario a la tercer secuencia de la 

preproTRI-1, éste fue descartado. Se buscaron alternativas para las dos secuencias descartadas (los 

resultados del BLAST y del programa Oligo v.4.0 para las secuencias finales seleccionadas, incluyendo 

las dos que sustituyen a las eliminadas, se muestran en los anexos 1 y 2 respectivamente). 

Finalmente, todas las secuencias de los ODNs seleccionados fueron sintetizadas por la compañía 

Synthetic Oenetics con un esqueleto de DNA modificado mediante la sustitución de uno de los oxígenos 

del grupo fosfato que no participa en el enlace fosfodiéster, por un áton10 de azufre (fosforotionados); 

ésto reduce la degradación por nucleasas e incrementa la activación de la RNasa I-1 al formarse el 

heterodúplex con el RNA mensajero si bien, se presenta una reducción en la afinidad de unión 

comparado a los ODNs con esqueleto fosfodiéster (Lok, et al, 2002). 

Secuencias de los ODNs antiscntido seleccionadas para cada RNAm: 

• preproTRH (Figura 1 ): 

• 5' AOC AAC CAA OOT CCC GGC AT 3' (TRI-1- 1) 

• 5' TAC CAG TTA 000 TOA AGA TO 3' (TRH - 2) 

• 5' CAC AJ\G AAT COA CGT TCT GG 3' (TRH-3) 

• TRH R 1 (Figura 2): 

• 5' CAT TCT CCA TCT TCA OTO OC 3' (TRHRl - 1) 

• 5' OTT CAG TTO ACT GAC GGT TT 3' (TRl-IRl - 2) 

• 5' CGG CTA CTT GCG GCG GGA OC 3' (TRHRl -3) 

• TRH R2 (Figura 3): 

• 5' GGC CJ\T CCA TCT TGC TOO TO 3' (TRHR2 - 1) 

• 5' OTO AAT GAG COA GAC ATT AC 3' (TRHR2 - 2) 

• 5' GGA AOA ero AOA CCA CCT TO 3 (TRHR2 - 3) 
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Se ha reportado el uso de un ODN de 18 nt de longitud complementario a las primeras 18 bases 

del marco abierto de lectura del RNAm del TRH Rl (Martínez, et al. 1998; 2001 ), que se empleó para 

comparar su potencia relativa con la de los diseños realizados para el TRI-1 Rl. La secuencia de este 

ODN es la siguiente (Figura 2): 

5' OAC OOT TTC ATT CTC CAT 3' (TRI-IRl - 4). 

Finalmente, antes de iniciar los ensayos in vitro para los ODNs fue necesario escoger un control 

de especificidad del efecto de los antisentido; para cada gen se utilizó un ODN control correspondiente 

a la secuencia sentido de los ODN s con la etiqueta "- 1" (TRH - l, TRHR 1-1 y TRHR2-1 ): 

5' ATO eco OOA CCT TOO TTO CT 3' (STRI-1) 

5' OCC ACT OAA GAT GGA OAA TO 3' (STRI-IRl) 

5' CAC CAO CAA GAT GOA TOG ce 3' (STRI-IR2). 

El uso de controles sentido cuenta con la ventaja de su facilidad de diseño, además de que 

conserva una composición y distribución de bases similar a la del antisentido (Landgraf, et al, 1997). 

ENSAYOS CON LOS ODNs DEL TRI-1 R 1 

Los ODNs antisentido del TRH Rl se probaron en células adehipofisiarias en cultivo primario, 

donde se expresa una gran cantidad de este receptor, midiéndose los efectos de cada ODN mediante RT 

PCR (ver Materiales y Método). En general, las células se mantuvieron en cultivo por 4 días, siendo 

transfectadas con los ODNs al quinto (usando el reactivo FuOENE6). y cosechadas a los tiempos 

específicos de cada experimento (postransfección). Las transfecciones se hicieron en forma escalonada 

para poder cosechar al mismo tiempo todas las células después de transcurridos los lapsos 

postransfección. 

La primer prueba antisentido consistió en la aplicación de los cuatro ODNs a las concentraciones 

de 1 ~LM, 2µM, SµM y 1 OµM (Figura 4), evaluando el efecto a las 12 horas postransfección. El ODN 

TRI-IR 1-1 mostró, desde la concentración más baja ( 1 µM), un efecto muy marcado en la reducción de 

los niveles de RNAm del Rl, disminuyéndolo un 61%, semejante al efecto de doble dosis (2µM), 

(Figura 4A). 
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39 

.-.- ;· 



1~~ .... 11.-. ............. , , ........ ..._.._, , ..... _.....~11_.......,. .. , I .. j984nt 

1 ;,~C;·~::(~11~~i~r~¿~~~7~:(~~.~;l I":~\· ;~1'.~~:~11·~·· '''.~.. "' :.11~:~:~11aj(;, l 3so nt 
IJtM 2J1M 5JtM lptvt 2µ~1 5pM l<>JtM IJlfvt 2µM SµM lpM 2JtM SµM 2JtM 5µM IOµM sn·rntamic::nlo 

TRllRl-1 TRHRl-2 TRHRl-3 TRllRl-t STRllRI 

Figuru 5. Electrofon~sis en gel ele los protl11ctns de RT-PCR ele los 1rau1111ie1110.\' a11tise11tido. La figura 111ucstra los scgrncntos mnplificndos 

de los RNJ\m de la GJPDll (984 ni) y del TRll RI (350 ni) de los tratamientos de la t1gura 5. La dosis y el ODN empleado están 

indicados debajo de cada carril. Los productos del RT-PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al J'l-~. teñidos con 

bromuro de etidio y escaneados mediante el f'luor-S Manager. 

La dosis más alta mostrada para este ODN es Sµivl, cuyo efecto es, paradójicamente, menor que 

las concentraciones más bajas (solo 47% de inhibición, figura 4A) (dado el bajo número repeticiones, 

los datos pudieran ser artificiosos). Cabe señalar que el control de STRHRI correspondiente a esta dosis 

mostró una inhibición marcada, de 20%, en comparación al control absoluto (células sin tratamiento 

alguno) (Figura 4A) o de 35% en relación a la dosis menor (lµM) del mismo ODN sentido (no 

mostrado). por Jo que el efecto de cualquier ODN a esta dosis comparado con el STRHRl apareció 

menos potente (Figura 413), que si normalizamos todos Jos datos con respecto al control sin tratamiento 

(Figuras 4A). 

El ODN TRHR 1-4 es el que tuvo el efecto más marcado en Ja reducción de los niveles de 

mensajero del TRI-1 Rl desde la concentración más baja, donde Ja expresión es de solo 26.9% con 

respecto al control sin tratamiento (Figura 4A). Este efecto es similar al de 2~tM, en Ja que el RNAm 

está a 20.14% del mismo control y a SµM (22.3% del control sin tratamiento, figura 4A). 

Los ODNs TRI-IRl-2 y -3 produjeron disminuciones menos marcat.las. Sin embargo, el 

TRHRJ-2 presentó, comparado al control sin tratamiento, una clara curva de dosis-respuesta ya que a 

1 µM sólo redujo la expresión en un 13%, mientras que a 2µM un 41 %, a 5~LM 64% y a 1 OµM el efecto 

fue de 69% (Figura 4A), lo cual no se aprecia compararado al STRI-IR 1 a 1 OµM (Figura 4B), pues en 

este caso, tal como se mencionó antes, los niveles del RNJ\m del R 1 también estaban reducidos. 

