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INTRODUCCION

Ernst y Berta Scharrer formularon el concepto dec neurosecrccion basindose en estudios
anatémicos que sugerian la existencia de células nerviosas especializadas capaces de sintetizar y
secretar, al flujo sanguineo, verdaderas hormonas con sitios de accidén en puntos distantes al de su
secrecion (Scharrer y Scharrer, 1945).

No fue sino hasta los afios 50 cuando el campo de la neuroendocrinologia fue establecido
firmemente gracias a las aportaciones de Vincent Du Vigneaud y colaboradores, quienes aislaron la
oxitocina y la vasopresina, elucidaron su estructura quimica, y las identificaron como nonapéptidos,
convirtiéndose en las primeras sustancias reconocidas como hormonas neuropeptidicas (Bauer, ¢/ al,

1999).

Por otro lado, existian datos que sugerian que la pituitaria anterior estaba bajo la regulacion del

~ hipotalamo, aunque con detalladas descripciones anatéomicas y estudios embrioldgicos se habia

establecido con claridad que la adenohipdfisis no estaba inervada por ncuronas. Fueron otros estudios
anatomicos los que proveyeron una explicaciéon posible para las observaciones fisioldgicas,
demostrando la existencia de vasos capilares fenestrados que iban desde la eminencia media hasta la
pituitaria anterior, permitiendo la conexidn entre el hipotalamo y la adenohipéfisis.

Finalmente fue G.W. Harris quién propuso, basado en datos fisiolégicos, el concepto de sistema
de quimiotransmision hipotalamo-hipofisiario de sangre portal. Esta hipdtesis fue recibida con
escepticismo hasta el descubrimiento de la hormona liberadora de tirotropina (TRI1 por sus siglas en
inglés) en 1969, lo que valido el concepto de control hipotaldmico de la secreciéon hormonal de la
pituitaria anterior (Guillemin, 1978). LLa TRH (piroGlu-His-Pro-NI1:) resulto ser la primer hormona
hipotalamica hipofisiotropica en ser aislada y caracterizada estructuralmente, lo que implicé el inicio de
la neuroendocrinologia moderna.

Asi pues, la TRH fue nombrada en base a la capacidad de estimular la secrccion de tirotropina
(TSH) de la pituiraria anterior (Schally, ¢t al, 1969), después de haber sido transportada a través de los
axones hacia las terminales nerviosas de las neuronas parvocelulares del nicleo paraventricular
hipotalamico, y de ser liberada al sistema de sangre portal (Bauer, er al, 1999).

Estudios subsecuentes en células tumorales, confirmados in vive en humanos, mostraron que la
TRH posee otras funciones ncuroenddcrinas en la adenohip6fisis ya que es un potente estimulador de la

secrecion de prolactina y, bajo cicertas condiciones fisiolégicas (algunas de ellas patolégicas como en




pécientés acromegdlicos o con funciones metabdlicas perturbadas), estimula la liberacién de la hormona
de crecimiento (Morley, 1981).

o En la rata, el hipotalamo contiene cerca decl 30% de la TRH total del sistema nervioso central, el
: resto se ha identificado en: el sistema olfatorio, el ntclco reticular talamico, el complejo amigdalar, la

pituitaria posterior, la retina (donde el contenido de TRH varia con la iluminacion, siendo bajo por la

" noche y alto en el dia), la glandula pineal, la espina dorsal, las células 3 pancreaticas neonatales (donde

se piensa que modula la secrecién de la insulina) (Yamada, 2000), el tracto intestinal, el corazén
(participando ¢n la contraccion muscular) y las células de Leydig de los testiculos (Bauer, et al, 1999;
Heuer, et al 2000).

Especificamente, la pituitaria porterior contiene la mas alta concentracion de TRII después del
hipotdlamo, encontrindose almacenada en las terminales nerviosas de las neuronas magnocelulares,
junto con la vasopresina y/o la oxitocina (Jackson y Reichlin, 1974).

La distribucién descrita de la TRH (Lechan, ef al, 1986b), asi como de sus receptores (Calza, er
al, 1992; Cao, et al, 1998; Itadani, ef al, 1998), y cl hecho de que su administraciéon en el sistema
nervioso central (SNC) estimule una serie de cambios conductuales y electrofisiolégicos, sugicren que
actiia como neuromodulador o neurotransmisor, amplificando o amortiguando la actividad de otros
sistemas de neurotransmisién (Ilorita, 1998; Bauer, ¢f af, 1999). Estos aspectos seran tratados con

detalle mas adelante.

BIOSINTESIS Y LIBERACION DE LA HORMONA LIBERADORA DE TIROTROPINA (TRH)

Inicialmente, y considerando el pequefio tamaiio de la molécula, se propuso que la TRIH debia
sintetizarse por un mecanismo enzimditico no ribosomal, semejante al del glutatién, la carnosina y
algunos péptidos antibioticos (Reichlin, 1989). Sin cmbargo, los experimentos de Rupnow en 1979,
proveycron evidencia que favorecia la hipétesis de la sintesis de la TRH a partir del procesamiento
postraduccional de un precursor proteico de alto peso molecular (Rupnow. er al, 1979; Lee, ef al, 1988).

IEn 1984, basindose en cl descubrimiento de que la TRH es muy abundante en la piel de
Xenopus, Richter cloné parcialmente un DNA complementario (DNAc) que codificaba para la region
amino terminal de la preproTRI y contenia tres copias de la secuencia Lis — Arg — Gln — His — Pro -
Gli — Lis/Arg — Arg (Richter, ¢f al, 1984).

A partir de csta estrategia sc clond ¢l DNAc completo de la preproTRH de Xenopus, sin

embargo. el enfoque no funciono en la clonacion de este DNAc en mamiferos (Bauer, er al, 1999). Fue




solo después de que se generd un antisuero que reconocia la parte central de una supuesta secuencia de
la preprohormona, que se identificé al precursor de la TRI, se dedujo la secuencia del DNAc y se buscéd
en una biblioteca de expresidon de hipotdlamo de rata en el bacteriofago Agt 11 (Lechan, ef al, 1986). La
secuencia de nucledtidos de la clona mads grande contenia un marco abierto de lectura de 765
nucledétidos, flanqueado por otros 102 que correspondian a la region 5° no traducida y 450 en la region
3’. El RNA mensajero (RNAmM) codifica para una proteina de 255 aminoacidos, que contiene 5
secuencias progenitoras de la TRH (GIn — His — Pro — Gli) flanqueadas por pares de aminodacidos
basicos y unidas por péptidos conectores (Lechan, et a/, 1986; Valentijn, ef al, 1998).

En 1988 Lee, ef al clucidaron la cstructura del gen de la preproTRH de la rata, el cual
comprende 2.6 kb y esta formado de 3 exones y de 2 intrones. El exon 1 codifica para la region 5° no
traducida del RNAm, el exdn 2 contiene la sccuencia del péptido sefial y la de una porcidén del segmento
amino terminal de la proteina, mientras que en el exdn 3 se encuentran las 5 copias del progenitor de la
TRH y la regién 3’ no traducida (Lee, ¢f al/, 1988). L.a misma arquitectura de intrones y exones tue
descrita para ¢l gen del precursor de la TRH humana, aunque éste tiene un tamaiio mayor, 3.3 kb. y
codifica para una proteina de 242 aminoacidos, con seis copias de la secuencia progenitora de la TRH
(Bavuer, et al, 1999).