En la figura 5 se muestra la fotografía del gel de la electroforesis por medio del cual se analizó el 

efecto de Jos ODNs antisentido. La imagen nos permite apreciar que Ja G3PDH se mantiene más o 

menos constante a lo largo de Jos tratamientos. por lo que las variaciones que resultan al obtener el 

cociente TRII Rl / G3PDII son el resultado de efectos sobre el RNA mensajero del RI, y no de un 

efecto generalizado que podría estarse manifestando también sobre el RNAm de Ja G3PDH. 
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Del experimento anterior se desprendió que los ODNs con mejor efecto antisentido son el 

TRI-IRI-1 y el TRHR 1-4. Para verificar que las respuestas observadas fuesen reproducibles, se decidió 

probar el efecto de estos ODNs a una concentración de 2µM en un experimento con tres platos por 

tratamiento. Además, para la elección del ODN más efectivo, resultaba fundamental averiguar cuál era 

la cinética del efecto antisentido para cada uno, por lo que se midieron los niveles del RNAm del R 1 a 

1, 3, 6, 12 y 24 horas postransfección (Figura 6). Estos tratamientos mostraron que el ODN TRI-IR 1-4 

(Martinez, et al, 1998; 2001) mantiene reducidos los niveles del RNAm del Rl desde la primer hora 

postransfección (35.5% del control absoluto) hasta las 12 horas (20.18±19.4% del control absoluto), de 

:forma consistente con el primer experimento, y que resultó ser el momento en el que tiene el efecto 

antisentido más importante (80.8% de reducción) (Figura 6B). La disminución fue paulatina entre las 

mediciones de 1 y 12 horas, siendo 67.5% a las 3 y 75.2% a las 6 horas, para posteriormente mostrar 

una recuperación parcial en la cantidad de RNAm a las 24 horas (65.8±12.2% del control); si bien cierta 

inhibición aún estaba presente (38%) (Figura 6B); el ANOV A para este grupo de tratamientos más los 

grupos STRHRI y sin tratamiento resulto significativa (p<0.05) y el análisis por medio de la prueba de 

Duncan reveló cuales fueron las comparaciones significativas entre los grupos. Los tratamientos a las 3, 

6 y 12 horas resultaron estadísiticamente diferentes de los grupos control (STRHRI y sin tratamiento), 

sin que entre ellos exista diferencia, por lo que la disminución se mantiene igual hasta las 12 horas de 

tratamiento con el TRHRI-4 (Figura 6B). 

El ODN TRHRl-1 mostró un efecto menor que el TRHRl-4 a la primera y tercera horas 

postransfección (71.2±13.7 y 76.4% del control sin tratamiento, respectivarnente) y una repentina 

reducción en el RNAm, de gran potencia, a las 6 horas (16.05±8.6°/o del grupo sin tratamiento), con una 

fuerte recuperación a las 12 horas ( 1O1.2%). El elCcto del tratamiento a las 6 horas es el único que 

resultó estadisticamente diferente de los controles y de los grupos de 1 y 12 horas (Figura 6A), aunque 

resulta contradictorio con los resultados del primer experimento; sin embargo, en este último punto, la 

variabilidad del efecto es alta (Figura 6A), y los tratamientos en el experimento 1 eran pocos como para 

poder concluir acerca del efecto de los ODNs a las 12 horas postransfección. A pesar de estas 

inconveniencias, es notorio que la reducción mostrada por el ODN TRHRl - la las 6 horas, es de la 

dimensión que muestra el TRHR 1 - 4 (Figura 6A). Al igual que en experimento anterior, todos los 

cambios en el cociente TRH Rl/ G3PDII se deben a un efecto sobre los niveles del Rl, tal como se 

puede apreciar en la figura 9. 
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Con la idea de eonlirmar la cinéticn del cf'ccto antisentido se decidió repetir el expcriemcnto 

anterior. con la salvedad de que el efecto se midió sólo desde las 3 horas y con una dosis mayor de 

ODN (5µM). Aunque en algunos casos de la primer prueba esta concentración había mostrado un efecto 

más pobre que a 1 y 2 µM, esperábamos establecer claramente la cinética del efecto de estos ODNs. Los 

resultados de este experimento se resumen el las figuras 8, 9 y 1 O. 

En la figura 8B se muestra que, en general, el ODN TRHR1-4 produjo el mismo patrón en Ja 

cinética del efecto antisentido sobre el RNAm del R 1, aunque las disminuciones de las 3 hasta las doce 

12 horas fueron, aparentemente, más intensas. Así, a las 3 horas Jos niveles de RNA mensajero del Rl 

son de sólo el 15.9±15.9% en relación al control sin tratamiento (100±5.1%), a las 6 horas se alcanzó 

una disminución total (100%) y a las 12 horas se mostró un ligero incremento del mensajero 

(14.2±7.5%). 

El valor de p para el ANOV A de los tratamientos con el TRHRI-4 resultó menor a 0.05 y Ja 

prueba de Duncan muestra que las diferencias estadisticamente significativas ocurren entre Jos grupos 

de 3, 6 y 12 horas contra el control absoluto (sin tratamiento, figura 88). De la misma forma que en el 

experimento a 2~LM no hubo diferencia entre los grupos de 3 a 12 horas, por lo que la disminución es 

estadísticamente homogenea. El tratamiento a 24 horas mostró un efecto distinto a lo que ocurre con 

2µM pues a pesar de que en ambos ocurrió una recuperación en los niveles de RNAm del R 1, para el 

caso del tratamiento a 5µM se presentaron niveles de mensajero 213o/o más altos que el control absoluto 

(Figura 88). 

Son notables las diferencias en la dinámica del efecto del TRHRl-1 entre Jos tratamientos a 2 y 

5 µM, pues en el último caso mostró (Figura 8A), en concordancia con el experimento l, la mayor 

disminución de los niveles del RNAm del R 1 (para esta cinética particular) a las 12 horas (Figura 8A), 

Jo que pone en duda los resultados, para este ODN, en el segundo experimento (Figuras 6A). Esta 

reducción en Jos niveles de RNAm del R 1 fue de 42±27%, lo cual está lejos de Jo que se logra con el 

TRHRl-4 en cualquiera de las dos concentraciones ensayadas (Figuras 68 y 8B). Los resultados del 

experimento con TRHR 1-1 mostraron una variación grande en todos los puntos medidos, por lo que el 

ANOV A no resultó significativo (Figura 8A). De forma similar a lo que ocurrió con el tratamiento de 

TRHR 1-4, en el del ODN TRHR 1-1 a las 24 horas se presentó un fuerte incremento en los niveles de 

RNAm del R 1 (322%) con respecto al grupo sin tratamiento. 
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Para confirmar la especificidad de estos resultados los RNA mensajeros de la ciclofilina y del 

receptor hipofisiario del CRF (CRF R 1) fueron medidos por. RT - PCR, adicionalmente se muestran las 

cantidades promedio de RNA total para cada tratamiento (Figura 9). Se usaron los controles 

anteriomente mencionados para descartar que las reducciones observadas se debieran a electos 

inespecíficos en el estado general de la célula. La cantidad de RNA de los platos con diferentes 

tratan1ientos fue similar entre todos los grupos, y el análisis de varianza no fue significativo, lo cual 

implica que, en comparación a grupo del control absoluto, los tratamientos con los ODNs 

fosforotionados no produjeron niveles de toxicidad suficientes para provocar muerte celular masiva, lo 

cual se hubiera reflejado en la cantidad de RNA total que se pudiese extrar después de los tratamientos 

(Figura 9A). 

En la gráfica 9B se muestran los niveles del RNAm de la ciclofilina, el cual es un gen de 

expresión constitutiva, en este caso normalizados con respecto a los valores de RNA total (de la figura 

9A). A lo largo de la cinética para ambos ODNs los valores promedio de RNAm de ciclofilina se 

mostraron en y por encima del nivel del control sin tratamiento, sin que estas diferencias (entre los 

grupos y con respecto al control sin tratamiento) resulten estadisticamente significativas después de que 

se analizaron por medio de un ANOV A. Las tendencias al incremento fueron mayores para los grupos 

de TRHR 1-4 a las 6 y 12 horas de tratamiento (68 y 95.8% de incremento) si bien en estos casos se los 

errores estandar son de ±61 y ±84o/o respectivamente (Figura 9B). 

Se midieron los niveles relativos de otro RNAm, el CRF R 1, los cuales fueron normalizados con 

la ciclofilina y se presentan en la figura 9C. Tanto para los tratamientos con TRHRl-1, en los que no se 

produce efecto antisentido estadísticamente significativo sobre el TRH Rl, como en los de TRHRl-4, 

los niveles de CRF Rl son semejantes entre si (sin diferencia estadística estimada a través de ANOVA) 

y con los tratamientos control (STRHR 1 y sin tratamiento). Como en los experimentos descritos 

anteriormente, los datos están expresados como porcentajes del grupo sin tratamiento, en este caso son 

notables algunas tendencias a la disminución en los tratamientos con TRHR 1-1 a las 6, 12 y 24 horas, y 

con TRI-IR 1-4 a las 12 y 24 horas (Figura 9C). Es difícil explicar cómo estas modificaciones puedan 

estar relacionadas con los tratamientos antisentido, aunque no resultaron significativas. 