Algunos elementos caracteristicos de los promotores estan presentes en el gen de la preproTRI,
incluyendo una caja TATA a 28 pares de bases (pb) dcl sitio de inicio de la transcripcién; una regién
rica en GC a 113 pb del mismo punto, en la cual se identifico al hexanucleétido caracteristico de las
regiones de unién de SP1 (que conforma cl elemnto de respuesta al factor de crecimiento epidérmico);
tiene ademads una secuencia idéntica a la consenso de union para el receptor de glucocorticoides (GRE),
dos elementos imperfectos de respuesta a AMP ciclico (CRE) y otro para el receptor de hormonas
tiroideas (TRE) (Lce, et al, 1988).

La TRH se forma a partir del precursor proteico por la accién sucesiva de convertasas de la
prehormona (que lo rompen cn los residuos de aminodcidos dibisicos), de las carboxipeptidasas E y D,
de la monooxigenasa oo — amidante de la peptidilglicina (PAM) y de la glutamil ciclasa (Bauer, et «/,
1999).

Después del procesamiento de los precursores de la TRH de la rata y del humano se producen
seis y siecte péptidos conectores respectivamente, y se ha sugerido que éstos pueden tener alguna
relevancia f{isiologica (Bauer, ef al, 1999). De hecho, el péptido preproTRI1 160 — 169 (Ps4) de la rata

es liberado de las ncuronas por agentes despolarizantes y, a través de inmunohistoquimica, se observé

e — o




una densa acumulacion de Ps4 en las terminales nerviosas de la zona externa de la eminencia media
(Valentijn, et al 1998). Ps4 incrementa, in vitro, la secrecién de TSH dependiente de la TRH (Valentijn,
et al, 1998) y eleva, in vitro e in vivo, el nivel de los RNA mensajeros de TSHJ3 y de la prolactina (Carr,
et al, 1992). Incluso se ha demostrado la existencia de sitios especificos de unién para Ps4 en la
pituitaria anterior (sobre células del tipo foliculo estcladas), en el cerebro y en varios érganos periféricos
(Valentijn, et al, 1998). Otro péptido criptico, Ps5 (preproTRH 178 — 199), ha sido considerado como
un potente inhibidor de la liberacién de corticotropina y de la homona de crecimiento (Valentijn, et al,
1998), aunque sus cfectos no han sido reproducibles (Bauer, ef al, 1999).

El proceso de liberacion de la TR ocurre por exocitosis regulada en respuesta a un estimulo.
Los sistemas endécrino, nervioso e inmune regulan la biosintesis en el niicleo paraventricular del
hipotdlamo (NPV) y la liberacién de la TRH de la eminencia media (Lechan y Toni, 1992; Joseph-
Bravo, ef al, 1998). Se ha demostrado que en el NPV la regulacién de la TRH es rapida y transitoria, en
respuesta a estimulos como la exposicion al frio o, en la madre lactante, la succidn por las crias (Uribe,
et al, 1993). Dicha regulacién puede ser debida a estimulacién neuronal, ya que la incubacién de células
hipotalamicas con drogas que alteran la actividad de las vias de transduccidn de sefiales de la PKC o de
la PKA causan un aumento en los niveles de RNAm de la TRH (Uribe, er al, 1995).

En los paradigmas in vivo mencionados hay un incremento en los niveles séricos de
corticosterona, por lo cual Pérez-Martinez y colaboradores (1998) indagaron el cfecto de esta hormona
en la biosintesis de la TRH in vitro encontrando un incremento en los niveles de RNAm de la
preproTRH a una hora de incubacién. Si bien, tanto el 8BrAMPc (un activador de la via de la PKA)
como la dexametasona (un anidlogo de la corticosterona) provocaron la estimulacién descrita,
combinados causan un fuerte decremento del RNAm (Pérez Martinez, et al, 1998); ésto podria explicar
la transitoriedad del incremento del RNAm observada in vivo.

Ademas de los aspectos de regulacion 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 RNAmM de la preproTRH, mientras que la liberacion de corticosterona se
encuentra incrementada. Se ha postulado que en este paradigma las neuronas del ntcleo arcuato
controlan a las células TRHérgicas del NPV, mecdiante la liberacidn del neuropéptido Y y del agouti,
ambos sujetos a su vez de regulacion por la leptina (hormona liberada de tejido graso que interviene en
la regulacion de la ingesta y se inhibe en respuesta al ayuno) (Legradi y Lechan, 1998). En el mismo

paradigma las ratas recién destetadas muestran una liberacidn ain mayor de corticosterona, pero no




. presentan el efecto del ayuno en los niveles de la TRI en contraste a los observado en ratas adultas (De
“Gortari, et al, 2000a).
’ De los mecanismos regulatorios mejor caracterizados en la sintesis de la TRIH cs el de las

"homonas tiroideas (T3), productos finales del cje hipotilamo — hipéfisis — tiroides. En principio se

‘~identificd 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, ¢f al,
1987). El efecto es directo y especifico a la zona, pues el implante de cristales de Ts en el NPV dec ratas
hipotiroideas produce un decremento del RNAm y de la prohormona en el dominio parvocelular, pero
no en otras regiones del hipotilamo (Dyess, er al, 1988).

La localizacion por inmunocitoquimica de los subtipos funcionales de los TR (TRal y TRB2) en
la mayoria de las neuronas parvocelulares TRHérgicas del NPV (Lechan, et al, 1994) y la presencia en
la region 5° del gen de la TRIH de dos TRE (Stevenin y Lee, 1995), apoyan la hipdtesis de la accién

directa de las hormonas tiroideas en la regulacién de la sintesis de TRI1 en la zona hipofisiotrépica del
NPV.

DEGRADACION EXTRACELULAR DE LA TRIH

El mecanismo principal de inactivacion de la TRH es, como para la mayoria de los péptidos, la
accion de una peptidasa (Charli, er al, 1998). Las peptidasas pueden estar solubles en el medio
extracelular o embebidas en la membrana plasmatica, pero con su sitio activo dirigido hacia la regién
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, et al, 1985; Torres, ¢f al, 1986). Esta ectoenzima, la piroglutamil aminopeptidasa II
(PP 1I; EC 3.4.19.6) hidroliza el enlace pGlu-His para producir pGlu e His-ProNH>, dos productos que
no tienen afinidad por el receptor de la TRII, inactivando asi al péptido (Charli, et al, 1998).

La PPII s6lo reconoce substratos peptidicos cuya estructura sea pGlu-His-X donde X = Pro, Trp,
Ala, Pro-Gly, ProNH; (TRH) 6 pro-NA (pro-Bnaftilamida). La Km para la TRH es de 40 pmoles por
litro y su actividad es maxima en el intervalo de pH neutro (Charli, er al, 1998). La purificacion de la
enzima permitié determinar la secuencia del DNAc, ademas se identificd una sola copia del gen en la
rata y al menos 3 especies diferentes de RNAm (Charli. er al, 1998).

La PPII es una glicoproteina integral de membrana de tipo {1, probablemente formada por un

homodimero unido no covalentemente (cada monémero es de 1025 aa; el peso de cada uno es de 115




kDa aproximadamente). Cada monémero tiene un solo fragmento transmembranal, una pequefia parte
intracelular y un dominio extracelular muy grande que contiene la secuencia consenso dc¢ las
metalopeptidasas, His-Glu-X-X-His, con un residuo adicional de Glu apartado 18 aminodcidos del
consenso y sitios potenciales de glicosilacién y sulfataciéon (Schauder, ef al, 1994). En la regioén
intracelular existe un sitio potencial de fosforilacién que pudiera participar en la regulacion de la enzima
(Bauer, 1994).