La figura 1 O muestra los productos de PCR de tratmientos representativos del experimento 

mostrados en la gráfica de la figura 8. De forma semejante a los dos experimentos anteriores, la G3PDH 

se numtiene más o menos pareja a lo largo de la cinética con los dos ODNs, mostrando, junto con los 

otros RNA mensajeros medidos, que le efecto sobre el TRH Rl parece ser específico. 
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Figura 10. Electroforesis en gel de los procl11ctos ele R7CPCR ch• las cél11fos trauulas con /os ODNs TR!IRl-1 y TRHRI-./ a 5µ.\I. La figura 

muestra tratamientos representativos de la cinética de la ligua 8. Los segmenlos amplificados corresponden a los RNAm de la G3PDll 

(984 nt) y del TRI 1 Rl (350 nt). El ODN empicado y el tiempo de tratamiento están indicados debajo de cada carril. Los productos del RT­

PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 3%, tctlidos con bromuro de etidio y escaneados mediante el Fluor-S 

Manager. 

Para confirmar los resultados del primer experimento (Figura 4), acerca de los efectos de los 

ODNs TRHRl-2 y TRHRl-3. además de asegurar que no estuviesen afectando los niveles del 

mensajero del Rl a un tiempo diferente al medido en esta prueba inicial, la cinética del efecto fue 

medida desde las 3 hasta las 24 horas postransfección para estos dos ODNs a una concentración de 5µM 

(Figura 1 1 ). 

Ninguno de los tratamientos mostró reducción alguna en los niveles del RNAm del TRH Rl, de 

hecho, hay varios momentos donde ocurre una tendencia al aumento en la cantidad de este RNA 

mensajero. Así, los grupos a 3 horas para ambos ODNs y el de TRHRl-3 a las 12 horas están 

incrementados alrededor del 100 y 199%, respectivamente, del control de transfección (Figura 1 1 ). El 

ANOV A de este experimento mostró que ninguno de los tratamientos tiene diferencias estadísticamente 

significativas entre si, de lo que resulta que los ODNs TRHR 1-2 y TRI-IR 1-3 carecen del efecto 

antiscntido deseado. 

Después de las pruebas anterior, dos parecían ser los ODNs más efectivos, el TRI-IR 1-1 y el 

TRl-1R1-4, por lo que se decidió probar su efecto cuando son aplicados en combinación al sistema de 

células adenohipofisiarias en cultivo que se había empleado para el resto de los tratamientos descritos. 

Ambos ODNs se transfectaron a una concentración de 5µM en el mismo plato (ya que a esa 

concentración parcían tener el mejor efecto, sobre todo el TRHRl-4), y las cantidades de RNAm del Rl 

fueron medidas a 3, 6, 12 y 24 horas postransfección, tal corno se había hecho para los mismos ODNs 

en experimentos anteriores. 
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Figurn 11. Cinética del efecto ele los ODNs TRlll?l-2 y TRl/Rl-3 sohre los niveles del RNAm del TRI/ RI. Ambos ODNs fueron 

aplicados a una conccntrnción de SµM. y su efecto fue medido a las 3. 6, 12 y 24 horas postrnnsfccción_ Cada punto en la linea representa 

el promedio de tres plmos de un experimento y su error estándar (E.S.M.). Los puntos sin E.S.M. son el promedio de solo dos platos. No 

hay diferencias estadisticamente significativas con respecto ni control por t de Student. 

La figura l 2A muestra los resultados de este tratamiento. Los datos están presentados como 

porcentajes del control de transfccción. También se presenta el efecto del tratamiento con una 

combinación de ODNs cuya secuencia es igual en composición de bases a la de los antisentido, pero en 

orden aleatorio. La cinética del efecto es diferente a cualquiera de las anteriormente descritas para los 

ODNs aplicados independientemente. A las 3 y 6 horas no hay ningún efecto de los ODNs en 

comparación al control de transfccción (85.3±2.3 y 98.4± 1 O.% respectivamente), a las 12 horas ocurre 

una disminución de 39o/o, la cual se acentúa a las 24 horas. donde los niveles de R 1 son tan bajos como 

25.7±3.9%, los dos últimos casos son estadisticamente diferentes al control de transfección y del grupo 

de 6 horas (adicionalmente el grupo de 24 horas resultó estadísticamente diferente de los tratamientos a 

3 horas y del RDMRl-1 + -4). 

La disminución a 24 horas resulta muy semejante a algunas de las más grandes alcanzadas por 

los ODNs aplicados independientemente a la concentración de 2 µM (Figura 6), si bien las del ODN 

TRI-IR 1-4 a una dosis de 5~LM son mayores (í-igura 8), aunque en todos estos casos mencionados el 

efecto se manifiesta desde las 3 hasta las 12 horas. 
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Figura 12. Cinética del efecto de los ODNs a111isentido tle T/U/111-1 más el TRllRI-./ sobre los nil'eles del RNAm del TRI/ RI. Los ODNs 

fueron nplicados a una concentración de 5~tM cada uno, las cl!lulas fueron transfectudus por 4 horas y cosechadas a 3, 6, 12 y 24 horas. A) 

Niveles del RNAm del TRI 1 R 1 normalizados con el RNAm de la ciclolilina y comparados con el valor del control de transfección. Del 

unálisis de varianza del csxpcrimento sc onbtuvo una p<0.05 y la prueba de Duncan reveló que el tratamiento a 24 horas era 

estadisticamcnte diferente del resto de los grupos, además existen diferencias entre los siguientes grupos: 12 horas vs control de 

trnnstección, 12 horas vs 6 horas, 6 horas vs RDMR 1 -1 + -4. RDMR 1-1 + -4 vs control de transfccción. 13) Niveles del RNAm del CRF R 1 

en los mismos tratamientos, normalizados con la ciclolilina y comparados con el mismo control que en A. El ANOVA reveló que este 

grupo de datos no es estadisticamente diferente. En ambas liguras cada punto en In línea representa el promedio de 4 platos de un 

experimento, ±el error estandar (E.S.M.). • = p<0.05 vs control de translccción, & = p<0.05 vs RDMR 1-1 + -4. $ = p<0.05 vs 12 horas, # 

= p0.05 vs 6 horas. •" = p<0.05 vs 3 horns. 
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Pigura 13. E/ectrofiJresis en gel de los productos ele R1~/'CR de las células tratadas con los ODNs TR/IRl-1 + TRl/Rl-./. La ligura 

mucstm tratamientos representativos de In cinética de In figura 12. Los segmentos nmplilicndos corresponden a los RNAm de In G3PDll 

(984 nt), del TRI 1 R 1 (350 nt) y de la eiclofilina (348nt). El ODN empicado y el tiempo de Irntamiento están indicados debajo de cada 

carril. Los productos del RT-PCR fueron separados por ch.:ctrnforcsis en gel de agurnsa al Jo/r>~ teñidos con hromuro de ctidio y escaneados 

mediante el Fluor-S Manager. 

Del tratamiento combinado resalta el efocto producido por los ODNs de secuencia aleatorizada, 

pues el RNAm del R 1 aparece disminuido signi11cativamcntc con respecto al control de transfccción (y 

por ende con respecto al tratamiento a 6 horas) en un 35%, de forma similar a lo que sugerian los 

experimentos iniciales con los ODNs sentido a altas concentraciones. Cabe señalar que este efecto no se 

manifiesta en los tratamientos a 5µM con estos ODNs aplicados por separado. 

En la figura 12B se muestran los niveles de RNAm para el CRF Rl para los mismos 

tratamientos. En este caso todos los grupos presentan cantidades semejantes de RNAm del CRF R 1, y el 

ANOVA mostró que no existían diforencias significativas. Ésto permite aseverar que el efecto de la 

figura 9A es resultado específico de la acción combinada de los ODNs antisentido sobre el RNAm del 

TRI-1 Rl. 

La figura 13 muestra una electroforesis de los productos de RT-PCR amplificados a partir de los 

RNA mensajeros del Rl, la G3PDH y la ciclofilina. Los datos de Rl y ciclofilina fueron empleados 

para la construcción de la gráfica 12A. En este experimento se puede apreciar que los cambios 

observados en el R 1 parecen ser producto del efecto antisentido, y que éste está siendo espeifico, al 

menos en comparación a los otros dos RNA mensajeros considerados y a los resultados de la gráfica 

1213. 