La actividad de la PPII estd presente en varios organos incluyendo el cerebro y la adenohipéfisis
(O’Connor y O’Cuinn, 1984; Friedman y Wilk, 1986; Charli, er a/, 1988; Bauer, 1988; Bauer, ¢r al,
1990). En el cercbro su distribucion es heterogénea (Vargas, ef al, 1992), con los niveles mas altos de
actividad en la corteza cerebral, el bulbo olfatorio, el hipocampo y el cerebelo (Charli, ¢t al, 1998). La
actividad de la enzima se detecta en neuronas (Bauer, ef al, 1990; Cruz, et al, 1991) a nivel sinaptico
(O’Connor y O’Cuinn, 1984), probablemente en la membrana postsinaptica (Joseph-Bravo, ef al, 1994).
La PPII localizada en la adenohipéfisis se encuentra preferencialmente en la superficie de los
lactétropos (Bauer, ef al, 1990). Niveles bajos de actividad de la enzima se han detectado en varios
tejidos periféricos, como el pulmén y el bazo (Vargas, ef al, 1992).

Una forma soluble, la tiroliberinasa, con propiedades muy similares a la ectoenzima se encontré
en el suero (Bauer y Novak, 1979); se propone que proviene del mismo gen (Schmitmeier, er al, 2002).

La mayoria de los datos mencionados indican que la PPII tiene un papel substancial en la
inactivacién extracelular de la TRII. Los experimentos con inhibidores sintéticos especificos
confirmaron que la enzima es la encargada de inactivar a la TRH liberada en el espacio sindptico c¢n
rebanadas de cerebro (Charli, er al/, 1989).

En la adenohipdfisis, la actividad de la PPII estd siendo regulada por hormonas periféricas, en
particular hormonas tiroideas y estrogenos, que la activan e inhiben respectivamente (Bauer, 1988).
Ademads, su expresion varia durante el ciclo estral, pero estas fluctuaciones no estin en fase con los
niveles circulantes de estrégenos. probablemente reflejando respuestas a otros factores, posiblemente de
origen hipotalamico. Uno de estos factores es la TRH, ya que las fluctuaciones de la PPII en la
adenohipé6fisis son opuestas a lo observado en los niveles del RNAm de la preprohormona (un indicador
de la tasa de secrecion del péptido) en el NPV (Uribe, er al, 1991).

Varias ncurchormonas que regulan la sintesis y la secrecion de prolactina también regulan la
actividad dc la enzima cen cultivos primarios de células adenohipofisiarias. Asi, la TRI inhibe la

actividad de la PPII, mientras que la somatostatina y la dopamina (a través de su receptor D2) la




Vi:ndﬁcen y antagonizan el efecto de la TRH. (Vargas, e/ al, 1994; 1998; Bourdais, er al, 2000). La
alteracién de varias vias de scgundos mensajeros en 1os cultivos primarios de la pituitaria anterior, ha
pérmitido identificar los mecanismos por los cuales la actividad de la PPII estd siendo regulada (Charli,
et al, 1998), de tal forma que la inhibicién a largo plazo de su actividad es inducida por la activacién de
la PKC, la PKA, el incremento de los niveles intracelulares de calcio, o la activacion de canales de Ca®*
tipo L (Vargas, ¢t al, 2002).

Se ha postulado que la PPIl 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 hipo6fisis, no esta regulada en el cerebro por cambios en el estado tiroideo (Charli, et al, 1998). Sin
embargo, si se puede regular en dos modelos en los cuales se picnsa-que ocurre la activacion de
neuronas TRHérgicas: la estimulacidén eléctrica subumbral (kindling) (de Gortari, et al, 1995; 2002,

sometido), y la inyeccion aguda de etanol (de Gortari, et al, 2000b).

LOS RECEPTORES DE LA TRH

La TRH actia a través de dos tipos de receptores diferentes: el TRH R1 y el TRII R2,

El TRH R1 es el receptor que media los efectos hipofisiotropicos de la TRIH en la pituitaria
anterior (en la que esta localizado en la superficie de somatétropos, mamotropos y tirétropos) (Konaka,
et al, 1997). Su DNAc fue aislado de células de la pituitaria de ratén empleando una estrategia de
clonacidn — expresion (Gershengorn y Osman, 1996; Cao, et al, 1998). A partir de este DNAc se predijo
una proteina transmembranal de 393 amino acidos, con un peso molecular calculado de 44.5 kDa que
pertenecia a la super familia de la bacteriorodopsina (Bauer, ef al, 1999).

El DNAc del TRH R1 se clond a partir de distintas especies (humano, rata, ratén, pollo y
bovino), mostrando un alto grado de similitud en la secuencia de amino Acidos, siendo el extremo C
términal la zona de mayor variacion (Zhao, ¢! al, 1992; Gershengorn y Osman, 1996; Bauer, ef al, 1999;
Iwasaki, er al, 1996).

El gen del TRH R1 del humano comprende mas de 30 kb y contiene tres exones: el 1
corresponde a la region 5° no traducida del RNAm, el intron 1 es de 541 nucledtidos de longitud y
termina 88 bases antes del sitio de inicio de traduccion (Iwasaki, ef al, 1996). Los exones 2 y 3 estan
separados por un scgundo intréon que se extiende por mis de 25 kb y separa a las regiones que codifican

para los dominios transmembranales 5 y 6 (Iwasaki, er al, 1996, Bauer, et al, 1999).




Se ha descrito el procesamiento alternativo de un intrén en los transcritos del TRF R1 de la
pituitaria de la rata y del ratéon, todos estos DNAc codifican para receptores funcionales con respuestas
electrofisioldgicas indistinguibles (Gershengorn y Osman, 1996; Cao, ¢t al, 1998).

El TRH R1 posee tres sitios potenciales de N — glicosilacion en la region 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 cisteinas (cada una en un lazo
extracelular diferente) pudiesen estar implicadas en la formacién de un enlace disulfuro (Gershengorn,
1993) y tiene sitios probables de fosforilacién en uno de los lazos intracelulares y en el extremo
carboxilo terminal (Gershengorn y Osman, 1996).

El TRH R2 se aisld mas 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 TRH
R1 es de 50.6%, y presenta un extremo C terminal mas corto que cualquiera de las formas alternativas
del TRH R1 (Heucr, ¢t al 2000; O’Dowd, et al 2000; Cao, ¢r al 1998). El analisis de su DNAc reveld
que la proteina esta compuesta de 352 aminoacidos (O’Dowd, ¢r al, 2000), tienc un sitio potencial de N
— glicosilacion en el extremo N terminal y varias serinas y treoninas en el carboxilo terminal y el tercer
lazo intracelular, que son sitios probables de fosforilacidén y regulacion (Cao, et al, 1998).

Al igual que todas las isoformas del tipo 1 de receptores de la TRH, el TRH R2 es una proteina
integral de membrana, con siete dominios transmembranales, que pertenece a la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas G (Cao, ¢f al, 1998). El TRH R1 esti acoplado a las Gg y Gi1, ambas
insensibles a la toxina pertisica; se ha sugerido que también puede unirse a G;.a, Gi.3 y una proteina
semejante a las G, en condiciones y tipos celulares particulares (Gershengorn y Osman, 1996).

Las regiones de TRI R1 involucradas en el acoplamiento a las proteinas G parecen reducirse a
la zona yuxtamembranal del lazo intracelular 3, aunque se requieren estudios mas profundos sobre la
interaccién entre el receptor 1 y las proteinas G (Gershengorn y Osman, 1996).

I.os dos receptores presentan activacion basal ligando independicente, la cual es mayor en el TRH
R2 que cn el TRH R1 (Wang y Gershengorn, 1999). Esta actividad basal, cuyo papel fisiolégico se
desconoce, asi como la inducida por 1a TRH, estan mediadas por la activacion de la via de la fosfolipasa
C fosfoinositido especifica (mejor caracterizada en las células de la adenohipéfisis) (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 — diaciiglicerol (Gershengorn y Osman, 1996). Uno de




los efectos finales de estas vias de segundos mensajeros, mediado en parte por el factor de transcripcion
AP1, consiste en la induccidén de la expresion génica.
‘ El 1,2 — diacilglicerol activa a la PKC y el inositol 1,4,5 — trifosfato estimula la liberacion de
“calcio intracelular que activa a la proteina cinasa dependiente del complejo calcio/caldmodulina (Wang
y Maurer, 1999), la cual regula la transcripcion por medio de CREB — P. El TRH R1 también activa la
via de sefializacién de la proteina cinasa mitégeno activada (MAPK) (Wang y Gershengorn, 1999), lo
que podria estar jugando un papel importante en la regulaciéon de la transcripcion del gen de la
prolactina (Wang y Maurer, 1999). La activacién de esta via estd mediada por al menos dos de los
mecanismos dec sefializacion 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 analisis de unién de la TRH al TRH R1 en distintos valores de pH, y la mutacion de residuos
de aminoacidos 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 interaccién idnica, siendo los
puentes de hidrégeno los enlaces de mas alta energia entre las dos moléculas (Gershengorn y Osman,
1996).

El TRH R1 exhibe especificidad estructural por las tres posiciones de los aminodacidos de la
hormona; y, con excepcioén del derivado N—3—metil-His que posce una afinidad por el receptor mayor
que la de la misma TRH, todas las modificaciones estructurales del péptido causan un decremento
dramadtico en la afinidad de unién (Gershengorn y Osman, 1996). Desafortunadamente, ninguno de los
cientos de analogos sintéticos de la TRH actia como un antagonista clasico de los receptores. De hecho,
los Uinicos competidores conocidos pertenecen a una clase completamente diferente de sustancias, las
benzodiacepinas, aunque esta afinidad por el receptor se presenta solo in vitro (Gershengorn y Osman,
1996; Bauer, ¢f al, 1999).

Los estudios farmacoldgicos llevados a cabo con los andlogos sintéticos de la TRH y con la
TRH misma, muestran caracteristicas indistinguibles de afinidad de todos los ligandos entre ambos
receptores de la rata, aunque ésto csta en controversia para uno de ellos (O’Dowd, et al 2000; Cao, et al,
1998).

El TRH R1, en la pituitaria anterior, es regulado homéloga (Hinkle y Tashjian, 1975; Oron, ef al,
1987) y heterdlogamente. Estos efectos han sido muy bien caracterizados tanto in vifro como in vivo.

La inactivacion homdéloga en particular, ha sido descrita para los dos tipos de receptores, y

produce su rapida y extensiva internalizacién a través de vesiculas cubiertas de clatrina. El 80% de los
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‘complejos TR -receptor son secuestrados dentro de las células de la pituitaria con una vida media de 2-

2.3 'min 3auer, e al, 1999). En la regién C terminal del TRH R1 existen tres secuencias consenso
] rilacion por la caseina cinasa II que permite al receptor interactuar con la B — arrestina

lu, er al, 2001; Kroeger, er al, 2001), y dirigirse hacia las vesiculas de clatrina (Zhu, et al,

"La capacidad de la TRII de inducir la hidrolisis del fosfoinositido, en una estimulacion aguda, es
,Viij{dbi‘stirnguible tanto para el TRIH R1 como para ¢l TRH R2 de la rata. Ante la estimulacidn cronica, el
RI-I R2 es menos efectivo que el R1 en la induccion de la expresion génica, quiza debido a las
‘”dvil"crcncias en la velocidad de internalizacion y degradacién inducida por la TRIE. IE1 TRII R2 cs
internalizado e inactivado mas rapidamente que el R1 después de la union con sus agonistas (O’Dowd,
et al, 2000).

Una segunda fase de exposicion a la TRH produce una disminucién en la tasa de transcripcion
del gen del TRH R1 y un decremento en la estabilidad del RNAmM (Gershengorn y Osman, 1996; Bauer,
et al, 1999). En células GHj transfectadas establemente con ¢l DNAc del TRH R1, la vida media

aparente de los transcritos del receptor disminuyo de 3 a 0.75 horas después de la estimulacién con 1pM
de TRH por 1.5 horas (Gershengorn y Osman, 1996; Bauer, et al/, 1999). La activacién de la PKC por
ésteres de forbol produce una reduccién en la cantidad de RNA mensajero del TRH R1, de forma
similar a la que se produce por regulacién homologa (Fujimoto, ef al, 1991), por lo que se ha propuesto
a esta via como la mediadora de los efectos de la TRIL ademas de la PKA (Gershengorn y Osman,
1996).

Otras hormonas y factores regulan la densidad de receptores y los niveies de su RNAm: las
hormonas tiroideas, en particular la T3, cjercen un poderoso control negativo sobre la respuesta de la
pituitaria a TRH (Gershengorn y Osman, 1996; Bauer, ef al, 1999). Los estrogenos incrementan los
cantidad de receptor, al igual que los glucocorticoides y el calcitrol; mientras que cl factor de
crecimiento epidermal, el péptido intestinal vasoactivo y tcdas las drogas que producen elevadas
concentraciones de AMPc causan su disminucion (Gershengorn, 1993; Gershengorn y Osman, 1996;
Bauer, et al, 1999).

Es importante sefialar que el decremento en el nimero de receptores membranales (medidos por
la unién de [PH]MeTRH) de la TRH), ya sea por regulacién homéloga o heteréloga, disminuye la

respuesta de la pituitaria a la hormona (Gershengorn, 1993).
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El andlisis del geny su region prométora revelaron que, ni la caja TATA, la CAAT, o una region
rica en GC estan presentes en la cercania del sitio de inicio de la transcripciéon (Iwasaki, er al, 1996;
Bauer, e/ al, 1999), si bien se encontraron dentro de 1kb que flanquea al punto de inicio de
transcripcion, los siguientes elementos regulatorios: un sitio perfecto PEA-3, un motivo GATA, dos
sitios casi perfectos Pit-1 (para un factor de transcripcion especifico de la pituitaria anterior), una
secuencia muy similar al sitio consenso de AP1, dos sitios medios TRE casi perfectos, y una secuencia
semejante GRE (Iwasaki, er al, 1996: Gershengorn y Osman, 1996; Bauer, e¢r al, 1999), Estos datos
ayudan a explicar mucha de la informacién bioquimica y molecular sobre la regulacién del receptor 1 de
la TRH.