Como último punto en el establecimiento de las herramientas más apropiadas para la inhibición 

específica de la expresión del TRH Rl se decidió analizar la potencia del ODN TRHRl - 4 (que parecía 

ser el más efectivo en la reducción del RNAm del TRH R 1) para inducir su efecto cuando no poseía la 

tioprotección (con esqueleto fosfodiéster), en ausencia de transfectante en células adenohipofisiarias con 
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sólo 24 horas en cultivo y sin suero bovino fotal; esto último pues se ha observado que in 1•itro las 

células toman del medio sustancias con más efectividad cuando carecen de suero. El ODN TRHRl-4 

fue aplicado a una concentración de 5µM cada 3 horas, dos o cuatro veces, cosechándose a las 6 ó 12 

horas respectivan1ente. Los resultados se muestran en la figura 14. A las 6 horas y con dos aplicaciones 

del ODN ( 1 OµM de concentración final), el RNA mensajero del R 1 aparece disminuido 80% en 

comparación al control de 6 horas del STRHR 1 aplicado de la misma forma; en cambio, a las 12 horas 

de tratamiento (y por tanto, con cuatro dosis de ODN, es decir una concentración final de 20~LM) no 

parece haber un efecto sobre los niveles del RNAm del R 1, lo cual resulta contradictorio con lo 

esperado (no hay análisis estadístico pues algunos grupos solo son el promedio de dos platos) (Figura 

14A). 

En la figura 14Il se muestra la electroforésis del RT-PCR de G3PDH y TRH Rl de tratamientos 

representativos de cada grupo experimental. En todos los casos se observó que los niveles de GJPDH se 

mantienen constantes y que son los niveles de TRH RI los que varían. 

Las figuras 14C a la 14E son presentan fotografias de los cultivos con tratamientos a 6 horas con 

los ODNs STRHRI (Figura 14E) y TRI-IRl-4 (Figura 14E). además de células control sin tratamiento 

(Figura 14E). La apariencia de las células es similar entre los dos tratamientos con ODNs y el grupo 

intacto, por lo que la aplicación de los ODNs y la disminución ocurrida en el ARNm del TRH Rl no 

afectan la morfología de las células sugiriendo la ausencia de efectos secundarios detectables a simple 

vista. 
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Figura 14. lifecto del ODN T/ll llU-./ en cé/11/as adenohipofisiarlns sin suero. El ODN se aplicó a las 24hrs dt.: cultivo, a una concentración 

de 5 µM cada 3hrs, por 2 6 4 veces (cosechándose a las 6 6 12hrs respectivamente). El control corresponde a la aplicación del ODN 

sentido STRI 11 de la misma forma. A) Niveles del RNAm del R 1. Cuda punto de lu linea representa el promedio de tres pintos por 

tmtamiento ± error cstandar (E.S.M.). Los puntos sin E.S.M. son el promedio de sólo dos platos. B) Electroforesis en gel de los productos 

de RT-PCR de las células tratadas en A; se muestran hundas representativas de cada tratamiento. Los segmentos amplificados 

corresponden a los RNAm de la G3PDll (984 ni) y del TRll RI (350 nt): la dosis empicada y el ODN están indicados dch1tjo de cada 

carril. C) Morfolog!a de las células adcnohipol1siarins sin trnlamiento. D) Células tratadas con dos aplicaciones del ODN fosfodicstcr 

STRI IR 1 a una concentración de 5~1M. D) Células trnladas con dos aplicaciones de 5µM del ODN fosfodiester TRI IR 1-4. Las fotogmllus 

fueron tornadas en un 1nicroscopio Nikon invertido en contraste de fuscs con un objetivo 40X. 
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DISCUSIÓN 

El sistema de transmisión TRHérgico se encuentra distribuido heterogéneamente en el SNC 

donde juega un papel como neurotransmisor o neuromodulador (Sharif y Burt, 1985; Horita, 1998; 

Bauer, et al, 1999). Los tratamientos farmacológicos con la hormona y sus análogos han producido una 

amplia gama de efectos conductuales que se han correlacionado a estructuras específicas del cerebro 

(Horita, 1998; 1-Ieuer, et al, 2000). 

Son pocos los trabajos que han empleado a los ODNs antisentido para la comprensión de la 

función de la TRH endógena y del papel relativo de sus dos receptores en el SNC (Martinez, et al, 1998; 

2001; García, et al, 2001; Luo, et al, 2001 ). 

El objetivo central del presente trabajo fue el diseño de ODNs antisentido para reducir Ja 

expresión de la hormona liberadora de tirotropina y de sus dos receptores conocidos (TRH R 1 y TRH 

R2) en sitios específicos del sistema límbico del cerebro de la rata, además de la selección in vitro del 

más efectivo par el TRH R l. 

Para llevar a cabo el diseño de los ODNs se empleó un enfoque semejante al publicado por 

Patzel, et al (1999); que consistió en Ja búsqueda, a lo largo de las predicciones de estructura secundaria 

de menor energía del RNAm, de secuencias que no estén involucradas en interacciones 

intramoleeulares. La base de esta estrategia es la idea de que no todas las secuencias de un RNAm 

tienen la misma accesibilidad local in vivo a los ODNs, como consecuencia del plegamiento (secundario 

y terciario) y de la presencia de proteínas de unión a RNA (Walton, et al, 2002); se supone que el paso 

limitantc en la estructuración de un hetcrodúplex es la formación de los primeros 2 ó 3 pares de bases 

entre el ODN antisentido y el RNAm (nucleación), a lo cual siguen rápidos apareamientos entre el resto 

de las bases nitrogenadas, generando el producto de doble cadena. Dado que los dúplex RNA - RNA 

son más estables que los DNA - RNA, es razonable pensar que los nucleótidos no aparcados del RNA 

deben jugar un papel importante en el proceso de nuclcación. 

A través del algoritmo n!f<Jld se realiza el modclamiento de las estructuras secundarias, 

basándose en las reglas termodinámicas del vecino más cercano que pcrn1iten la predicción o 

detem1inación del patrón de apareamientos Watson - Crick y de otros apareamientos no canónicos que 

ocurren entre las bases del RNA (Zucker, 1989). En este trabajo se realizó la búsqueda de dos de los 

sitios accesibles con base en las predicciones estructurales generadas para segmentos de 400 nt de cada 

RNAm. e independientemente se empicó Ja región de inicio de Ja traducción. 
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Ya que los enfoques teóricos para el diseño de los ODNs antisentido dependen totalmente de las 

predicciones de estructura, es recomendable el empico de sistemas experimentales de prueba, previo a la 

aplicación in vivo (Walton, et al, 2002). Muchos de estos sistemas emplean reacciones de hibridación de 

varias especies de ODNs con el RNAm y el monitoreo de la accesibilidad de las estructuras por mapeo 

con la RNasa H de E. coli (Scherr, et al 2000). También se puede ensayar el efecto antisentido en 

sistemas de cultivo celular, por lo que se decidió aplicar los ODNs para el receptor TRI-1 RI, que está 

mejor caracterizado farmacológica y fisiológicamente que el R2, en células adenohipofisiarias en 

cultivo, comparando su efecto sobre los niveles del RNAm con el de un ODN reportado por Martinez, 

et al (1997). Este último ODN (TRHRl - 4) es un 18 - mero complementario al sitio de inicio de la 

traducción que tiene algunos efectos fisiológicos cuando se aplica intracisternalmente (Martinez, et al, 

1997; 2001 ), aunque no se reportan datos sobre los niveles de RNAm ni los de proteína. 

Los resultados aquí presentados muestran que el TRHRl - 4 es el ODN más efectivo en la 

inducción del efecto antisentido, manteniendo los niveles de RNAm disminuidos desde 60 hasta 80% 

por 12 horas cuando es aplicado a una concentración de 2 y de S~tM; otro ODN, el TRHRl-1, también 

tuvo algunos efectos, si bien estos resultaron poco reproducibles entre los experimentos y algunos sólo 

se manifestaron como tendencias no significativas estadísticamente. El TRHRl-1 está dirigido contra el 

AUG de fonna similar al TRHRl-4, aunque a diferencia de éste último, es un 20 - mero. Las secuencias 

de estos dos ODNs se sobreponen parcialmente, sin embargo, las diferencias entre en secuencia y 

tamaño parecen ser suficientes para producir distintas cinéticas e intensidades de efecto. El TRHRl - 1 

muestra poca reproducibilidad entre distintos experimentos, aunque en todos los casos el efecto parece 

ser específico y sin efectos secundarios claros, al igual que el TRI-IRl - 4. 

La potencia del efecto del TRI-IRl - 4 fue también probada en un paradigma de células sin 

transfcctante y con varias aplicaciones del ODN, con la idea de medir su efecto sin la posible toxicidad 

asociada al transfectantc. En este experimento se reprodujo la disminución de 80% del RNAm del Rl a 

las 6 horas (cuando solo se realizan dos aplicaciones), pero no se observa efecto cuando el ODN 

antiscntido se aplica al doble de dosis (12 hrs = 4 dosis). Una explicación posible para este fenómeno es 

la activación de algún mecanismo que incremente la transcripción del gen blanco, después de que se ha 

inducido la inhibición del 80% del RNAm a las 6 hrs, semejante a lo que Guzowski y McGaugh (1997) 

sugieren para el incremento que observan en los niveles de protreína CREB cuando aplican un ODN 

antisentido dirigido contra su RNAm. A diferencia de este experimento que se realiza in vivo, los 

niveles de proteína están incrementados 50%, mientras que aquí el RNAm está al nivel del control, 
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quizá debido a que en el último caso la aplicación es continua y está ocurriendo cierta competencia 

entre la inducción de la transcripción y la degradación del RNAm. Este fenómeno también se observa 

con claridad en los experimentos de este trabajo, en los que se realiza una sola aplicación del ODN a 

una concentración de 5µM en_los tratamientos a 24 horas, aunque sólo en el caso de los de TRHRI-4 el 

incremento está precedido de una potente disminución del RNA mensajero. Los tratamientos con 2µM 

de los ODNs no muestran estos efectos, por lo que no es posible descartar que las altas de dosis estén 

contribuyendo fuertemente al incremento manifestado. Estos datos deben considerarse cuando se decida 

el número de dosis de la molécula antisentido que se aplicarán in vivo. 

Varios de los tratamientos empicados muestran una gran dispersión de los datos, mucha de la 

cual pudiera deberse a inexactitudes en la aplicación de los ODN y falta de experiencia en el empleo de 

los métodos. 

Ninguno de los otros ODNs antisentido diseñados a través de la estrategia de Patzel, et al (1997) 

produce el efecto deseado (excepto el TRHRI-2 a altas dosis), por lo que debe considerarse el hecho de 

que el método no es infalible por tanto, no todas las zonas elegidas son efectivas en la hibridación con 

ODNs. De hecho en el mismo reporte (Patzel, et al 1997) solo la mitad de los ODNs seleccionados para 

el gen ICAM - I parece ser efectivo en reducciones mayores al 50%, y sólo 29% tienen la mayor 

potencia; coincidentemente con el caso del TRH Rl, los ODNs dirigidos contra el AUG son el que 

muestran inhibiciones de las más potentes (Patzel, et al, 1997; Scherr, et al, 2000). En consideración a 

lo anterior, quizá sea necesario ampliar el número de ODNs a ensayar en cultivo para los RNAm de la 

preproTRH y del TRI-l R2. 

Se ha señalado el hecho de que no hay suficiente información para entender las interacciones 

ODN - RNAm; incluso Walton, et al (2002) sugieren que la inspección de las predicciones 

estructurales como una base para la selección de ODNs efectivos no revela ninguna relación general con 

su efectividad antisentido; propone que un enfoque más productivo sería usar esta información en un 

modelo termodinámico más completo, el cual tome cuenta las energías libres de los procesos de 

desplegamicnto del RNAm durante la hibridación y de reconstitución de la estrucutra del RNAm blanco 

cuando ya está unido al ODN. La suma de las energías mínimas de cada uno de los pasos da una energía 

libre total para la unión del antisentido a una secuencia en particular del RNAm, lo cual puede ser un 

parámetro importante para la predicción de ODNs antisentido efectivos. De hecho, esta energía libre 

total para los ODNs así generados ha mostrado una fuerte correlación con la afinidad de unión medida 

in vilro, con Ja activación de Ja RNasa H y, por lo tanto, con la eficacia en la reducción de Ja proteína 
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blanco (Walton, el al, 2002). Sin embargo, se reconoce que las modelaciones asi hechas poco tienen que 

ver con la situación estructural del RNA mensajero in vivo (Walton, el al, 2002). 

Las limitantes discutidas en los párrafos anteriores ha hecho que una de las metas principales en 

el empleo de la tecnología de antisentidos sea el desarrollo de técnicas para identificar los sitios blancos 

locales accesibles (Landgraf, el al, 1997) y se espera que, cuando se incremente la confiabilidad de estas 

predicciones, será posible reducir la cantidad de ODNs que deban ser probados in vilro. Para lo anterior 

se requiere la generación de más datos acerca de la biofisica de la interacción entre un ODN de corto 

tamaño y los RNAm blanco (Walton, el al, 2002). 

Otro aspecto que se debe considerar, sobre todo al momento en que se realice la aplicación del 

ODN TRI-IRI-4 en el cerebro del rata, es que no todos los tipos celulares contienen la misma cantidad 

relativa de las diferentes RNasa H conocidas en los mamíferos, por lo que el efecto de un mismo ODN 

variará dependiendo de las poblaciones específicas de células que se traten (Ten Asbroek, et al, 2002). 

A pesar de las inconveniencias discutidas el empleo de ODNs antisentido permitirá entender la 

participación del sistema de transmisión TRI-Iérgico en estructuras particulares del cerebro y en 

paradigmas conductuales específicos, de forma más conveniente que un enfoque "knock out", por las 

razones que a continuación se exponen. 

Las técnicas de DNA rccombinante han revolucionado la habilidad de manipular los 

mecanismos biológicos in vivo, permitiendo al investigador la disrrupción de un sólo gen para 

comprender su relevancia fisiológica. Estos enfoques han sido empleados en el análisis de los 

mecanismos moleculares involucrados en Ja función cerebral y en el comportamiento del ratón, sin 

embargo, en los últimos años se ha comenzado a cuestionar su utilidad y la validez de las 

interpretaciones de estos resultados (Gerlai, 2001 ). 

Se han señalado problemas asociados al fondo genético y a la activación de procesos 

compensatorios disparados por la mutación durante el desarrollo (Gerlai, 2001 ). Por un lado, los 

fenotipos de los ratones genéticamente modificados dependen del fondo genético, implicando que la 

variación genetica natural tiene un papel importante en la manifestación las consecuencias funcionales 

de la di·srupción de un gen. En este contexto, la diversidad mezclada de la mayoría de los "knock outs" 

genera resultados poco consistentes en, por ejemplo, pruebas conductuales relacionadas con memoria y 

aprendizaje (Muller y Keck, 2002). 

Por otro lado, la disrrupción de un gen frecuentemente conlleva a la compensación completa o 

parcial de su función debido a que otros genes que expresan proteínas funcionalmente equivalentes 
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permanecen inalterados, siendo esta redundancia de los sistemas biológicos una lección frustrante 

aprendida de un gran número de ratones "knock out" que se han generado (Gerlai, 2001). Estos cambios 

tenotípicos secundarios son muy complejos, lo que resulta poco ventajoso en el análisis funcional de 

genes asociados con el aprendizaje y la memoria, sobre todo si el gen de interés juega un papel en el 

desarrollo, además del adulto (Gerlai, 2000). De hecho, hoy se reconoce que un gran número de genes, a 

los que sólo se atribuía un papel en el desarrollo del sistema nervioso, también están involucrados en 

plasticidad neuronal y la formación de memoria; genes como los de neurotrofinas, moléculas de 

adhesión celular y proteínas cinasas que participan en aspectos de plasticidad sináptica como la 

potenciación a largo plazo en el hipocampo (Gerlai, 1998). 

Los modelos "knock out" también tienen 1 imitaciones en cuanto a la especificidad espacio -
, 

temporal del efecto de la manupulación genética (Gerlai, 2000; Muller y Keck, 2002), ya que la 

disrrupción está presente desde el momento de la fecundación y en todos los tejidos del animal. La 

segunda generación de ratones transgénicos inducibles y de "knock outs" restringidos a tipos celulares 

específicos prometen resolver estos últimos problemas (Gerlai, 2000). La expresión inducible de genes 

transgénicos ha sido empleada exitosamente a través del empico del sistema transactivador de 

tetraciclina, mientras que el "knock out" célula específico fue empleado usando el sistema de CRE 

recombinasa (Gerlai, 1998). 

Sin embargo, en el campo de las neurociencias no se ha logrado un verdadero control temporal 

(precisión en el "encendido" y "apagado" del gen) y espacial (por la rareza de promotores restringidos a 

localizaciones específicas en el SNC); además, estas técnicas producen efectos secundarios asociados 

con la administración de tetraciclina, su desarrollo resulta extremadamente laborioso y los resultados 

nunca están grantizados (Muller y Keek, 2002). 