En los dltimos afios ha surgido una gran cantidad de evidencia bioquimica y funcional que apoya
la existencia de homo-, hetreo- y oligdmeros entre los miembros de la familia receptores con siete
dominios transmembranales acoplados a proteinas G (Kroeger, et al, 2001). Este tipo de interacciones
ha sido demostrado para el TRH R1 cn sistemas celulares in vifro, en donde, en un estado libre de
ligando, el receptor existe como un complejo homo — oligomérico, siendo esta interaccidon incrementada
por la TR, en una forma dosis y tiempo dependicente (Kroeger, et al, 2001; Zhu, et al, 2002), lo que

sugiere que este fendmeno tiene alguna relevancia funcional atin desconocida (Zhu, er al, 2002).

DISTRIBUCION DEL SISTEMA DE TRANSMISION TRHiracico EN EL SNC

Los estudios de hibridacioén in sirv del RNA mensajero del TRH han permitido caracterizar los
sitios donde comienza la sintesis de la preprohormona, sin embargo, este enfoque no permite investigar
dénde se encuentran las terminales nerviosas en las que se almacena y libera ¢l péptido procesado
(Bauer, ¢f al, 1999).

Los estudios inmunocitoquimicos sobre la TRH han sido bastante in{ructuosos, primero por la
dificultad que representa generar anticuerpos especificos y sensibles para un péptido de tamafio tan
pequeiio, y segundo, los problemas técnicos con respecto al método éptimo de fijacion de los tejidos
(Bauer, et al, 1999). Se ha intentado, con cl objectivo de evitar la difusion y pérdida extensiva de la
TRH, usar fuertes fijadores aldehidicos como la acroleina o la fijacién a bajos valores de pl usando
acido picrico que han tenido cicrto éxito. De esta forma, se observa una gran cantidad de inervacion
TRHérgica en la eminencia media, el drea predptica y otras areas hipotalamicas, ademas del nicleo del

tracto solitario, ¢l bulbo olfatorio, ¢l septo lateral, el drca amigdalohipocampal y la espina dorsal (Bauer,
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et al, 1999). Sin embargo, se considera que esta informacion esta incompleta y que se esta subestimando
la cantidad de inervaciones TRHérgicas en el SNC (Bauer, er al, 1999).

En el sistema limbico se pueden detectar células positivas a la TRH en las capas granular y la
piramidales (CA1 Y CA3) y en los aspectos ventrales del giro dentado (Hokfelt, et al, 1989). En la
corteza, las neuronas TRHérgicas estan dispersas, siendo particularmente numerosas en las cortezas
pririforme y entorrinal, alrededor del surco rinal (Hékfelt, 1989).

Con respecto a los receptores de la TRH no se conoce nada de su papel relativo en el cerebro,
aunque hibridaciones ir situ muestran patrones dec distribucion mutuamente excluyentes (Cao, er al,
1998; Heuer, er al, 2000).

Por muchos aiios, y antes de clonar e identificar a los dos tipos conocidos de TRH Rs, su
distribucién en el sistema nervioso central se estudi6é con base en autoradiografia cuantitativa, usando
como ligando al anilogo de alta especificidad [*’H]MeTRH. El panorama que emergid con estos trabajos
era €l de una distribucién heterogénea a lo largo de todas las estructuras cerebrales. Sharify Burt (1985)
reportan que el complejo amigdalar, el hipotalamo y el tdlamo son las zonas mas enriquecidas con
receptor. Ademas, detectan sefiales de uniéon muy altas en el giro dentado de la formacién hipocampal,
cl septo medial, el nicleco accumbens y en la espina dorsal (sustancia gelatinosa, cuerno dorsal y materia
gris del canal central) (Sharif y Burt, 1985).

En ese mismo afio otras tres publicaciones muestran con mas detalle la distribucion de los sitios
de unién a la TRH en el cerebro de la rata. Manaker, ef al (1985) encuentran que las mas altas
concentraciones de receptores se encuentran en: el aparato olfatorio (especificamente en el bulbo
olfatorio accesorio), la amigdala entera y las regiones adyacentes a ésta (como cl nuicleo endopiriforme
y cl drca amigdalohipocampal), zonas discretas dentro del hipocampo (la region ventral del subiculo y
del giro dentado), algunas estructuras corticales ricnecelilicas localizadas sobre la amigdala y el
hipocampo (cortezas entorinal y la que rodea a la fisura rinal) y el septo (donde resaltan el nicleo basal
de la estria terminal, el nicleco septohipotalamico, los brazos horizontal y vertical de la banda diagonal
de Broca y las islas de Calleja Mayor).

Densidades moderadas de sitios de union a la TRH se pueden observar en algunas regiones del
mesencéfalo (nucleo interpeduncular y coliculos inferior y superior), el tallo cerebral (varios nticleos de
la formacion reticular como el rafé dorsal medial y le locus coeruleus), la espina dorsal (siendo la mas
alta concentraciéon de receptores la de la sustancia gelatinosa, scguida de los cuernos dorsal y ventral y

del canal central), el hipotilamo (los nucleos paraventricular, periventricular, arcuato, ventromedial,




dorsomedial, el drea predptica lateral y medial y el hipotdlamo lateral, destacando el nulcleo
supraquiasmatico con altas concentraciones de receptores) y cl talamo (donde destaca el nucleo
paraventricular talimico con alta concentracidon) (Manaker, ef al, 1985). LLos niveles mdas 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 niicleo accumbens, mientras en el trabajo
de Sharif'y Burt (1985) ésta es una de las dreas con mayor densidad.

Mantyh y Hunt (1985) observan un patron de distribucién e intensidad de unién a los receptores
similar al de Manaker, aunque con ligeras discrepancias en algunos nicleos amigdalares, talamicos e
hipotalamicos. Pazos, e¢f al (1985) reportan el mismo patrén general, aunque nuevamente se presentan
contradicciones con los otros reportes en sitios muy especificos del SNC. En estos trabajos se resalta la
ausencia total de correlacion entre los sitios inmunoreactivos a TRH y los sitios de unién, aunque las
dificultades técnicas de la inmunohistoquimica del TRH deben ser consideradas.

Recientemente se reporté la hibridacidn in situ para los cuatro elementos del sistema de
transmisién TRHérgica (Heuer, er a/, 2000). En general, la distribucién del RNA mensajero de los dos
receptores concuerda con la de la PPII, con ligeras discrepancias sobre todo en el cerebelo (IHeuer, et al,
2000).

Mas especificamente en la corteza cerebral hay abundante RNA mensajero del R2 que esta
colocalizado con el de la PPII en las cortezas cingulada, somatosensorial primaria, motora, visual y
olfativa; mientras que el mensajero del R1 se encuentra en las dreas de transicién corticales (cortezas
perirhinal, entorhinal) (Heuer, et a/, 2000).

Dentro de la formacién hipocampal no se puede detectar el RNAm del R2, el de la PPII aparece
muy abundante en las neuronas piramidales de CA1l, CA2, y CA3/CA4 y el del R1, se encuentra en
abundancia en el giro dentado ventral (Heuer, er al, 2000).