Por lo tanto, una de las alternativas más exitosas para estudiar la función de sistemas de 

neurotransmisión en el cerebro de animales vivos ha sido el empleo de los ODNs antisentido los cuales, 

en comparación a los modelos "knock out", ofrecen control espacial del efecto, dado que su aplicación 

requiere cirugía estereotáxica del cerebro, pueden ser administrados de manera local sin que haya que 

p¡eocuparse por los efectos colaterales que la expresión alterada de genes produzca en otros órganos 

además del cerebro. El punto anterior es relevante en el estudio de la función de la TRH en el sistema 

nervioso central, pues el ratón "knock out" para la hormona manifiesta, sobre todo, alteraciones en el 

eje hipotálamo - hipófisis - tiroides (Yamada, el al, 1997; Shibusawa, el al, 2000). En estos ratones no 

se han realizado pruebas conductualcs específicas para determinar si existen efectos en el sistema 
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nervioso central (Shibusawa, et al, 2000) sin embargo, se ha reportado la exitencia de mutaciones 

inactivadoras del TRH Rl en hmnanos, cuya única consecuencia clínica es hipotiroidismo central, sin 

que la capacidad intelectual del individuo, entre otras características evaluadas, parezca estar afectada 

(Collu, et al, 1997). También debe considerarse la posibilidad de que existan varios péptidos semejantes 

a la TRH ("TRH - like") que producen algunos de los efectos conductuales de la hormona a nivel 

central, cuando son aplicados cxógenamente. De hecho, se ha propuesto que estos "TRH-like"están 

actuando a través de receptores distintos a TRI-! Rl y a TRH R2 (Hinkle, et al, 2002). Estos y algunos 

otros factores podrían funcionar como relevo en las funciones normales del péptido, tal como se ha 

observado para el "knock out" del CRF (Muglia, et al, 2001) 

Para los ODNs antiscntido puede controlarse e 1 tiempo de aplicación, permitiendo nlanipular Ja 

función neural del adulto sin inducir cambios en el desarrollo del SNC, evitando la aparición de los 

mecanismos de compensación producidos por el incremento en la transcripción de genes que codifican 

proteínas funcionalmente equivalentes (Gerlai, 2001) o la participación de otras estructuras que 

confundirían la participación de la TRI-I en la zona de estudio. 

Finalmente, a diferencia de los "knock outs" los ODNs antisentido pueden ser aplicados a 

cualquier especie, y no solo a los ratones. 

En conclusión, para el TRI-I R 1, el ODN TRHR 1-4 parece ser el más efectivo en la reducción 

específica del RNAm, por lo que resulta el más adecuado para la disminución de los niveles de receptor 

1 en puntos específicos del sistema límbico de la rata, sin que su aplicación combinada con el TRI-IR 1-1 

resulte más efectiva. 
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PERSPECTIVAS 

Uno de los aspectos que es necesario reforzar para la obtención de un ODN antisentido efectivo 

contra los RNAm de la TRI-1 y del R2 es el del diseño de estas moléculas, en específico el punto de la 

obtención de un mejor modelo de estructura secundaria de los RNA mensajeros; si bien, como ya se ha 

mencionado, este enfoque tiene fuertes limitaciones y la prueba en sistemas celulares in vitro no debe 

dejarse de lado. 

Para tal propósito debería empicarse la totalidad de la secuencia disponible de los RNA 

mensajeros de cada gen al momento de realizar la modelación y no emplear como criterio de selección 

sitios expuestos en la cercanía del inicio de la transcripción, sino las secuencias que aparezcan más 

expuestas a lo largo de todo el RNA mensajero. Con estas consideraciones se esperaría, en teoría, lograr 

una mejor selección de sitios blanco para ODNs antisentido. 
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ANEXO 1 : BLAST de la secuencia sentido de los ODNs antisentido 

Resultados de la búsqueda con BLAST para los ODNs antisentido: 

• TRH-1 

>gil72422101reflNM 013046.11 Rattus norvegicus Thyrotropin 
releasing hormone (Trh), mRNA 

Length = 768 
Score = 40.1 bits (20), Expect 0.005 
Identities = 20/20 {100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 atgccgggaccttggttgct 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 1 atgccgggaccttggttgct 20 
>gil3409891gblM23643.llRATTRH02 Rattus norvegicus thyrotropin­
releasing hormone (THR) gene, exon 2 

Length = 256 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 atgccgggaccttggttgct 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 26 atgccgggaccttggttgct 45 
>qil2074691gblM36317.11RATTRHA Rat thyrotropin-releasing 
hormone (TRH) precursor mRNA, complete cds 

Length = 1322 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 atgccgggaccttggttgct 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 103 atgccgggaccttggttgct 122 
>gil207467lgblM12138.llRATTRH Rat thyrotropin-releasing 
hormone {TRH) mRNA, complete cds 

Length = 1321 
Score = 40.1 bits {20), Expect 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 atgccgggaccttggttgct 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 103 atgccgggaccttggttgct 122 
>gil3417091gblM27464.llRATTHR02 Rat thyrotropin-releasing 
hormone (TRH) gene, exon 2 

Length = 256 
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Score = 40.1 bits (20), Expect 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Qu~ry: 1 atgccgggaccttggttgct 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

···• Sbjct: 26 atgccgggaccttggttgct 45 

• .TRH-2 
- >gil72422101reflNM 013046.11 Rattus norvegicus Thyrotropin 

releasing hormone (Trh), mRNA 
Length = 768 

Score = 40.1 bits (20), Expect 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 gatcttcaccctaactggta 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 36 gatcttcaccctaactggta 55 
>gil3409891gblM23643.1IRATTRH02 Rattus norvegicus thyrotropin­
releasing hormone (THR) gene, exon 2 

Length = 256 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
I~entities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 gatcttcaccctaactggta 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

~ .Sbjct: 61 gatcttcaccctaactggta 80 
>gil2074691gblM36317.llRATTRHA Rat thyrotropin-releasing 
hormone (TRH) precursor mRNA, complete cds 

Length = 1322 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 gatcttcaccctaactggta 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 138 gatcttcaccctaactggta 157 
>gil2074671gblM12138.llRATTRH Rat thyrotropin-releasing 
hormone (TRH) mRNA, complete cds 

Length = 1321 
Score = 40.1 bits (20), Expect 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 gatcttcaccctaactggta 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 138 gatcttcaccctaactggta 157 
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>gil3417091gblM27464.11RATTHR02 Rat thyrotropin-releasing 
hormóne. (TRH) gene, exon 2 

. .. < <> Length = 256 
Sc6re;:=:40.1 bits ( 20) , Expect o. 005 
Ident;{ti.es = 20120 ( 100% > 
Str~nd = Plus / Plus 

Qu~iy: i ~~tcttcaccctaactggta 20 
1 11 1 1. r 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 61 gatcttcaccctaactggta 80 

• TRH-3 
>gil72422101reflNM 013046.11 
releasing hormone (Trh), mRNA 

Length = 768 

Rattus norvegicus Thyrotropin 

Score = 40.1 bits (20), Expect 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 ccagaacgtcgattcttgtg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 145 ccagaacgtcgattcttgtg 164 
>gil3409891gblM23643.11RATTRH02 Rattus norvegicus thyrotropin­
releasing hormone (THR) gene, exon 2 

Length = 256 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
.Strand = Plus / Plus 

· Query :. 1 ccagaacgtcgat tct tgtg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

,Sbjci: 170 ccagaacgtcgattcttgtg 189 
>gi.12074691gb1M36317.11 RATTRHA Rat thyrotropin-releasing 

.hormone (TRH) precursor mRNA, complete cds 
Length = 1322 

Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 ccagaacgtcgattcttgtg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 247 ccagaacgtcgattcttgtg 266 
>gil2074671gblM12138.llRATTRH Rat thyrotropin-releasing 
hormone (TRH) mRNA, complete cds 

Length = 1321 
Score = 40.1 bits (20), Expect 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
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Strand = Plus / Plus 
Query: 1 ccagaacgtcgattcttgtg 20 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Sbjct: 247 ccagaacgtcgattcttgtg 266 
>g~J3417d9lgbJM27464.1IRATTHR02 Rat thyrotropin-releasing 
hormone (TRH) gene, exon 2 

_ · ·< Length = 256 
Seo.re= 40.1 bits (20), Expect 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 ccagaacgtcgattcttgtg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 170 ccagaacgtcgattcttgtg 189 