En la amigdala el mensajero del R1 es abundante en el complejo nuclear corticomedial (la zona
de transicion con el hipocampo) y se sabe que a esta zona llegan fibras desde regiones que contienen la
TRH, como el bulbo olfatorio, cl hipotalamo y los nticleos viscerales del tallo cerebral, por lo que se
propone que el TRI R1 media las funciones viscerales de la TRH en la amigdala. El mensajero del R2
abunda en las subdivisiones rostral medial y basolateral de la amigdala (al igual que la TRI), las cuales
son zonas que reciben estimulo cortical y talamico, quizd modulando funciones cognitivas asociadas a
los aspectos emocionales de la atencidn y el aprendizaje. El RNAm de la PPII se distribuye en todo el

complejo amigdalar con distintas intensidades (Heuer, ¢ al. 2000).
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El hipotalamo contienc abundante RNAm de la preproTRIL, del R1, de la PPIl y, en menores
cantidades, del R2. Aqui, el patron de distribucion muestra mutua exclusividad entre los dos receptores.
En el tilamo el TRH R2 es el receptor predominante, mientras la PPII se expresa en bajas cantidades. El
tdlamo es una region conocida por ser relevo de las sefinles de dolor, y dado que contiene gran cantidad
de TRH R2, es este receptor el que podria contribuir a la actividad antinociceptiva de la TRH ante
estimulos quimicos y mecanicos, con una potencia analgésica comparable con la de 1a morfina (Heuer,
et al, 2000).

La presencia del TRH R2 en la formacién reticular, en el tilamo, en las regiones corticales y en
la amigdala basolateral, arroja pistas sobre la actividad de la TRI en el cfecto de despertar a los
animales hibernantes, reducir el tiempo de sueifio de los animales bajo narcosis inducida por etanol, §3-
endorfina, barbitiricos, etc., ademds de sus propiedades antidepresoras. Esta capacidad analéptica esta
relacionada con la acetilcolina, la cual, en respuesta a la TRH, incrementa su liberacion en la corteza y
el hipocampo (Hleuer, ef al, 2000; Cao, et al, 1998; O’Dowd, ¢r al, 2000).

El R2 es el receptor predominante en el tallo cerebral y en el mesencéfalo, sobre todo en zonas
involucradas en ¢l procesamicnto de la informacién sensorial y la regulacién de la actividad, la
conciencia y ¢l suefio. El R1 en cambio, esta restringido a unas pocas areas en las que estan localizadas
motoneuronas involucradas en controlar funciones neuroenddcrinas y vegetativas (Fleuer, 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 R1 ni de la preproTRH. Esta estructura coordina el movimiento, y la
localizacién del R2 y la PPII en ella explica algunas evidencias experimentales, como mejoria, inducida
por andlogos de la TRH, de desdrdencs cereberales (Heuer, er a/, 2000; Horita, 1998). La presencia de
RNAmM del R2 en el cerebelo pareciera estar contrapuesto a la ausencia de sefial de union de
PHIMeTRH en esta zona (Manaker, ef al, 1985).

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

informacién sensorial al cerebro), mientras que el R1 predomina en zonas ventrales de motoneuronas.

EFECTOS DE LA TRH EXTRAHIPOTALAMICA
La participacion de la TRH como neuromodulador se ha apoyado en estudios farmacolodgicos, en
los que la inyeccidn intravenosa o intracerebroventricular del péptido o de sus andlogos induce cambios

conductuales en animales y en humanos.
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La administracién de la TRH disminuye el consumo de agua y alimento (Vijayan, et al, 1977),
induce la activacidon del sistema locomotor (en el niicleo accumbens) (Metcalf y Dettmar, 1981) y de la
conducta de masticacién y olfateo (Yamamura, et al, 1991), tiene un efecto termorregulador (induce
hipo e hipertermia dependiendo de la especic), mejora el tono muscular (antagoniza la relajacion
inducida), tiene efectos cardiovasculares (incrementa la presion sanguinea y el ritmo cardiaco),
incrementa la tasa respiratoria, incrementa o decrece, dependiendo de la especie, la motilidad gastrica e
incrementa la secrecion de acidos y el vaciamiento gastrico (O’Leary y O’Connor, 1995). También
produce un efecto de exitacion (Thompson y Rosen, 2000).

Los andlogos de la TRIH con modificaciones C-terminales han mostrado incrementar la
recuperacion de dafios en la espina dorsal, mientras que los modificados en el extremo N-terminal no
pueden revertir estos dafios (Heuer, ef 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 desérdenes afectivos como la depresién (Prange, er al, 1987;
Nemeroff, et al, 1989) y en algunas patologias como la epilepsia, en las que reduce la intensidad de las
convulsiones (Ujihara, ef al, 1991; Matsumoto, et al, 1987) y potencia la acciéon anticonvulsiva del
fenobarbital sobre las crisis gencralizadas producidas por clectrochoques (Nemeroff, et al, 1975).
También revierte los efectos narcéticos e hipotérmicos de la inyeccidn intraperitoneal de etanol y la
narco‘sis de los barbituricos (Morzorati, er al, 1993; French, ¢f al, 1993), o bien de animales sometidos
al frio (Zoeller y Rudeen, 1992).

La inyeccién intratecal de la hormona induce castafieo de las mandibulas y "wet dog shakes",
mientras que en el cuarto ventriculo incrementa la tasa respiratoria (Rekling, 1992).

En las neuronas corticales y del hipocampo la TRH antagoniza la excitaciéon producida por el
glutamato (Renaud, ¢r al, 1979; Koening, ¢t al, 1996), mostrando un efecto neuroprotector contra
eventos de excitotoxicidad (Pizzi, er al, 1999; Shishido, et al, 1999). Por si misma la hormona no
cambia el potencial de membrana en reposo, pero incrementa las respuestas despolarizantes del NMDA
(N — metil — D — aspartato) en la sinapsis entre la via perforante y el giro dentado (Morimoto, er al,
1986), siendo éste un efecto a largo plazo (Kasparov, er al, 1994). No se ha encontrado efecto directo
sobre los niveles de calcio, pero inhibe su incremento causado por estimulacién con NMDA o AMPA
(Acido o - amino 3 — hidroxi — 5 — metil — isoxazol — 4 — propridénico) (Koening, ef al, 1996).

En neuronas CA1 hipocampales la TRH (10mM) incrementa fuertemente la respuesta a NMDA

de forma transitoria (6-7 min) y a nivel postsindptico (Stocca y Nistri, 1995). Kasparov, ef al (1994) y
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Stocca y Nistri (1995) proponen que ¢l mecanismo para el cfecto de la TRI1 sobre las células
piramidales CA1 sea a través de sus receptores.

La TRH también interactiia con la transmision GABAérgica (del acido ¥ - animo butirico)
produciendo una depresion reversible de los potenciales inhibitorios postsinapticos rapidos mediados
por GABAA (Stocca y Nistri, 1996; Barbieri y Nistri, 1997; Crews, et al, 1996).

Se ha postulado que la actividad de los receptores NMDA y GABAA, esta siendo modulada por
fosforilacion mediada por la proteina cinasa C (PKC). ya que: a) los receptores NMDA y GABAA
prescntan sitios potenciales de fosforilacién por la PKC (Stocca y Nistri, 1996) y, b) los efectos
ncuroprotectores del TRH sc revierten al inhibir a la PKC (Pizzi, er al, 1999; Shishido, et al/, 1999).

Estudios con modelos animales que ejemplifican condiciones estresantes como el ayuno (de
Gortari, ef al, 2000a; Nikodemova, ¢ al, 1998) y el kindling amigdalino (epilepsia), asi como la
administracion de etanol, han permitido comprometer al péptido con conductas y alteraciones del SNC e
identificar los sitios de accién enddgena, al evaluar los cambios especificos en el contenido de la TRH
en regiones cerebrales relacionadas con la patologia o funcién en estudio (Sattin, et al, 1999).

El ayuno (privacion total de alimento) y la desnutricidn (déficit cronico del consumo energético-
proteica), provocan cambios en el contenido de la TRI1 en la amigdala (de Gortari, ef al, 2000a), (regién
relacionada con la selecciéon de nutrimentos y funciones sensoriales) y en la regiéon septohipocampal
(Nikodemova, er al, 1998) (involucrada en aprendizaje y memoria). En animales recién destetados las
alteraciones aparccieron en el hipocampo y en el nicleo accumbens, coincidiendo con la hiperactividad
observada en éstos (de Gortari, ef al, 2000a).

La activacion de las neuronas TRFérgicas ha sido demostrada en modelos animales de epilepsia;
por cjemplo, con la estimulacion eléctrica subumbral (“kindling”) (Knoblach y Kubek, 1997; Kubek, et
al, 1993; de Gortari, ¢ al, 1995) y durante los ataques inducidos por kainato o pilocarpina (Jaworska-
Feil, er al, 1999), en los cuales la TRH y su RNA mensajero se incrementan en el hipocampo, la
amigdala y la corteza frontal, mientras que la union de TRH (receptores) disminuye (de igual forma que
el RNAm del TRH R2, de Gortari, ef al, 2002, sometido). Los niveles de TRH incrementan
proporcionalmente a la frecuencia de descarga conforme el “kindling” progresa y en relaciéon a la
susceptibilidad epileptogénica de cada region (de Gortari, ¢f al, 1998).

Las dosis clevadas de etanol administradas en forma aguda provocan alteraciones en funciones
biologicas y en regiones cerebrales donde la TRI estd presente. La inyeccion intraperitoneal de etanol

induce hipotermia (Zoeller y Rudeen, 1992) 1 y 3 horas después de su administracién y reduce el




T 1ncrcmento en los niveles de RNAmM de la preproTRI1 del NPV que resulta de someter a los animales al
' éstl':i‘j)uvlko‘d.ey frio (Zoeller y Rudeen 1992; Uribe, ef al, 1995). El etanol y la TRH act@ian a través de vias

: "i’ﬁterrelacionadas, pues la hormona bloquea los efectos narcéticos del etanol y los dos estin
i‘hv‘olucrados en la termogénesis. En el nucleo accumbens hay una disminucién inicial en el contenido
de TRH una hora después de la inycccion (cuando ¢l animal esta narcotizado) mientras que, en el
hipocampo los niveles de TRI1 cstin 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
estara reflejado en cambios en ¢l RNAm de la preproTRH y, algunas veces, en los niveles de péptido
procesado (Uribe, ef al, 1995; Pércz Martinez, ¢r al, 1998; Joseph-Bravo, er al, 1998), y/o en los niveles
de receptores o la actividad de la PPIT (Charli, ef al/, 1998).

En los ultimos afios se ha centrado la atencion en el papel potencial de los neuropéptidos en el
aprendizaje y la memoria (de Wied, 1997; Bennett, ef al, 1997), aunque la mayoria de la evidencia que
los implica en los procesos cognitivos proviene de la manipulacidon farmacolégica de animales en el
contexto de un paradigma de aprendizaje y/o de memoria.

Varios ncuropéptidos parecen facilitar o producir cambios conductuales que mejoran ¢l
desempeiio 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, er al, 1997).

La administracion oral o nasal de analogos de la TRH, produce un decremento en el nimero de
errores y en el tiempo de solucién de una tarea espccifica (Horita, 1998), y ha resultado benéfica en
modelos animales de amnesia (Florita, 1998), asi como en la prevencién de defectos mnemodnicos
causados por lesiones en el cerebro frontal basal (Yamamura, ef al, 1991) o en el nilicleo basal
magnocelular (Miyamoto, ef al, 1993; Ogasawara, ¢/ al, 1995; 1996; Sabbatini, ef al, 1998; Panocka, et
al, 1997), asi como daiios producidos por la administracién de escopolamina (Yamamura, ef al, 1991;
Drago, ef al, 1996; Miyamoto, ¢t al, 1993), electrochoques (Swertka, er al, 1992), hipercapmnia
(Ogasawara, et al, 1995) o lesiones inducidas por AMPA (Ballard, ef al, 1996).

Algunos de estos efectos se deben a las acciones de la TRH sobre los sistemas de transmision
colinérgica ya que los andlogos de la TRII son capaces de restaurar a las neuronas colinérgicas del
nucleo basal magnocelular NBM) y a las proyecciones colinérgicas hacia la corteza cerebral afectadas

por lesiones e¢n el NBM (Panocka, er czI; 1997; Sabbatini, er al, 1998): aunque algunas evidencias hacen
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pensar que el efecto facilitador de la TRH en los paradigmas de retencidon y recuperacion también puede
estar mediado por los receptores a NMDA (Kasparov y Chizh, 1992).

LA ESTRATEGIA DE OLIGODEOXINUCLEOTIDOS ANTISENTIDO

Los oligodeoxinucledtidos (ODNs) antisentido son moléculas de longitud corta (17-22
nucledtidos) que interficren con uno o mds pasos del proceso de formacién de una proteina, generando
tejidos deficientes en ésta, lo cual permite entender la relevancia fisiolégica de cualquier factor a partir
de su ausencia (Neumann 1997, Leslie, er al, 1999). El uso de ODNSs antisentido ha resultado ser una
herramienta valiosa para estudiar, cn el cerebro intacto, los correlatos molcculares, celulares y
neuroenddécrinos del comportamiento (Landgraf, ef al, 1997), especificamente de neuropéptidos en
paradigmas fisiologicos y conductuales especificos (Neumann, 1997).

El interés en la utilizacion de los ODNs antisentido se centra en que pueden, teoricamente, abatir
una enfermedad cuando ésta es producto de la sobre expresion de una proteina especifica (Neumann,
1997; Leslie, et al, 1999).

La técnica atn esta siendo perfeccionada, aunque algunas de sus limitaciones han sido la causa
del desanimo entre investigadores sobre el potencial terapéutico y experimental de los ODNs
antisentido. Conforme la expericncia va aumentando y mads estudios sobre los mecanismos, toxicidades
y empleo de controles adecuados han sido publicados, el éxito de la técnica se ha incrementado
(Neumann, 1997; Leslie, ¢t al, 1999), sobre todo por su simplicidad, disefio racional, bajo costo y por
los avances en la secuenciacion de genomas (Agrawal y Kandimalla, 2000).