• TRHRl-1 
>gil71107281reflNM 013047.11 Rattus norvegicus Thyrotropin 
releasing hormone receptor (Trhr), mRNA 

Length = 3279 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 gccactgaagatggagaatg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 258 gccactgaagatggagaatg 277 
>gil505298lemblX66726.11RNPTHYRHR R.norvegicus mRNA for 
pituitary thyrotropin-releasing hormone receptor 

Length = 3363 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 gccactgaagatggagaatg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 331 gccactgaagatggagaatg 350 
>gil573941emblX64630.11RNTRHRMR R.norvegicus mRNA for 
.thyrotropin releasing hormone receptor 

Length = 3279 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 gccactgaagatggagaatg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 258 gccactgaagatggagaatg 277 
>gil20747llgblM90308.llRATTRHR Rat thyrotropin-releasing 
hormone receptor (TRH-R) mRNA, complete cds 
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Length = 1515 
Score = 40.1 bits (20), Expect 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 gccactgaagatggagaatg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 80 gccactgaagatggagaatg 99 
>g{!464199ldbj!Dl7469.11RATTRHRA Rat rnRNA for thyrotropin 
releasing horrnone receptor, complete cds 

Length = 3687 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 gccactgaagatggagaatg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 295 gccactgaagatggagaatg 314 

• TRHRI-2 
>gil71107281reflNM 013047.11 Rattus norvegicus Thyrotropin 
releasing horrnone receptor (Trhr), rnRNA 

Length = 3279 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 aaaccgtcagtgaactgaac 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 278 aaaccgtcagtgaactgaac 297 
>gil5454941gblS69161.llS69161 Rattus sp. thyrotropin-releasing 
hormone receptor (TRH-R) rnRNA, complete cds 

Length = 1187 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 aaaccgtcagtgaactgaac 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

30 Sbjct: 11 aaaccgtcagtgaactgaac 
>gil5454921gblS69160.llS69160 
hormone receptor (TRH-R) rnRNA, 

Rattus sp. thyrotropin-releasing 
complete cds 

Length = 1239 
Score = 40.1 bits (20), Expect 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

= 0.005 

Query: 1 aaaccgtcagtgaactgaac 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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Sbjct: 11 aaaccgtcagtgaactgaac 30 
>gil.5052981emblX66726.llRNPTHYRHR R.norvegicus mRNA for 
pituitary thyrotropin-releasing hormone receptor 

Length = 3363 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 aaaccgtcagtgaactgaac 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

.Sbjct:. 351 aaaccgtcagtgaactgaac 370 
. :>:gi 157394 1 emb I X64 630. 11 RNTRHRMR R. norvegicus mRNA for 
thyrotropin releasing hormone receptor 

·~~ Length = 3279 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 

<rciéntities = 20/20 (100%) 
~strand = Plus / Plus 

1 aaaccgtcagtgaactgaac 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 278 aaaccgtcagtgaactgaac 297 
>gil2074711gblM90308.llRATTRHR Rat thyrotropin-releasing 
hormone receptor (TRH-R) mRNA, complete cds 

Length = 1515 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 aaaccgtcagtgaactgaac 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 100 aaaccgtcagtgaactgaac 119 
>gil4641991dbjlD17469.llRATTRHRA Rat mRNA for thyrotropin 
releasing hormone receptor, complete cds 

Length = 3687 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 aaaccgtcagtgaactgaac 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 315 aaaccgtcagtgaactgaac 334 

• TRHRI-3 
>gil7110728ireflNM 013047.11 Rattus norvegicus Thyrotropin 
releasing hormone receptor (Trhr), mRNA 

Length = 3279 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
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Strand = Plus / Plus 
Query: 1 gctcccgccgcaagtagccg 20 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
'Sbjct: 306 gctcccgccgcaagtagccg 325 
=>gil5454941gblS69161.11S69161 Rattus sp. thyrotropin-releasing 

hormone receptor (TRH-R) mRNA, complete cds 
·· Length = 1187 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
ictentities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

~Query: 1 gctcccgccgcaagtagccg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 39 gctcccgccgcaagtagccg 58 
~>gil5454921gblS69160.11S69160 Rattus sp. thyrotropin-releasing 
hormone receptor (TRH-R) mRNA, complete cds 

· Length = 1239 
Séore = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 gctcccgccgcaagtagccg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 39 gctcccgccgcaagtagccg 58 
>gil5052981emblX66726.11RNPTHYRHR R.norvegicus mRNA for 
pituitary thyrotropin-releasing hermane receptor 

Length = 3363 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 gctcccgccgcaagtagccg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

iSbjct: 379 gctcccgccgcaagtagccg 398 
>gil573941emblX64630.llRNTRHRMR R.norvegicus mRNA for 

-thyrótropin releasing hormone receptor 
Length = 3279 

Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 gctcccgccgcaagtagccg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 306 gctcccgccgcaagtagccg 325 
>gil207471lgblM90308.1IRATTRHR Rat thyrotropin-releasing 
hormone receptor (TRH-R) mRNA, complete cds 

Length = 1515 
Score = 40.1 bits (20), Expect 0.005 
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Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / ~iu~ · 

Query: 1 gctcccgccgcaagtagccg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 128 gctcccgccgcaagtagccg 147 
>gil4641991dbjlD17469.llRATTRHRA Rat mRNA for thyrotropin 
releasing hormone receptor, complete cds 

Length = 3687 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 gctcccgccgcaagtagccg 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 343 gctcccgccgcaagtagccg 362 

· • TRHR2-l 

~-------.. -... --.. -. 

>gil48839961gblAF149717.llAF149717 Rattus norvegicus 
thyrotropin-releasing hormone receptor 2 (TRH-R2) mRNA 

Length = 1089 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 caccagcaagatggatggcc 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 5 caccagcaagatggatggcc 24 
>gil36416001gblAF091715.llAF091715 Rattus norvegicus 
thyrotropin releasing hormone receptor-2 (TRHR-2) mRNA, complete 
cds 

Length = 1641 
Score 40.1 bits (20), Expect 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 caccagcaagatggatggcc 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 352 caccagcaagatggatggcc 371 
>gil36605531dbjlAB015645.llAB015645 Rattus norvegicus mRNA for 
G protein-coupled receptor, complete cds 

Length = 2351 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 caccagcaagatggatggcc 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 204 caccagcaagatggatggcc 223 
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• TRHR2-2 
>gil4883996!gblAF149717.llAF149717 Rattus norvegicus 
thyrotropin-releasing hormone receptor 2 (TRH-R2) mRNA, 

Length = 1089 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 gtaatgtctcgctcattcac 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 28 gtaatgtctcgctcattcac 47 
>gi!3641600!gblAF091715.llAF091715 Rattus norvegicus 
thyrotropin releasing hormone receptor-2 (TRHR-2) mRNA, complete 
cds 

Length = 1641 
Score 40.1 bits (20), Expect 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

:Q~ery: 1 gtaatgtctcgctcattcac 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

. ~bjct: 375 gtaatgtctcgctcattcac 394 
.<¡>gi!3660553!dbjlAB015645.1IAB015645 Rattus norvegicus mRNA for 

G protein-coupled receptor, complete cds 
··· · Length = 2351 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

1 gtaatgtctcgctcattcac 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 227 gtaatgtctcgctcattcac 246 

• TRHR2-3 
>gil48839961gblAF149717.llAF149717 Rattus norvegicus 
thyrotropin-releasing hormone receptor 2 (TRH-R2) mRNA 

Length = 1089 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 caaggtggtctcagtcttcc 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 77 caaggtggtctcagtcttcc 96 
>gil36416001gblAF091715.llAF091715 Rattus norvegicus mRNA, 
complete cds 

Length = 1641 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 

81 

·.,,-~----



Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 caaggtggtctcagtcttcc 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 424 caaggtggtctcagtcttcc 443 
>gil3660553ldbjlAB015645.11AB015645 Rattus norvegicus mRNA for 
G protein-coupled receptor, complete cds 

Length = 2351 
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005 
Identities = 20/20 (100%) 
Strand = Plus / Plus 

Query: 1 caaggtggtctcagtcttcc 20 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Sbjct: 276 caaggtggtctcagtcttcc 295 
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TRH-1 

TRH-2 

TRH-3 

ANEXO 2: Resultados de Oligo v.4.0 para los ODNs antiscntido 

Resultados del programa OLIGO v.4.0 para los ODNs antisentido. 

Lower Primer, 20-mer [1J: 
Lower Primer: the most stable 3'-dimer: 2 bp, -1.5 kcal/mol 

5' AG~C:CAll.GG~CC9GCA'f 3' 

3' J.Ác:GGCCCTGGAACCAACGA 5' 

Lower Primer: the most stable dimer overall: 4 bp, -9.8 kcal/mol 

5' AGCAACCAAGG¡cc:¡:c:¡:~T 3' 

3' TACddd<!CTGGAACCAACGA 5' 
Hairpin Stems in 
l.. DupJ.ex Lengt.h 

5' AGCAACCA 
111 1 

3' TACGGCCCTGGA 

the Lower Primer [1] (20-merl 
= 3 bp; AG = 41.7 kcal/mol; Loop 2 nucleotides 

36) Duplex Forrnation (position of the oligo 
Lower Primer: the most stable 3'-dimer: 
5 ' TACCAGTTAGGGTGAAGll,.TC 3 ' 

4 bp, -4.7 kcal/mol. 

• • • • 1l11 
3' CTAGAAGTGGGATTGACCAT 5' 

Lower Primer: the most atable dimer: 4 bp, -4.7 kcal/mol 
5' TACCAGTTAGGGTGAAGATC 3' 

1111 
3' CTAGAAGTGGGATTGACCAT 5' 

Hairpin: AG = -0.l. kcal/mol, Loop = 6 nt, Tm 25° 
5' TACCAGT 

111 ) 
3 ' CTAGAAGTGGGAT 

Duplex Formation (position of the aligo= 145): 
Lower Primer: no 3'-terminal dirner formation 
Lower Primer: the most stable dimer: 4 bp, -6.8 kcal/mol 
5 ' CACAAqAA'J'._CGACG'Dl'CTGG3 ' 

: : 1111 : : 
3' GGTCTTGCAGCTAAGAACAC 5' 

nairpin: AG = -0.8 kcal/mol, 1.00¡;-, 
5' CACAAGAATCG 

1 111 ) 
3' GGTCTTGCA 

6 nt. Tm 38° 
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TRHRl-1 

Duplex Formation (position of the oligo 258): 
Lower Primer: the rnost stable 3'-dimer: 2 bp, -3.1 kcal/mol 
5' CA'I!.TCTCCATCTTCAGTGGC 3' 

11 
3' CGGTGACTTCTACCTCTTAC 5' 

Lower Primer: the most stable dimer: 
5 ' CATTCTCCATCTTCAGTGGC 3 ' 

3 bp, -5.0 kcal./mol 

111 
3' CGGTGACTTCTACCTCTTAC 5' 

Hairpin: óG = -0.9 kca1/rnol., Loop 
5 ' CATTCTCCATCT 

111 T 
3' CGGTGAC 

TRHRl-2 

7 nt, Trn 

Duplex Formation (position of the oligo = 278): 
Lower Primer: no 3'-terminal dimer formation 

49° 

Lower Primer: the most stable dimer: 5 bp, -6.4 kcal/mo1 
5 ' GTTCAGTT<;;ACTGACGGTTT3 ' r 1 1 n , , = , , 

3' TTTGGCAGTCACTTGACTTG 5' 

Hairpin: 6G = -0.6 kca1/rnol, Loop 
5' GTTCAGTT 

111 1 ) 
3 ' TTTGGCAGTCAC 

TRHRl-3 

4 nt, Tm 

Duplex Formation (position of the aligo 306): 

37° 

Lower Primer: the most stable 3'-dimer: 3 bp, -4.7 kcal/mol 
5' CGl11A~TTp~~~CG~G~7 3' 

3' CGAGGGCGGCGTTCATCGGC 5' 

Lower Primer: the most stable 
5' CGGCTACTTGCGGCGGGAGC 3' 

dimer: 3 bp, -4.7 kcal/mol 

111 
3' CGAGGGCGGCGTTCATCGGC 5' 

Hairpin: óG = 0.2 kcal/rnol, Loop 
5' CGGCTACTTGC 

111 ) 
3' CGAGGGCGG 

12 nt, Trn 21° 

84 



TRHR2-1 

Duplex Formation (position of the aligo 352): 
Lower Primer: the most stable 3'-dimer: 2 bp, -1.9 kcal/mol 
5' GGCCATCCATCTTGCTGG~G 3' 

11 : : : : 
3' GTGGTCGTTCTACCTACCGG 5' 

Lower Primer: the most stable dimer: 4 bp, -9.3 kcal/mol 
5' GGCCATCCATCTTGCTGGTG3' 

1111 
3' GTGGTCGTTCTACCTACCGG 5' 

Hairpin: ÁG = -0.7 kcal/mol, Loop 
5' GGCCATCCAT 

111 l 
3 ' GTGGTCGTTC 

TRHR2-2 

10 nt, Tm 41° 

375): Duplex Formation (position of 
Lower Primer: the most stable 
5' GTGAAT.GAQ.CGAGACP.T'llAC3' 

the aligo 
3'-dimer: 2 bp, -1.3 kcal/mol 

11 
3' CATTACAGAGCGAGTAAGTG 5' 

Lower Primer: the most stable dimer: 4 bp, 
5' GTGAATGAGCGAGACATTAC 3' 

-5.3 kcal/mol 

1 111 
3' CATTACAGAGCGAGTAAGTG 5' 

Hairpin: ÁG = -1.2 kcal/mol, Loop 
5' GTGAATGAGC 

1111 G 
3' CATTACAGA 

TRHR2-3 

7 nt, Tm 

Duplex Formation (position of the aligo 424): 

46° 

Lower Primer: the most stable 3'-dimer: 2 bp, -1.9 kcal/mol 
5' GC~GA.CTG¡\GJ\CCACC~G 3' 

. 11 : : 
3' GTTCCACCAGAGTCAGAAGG 5' 

Lower Primer: the most stable dimer: 
5' GGAAGACTGAGACCACCTTG 3' 

111 
3 ' GTTCCACCAGAGTCACAAGG 5' 

3 bp, -3.5 kcal./mol 

Hairpin: ÁG = 1.0 kcal/mol, Loop 
5 ' GGAAGACTGA 

11 nt, Trn 

l JI G 
3' GTTCCACCA 
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ANEXO 3: Blast y resultados e.le Oligo v.4.0 para RDMRl-1 y RDMRl-4 

ODNs con la secuencia aleatorizada para TRHRl-1 y TRHRl-4 

• RDMRl-1: 

Correspondiente a TRHR 1-1. 

Secuencia: 5' OCA CCC T ACTGT TCG TA T TC 3' 

Resultados del BLAST: no hay secuencias similares para Rallus norvegicus. 

Resultado de OLIGO v.4.0: 

Duplex Formation (position of the aligo = 1): 
Upper Primer: no 3'-terminal dimer formation 
Upper Primer: the most stable dimer: 2 bp, -3.6 kcal/rnol 
5' GCACCCTACTGTTCGTATTC 3' 

: 11 
3' CTTATGCTTGTCATCCCACG 5' 

Hairpin: óG = 2.1 kcal/mol, Loop= 5 nt 
5 ' GCACCCTACTG 

l f I T 
3' CTTATGCT 

Hairpin Stems in the Upper Primer (1) (20-mer) 
1. Duplex Length = 3 bp; óG = 2.1 kcal/rnol; Loop 
5' GCACCCTACTG 

111 T 
3' CTTATGCT 

• RDMRl-4: 

Correspondiente a TRI-IR 1-4. 

Secuencia: 5' CAT GGT TTT TAC GAC CTC 3' 

Resultados del BLAST: no hay secuencias similares para Rattus norvegicus. 

Resultado de OLIGO v.4.0: 

5 nucleotides 

Duplex l''ormation (position of the oligo 
Upper Primer: the rnost stable 3'-dimer: 
5' CATGGTTTTTACGACCTC 3' 

l.): 
2 bp, -1.6 kcal/mol 

11 
3' CTCCJ\GCATTTTTGGTAC 5' 

Upper Primer: the most stable dimer: 4 bp, -5.3 kcal/mol 
5' CJ\TGCTT'I"l'T7\CG/\CC'rC3' 

1 11 1 
3' CTCCAGCATTTTTGGTAC 5' 

Hairpin: óG = -0.3 kcal/mol, Loop 
5' CATGGTTTT 

111 T 
3' CTCCAGCA 

7 nt, Tm 

Hairpin Stems in the Upper Primer lll (18-rner) 

31 o 

l. Duplex Length = 3 bp; óG = -0.3 kcalimol; Loop 
5' CATGOTTTT 

111 T 
3' CTCCAGCA 
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