I.as estrategias tedricas para reducir especificamente el nivel de expresion a través de los ODNs
antisentido han estado enfocadas en lo siguiente: inducir la formacién de una estructura de triple hélice
en ¢l material genético de una célula, o por la union de un ODN en forma antisentido al DNA durante la
transcripcion, inhibiendo, de cualquier forma, la formacion del RNA mensajero (Leslie, ef al, 1999),

Alternativamente, los ODNSs antisentido van dirigidos contra el RNA mensajero para impedir su
traduccidn a proteina; en este caso puede detenerse el proceso de traduccion por un impedimento
estérico en la interaccion 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
nuclco o no sea traducida (Landgraf, er al, 1997). El rompimiento del RNAm por la actividad de la
RNasa H cndégena también ha mostrado estar involucrado en muchos casos (Leslie, er @/, 1999). La

RNasa H es una enzima que rompe la cadena de RNAmM en el sitio de hibridacion 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 RNasa H han sido caracterizadas en mamiferos; incluso se tienen identificados estos

‘genes en el humano. La actividad de RNasa H podria estar involucrada en la remocioén de los iniciadores

-1 de RNA en la sintesis de DNA, tal como lo sugieren datos in vitro para procariontes y cucariontes. Sin

embargo, su papel fisioldgico en E. coli es prevenir que la replicacién del material genético inicie en un
sitio diferente a oriC, ya que la eliminacion de los iniciadores se realiza por la actividad de exonucleasa
5°de la polimerasa de DNA. La trascendencia fisiologica de la RNasa I en eucariontes permancce
incomprendida (ten Asbroek, er al, 2002).

El disefio de los ODNs es critico, sin embargo, no existen reglas. Por ejemplo, la determinacion
del tamafio 6ptimo de la molécula se ha hecho por medios empiricos para cada caso especifico (Patzel,
et al, 1999); atn asi, algunas generalidades deben ser consideradas, como el hecho de que el ODN no
debe ser tan corto como para no tener una capacidad de unién especifica y, no demasiado largo como
para que no sea accesible al tejido y sea dificil de manipular (Patzel, er al, 1999).

La eficacia de los ODNs antisentido estd relacionada a la termodindmica y a los pardmetros
cinéticos determinados por las secuencias blanco locales y la propia estructura espacial del ODN. Sin
embargo, estos parametros de hibridaciéon no son lo suficientemente claros, pues la extension o
disminucién de uno o dos nucleétidos en un ODN altera crucialmente la eficiencia de apareamiento
tanto in vitro como in vivo (Patzel, et al, 1999).

La seleccion de una secuencia para la hibridacién con el ODN antisentido es simple en teoria, ya
que solo estaria basada en el apareamicnto de bases cldsico de Watson y Crick. Sin embargo, solo ¢l 20
6 30 % de las secuencias seleccionadas son lo suficientemente activas para reducir los niveles de
proteina hasta un 50% (Landgraf, et al. 1997). Las regionecs mds cominmente seleccionadas de un
RNAmMmM incluyen la regién 5' no traducida, la 3' y la regidon alrededor del codén de inicio de la
traduccidén. De estos sitios, los ODNs dirigidos contra el AUG han sido los mas consistentes en la
reduccion de la expresidn génica, sin embargo, éste no es el tnico sitio en el que se produce un efecto
antisentido, ni en el que ocurre mas potentemente y a veces resulta ineficaz. Ademas, debido a que
algunas de las secuencias de nucleoétidos alrededor del AUG estin conservadas hasta cierto punto, otros
RNAm pueden resultar afectados por los ODNs antisentido (Landgraf, er al, 1997; Patzel, er al, 1999).

Las estrategias que toman en cuenta el contenido de GC o la temperatura de disociaciéon del
heteroduplex, y los programas dc plegamiento de RNA, han producido resultados mixtos. Se ha

determinado que algunas estructuras sccundarias del RNAm son sitios accesibles para el aparcamiento,
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por ejemplo: los tallos - asa (stem — loop), cuando el asa tiene una extensién minima de 10 nucledétidos;
las burbujas (regiones no complementarias flanqueadas por segmentos apareados) de tamaiio similar; las
secuencias que conectan unidades de plegamiento y las secuencias de los extremos no involucradas en
interacciones intramoleculares. Con estas bases se generé un algoritmo computacional que predice las
estructuras secundarias mas probables de una secuencia en particular de RNA (Mfold) (Patzel, ef al,
1999), donde las regiones susceptibles de hibridaciéon 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 dc energia minima del RNAm. Los trabajos en los que se utiliza este método reportan
ODNs antisentido muy efectivos en la zona de inicio de la traduccidn, aunque también en otros sitios
del RNAm (Patzel, et al, 1999).

Para que los ODNSs antisentido buedan tener el efecto deseado, es necesario protegerlos de las
nucleasas enddgenas que trabajan rapidamente 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 aplicacidon requeridas son
altas y frecuentes (Peng Ho y Harting, 1999). Wahlestedt, er al (1993) reportan la disminucioén de la
expresion del receptor NMDA R1 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 f{osforotionados (en los que uno de los oxigenos que no
participan en el enlace fosfodiéster e¢s sustituido por un atomo de azafre) debido a su estabilidad relativa
frente a las nucleasas (Landgraf, ¢f al, 1997). Hay evidencia de alta toxicidad en el sistema nervioso
central (como pérdida de neuronas e infiltracién de células) y efectos secundarios no deseados, como
fiebres, induccion de mediadores de la inflamacion, sintomas generales de mala salud y pérdida de peso
con la aplicacion de ODNs fosforotionados (Brogerger, er al, 2000; Peng lo, et al, 1998). Si bien
muchos de estos efectos son resultado de la presencia de ciertos motivos de secuencia y estructuras
secundarias, mas que de efectos debidoa a la tioproteccion (Agrawal y Kandimalla, 2000). Por ejemplo,
los motivos CpG (o los de 4 G en serie) cn la secuencia de un ODN ticnen actividad
inmunoestimulatoria, por lo que se debe tener mucha precaucidn para la interpretaciéon de los datos in
vivo. También, las estructuras secundarias producidas por auto complementariedad del ODN
antisentido, interfieren con el efecto especifico principalmente por ¢l reclutamicento de proteinas que no
son las blanco, como las proteinas que se unen a heparina (Agrawal y Kandimalla, 2000; Lebedeva y

Stein, 2001). Asi, en el disefio de los ODNs conviene evitar tales secuencias.
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Los ODNs fosforotionados parecen ejercer sus efectos antisentido a través de una potente
induccion de la RNasa H, aunque la efectividad esta ligeramente afectada por la reducida afinidad a los
sitios de unién (Lok, et al, 2002). Otro tipo de ODNSs antisentido, con modificaciones 2-
metoxiribonucleétido, son efectivos cuando son complementarios a la secuencia de inicio de Ia
traduccidn, sugiriendo que detienen este proceso (Peng Ho, ¢t al, 1998).

Una alternativa estructural que permite dar la proteccion deseada la representan los ODNs
quiméricos, los cuales consisten en la combinaciéon de nucledtidos 2'-metoxifosfodiéster y
fosforotionados. Estos ODNs reticnen la habilidad de activar a la RNasa H, dado que posen una
secuencia corta de nucleétidos fosforotionados, al mismo tiempo que presentan menor toxicidad por
este mismo tipo de residuos (Peng Ho, er al, 1998). Otro tipo de ODNs quiméricos son los que poseen
un esqueleto central fosfodiéster, flanqueado en los extremos por 3 nucleétidos fosforotionados, que
parecen no presentar los efectos toxicos mientras que conservan la capacidad de activar a la RNasa Hy
tienen una afinidad mayor por la molécula blanco de RNAm (Landgraf, et al, 1997).

Un aspecto critico en la activacién de la RNasa H es que no requiere complementariedad total
entre el ODN y el RNAm para la induccion de su actividad. Este efecto ha sido llamado rompimiento
“irrelevante” y parece incrementarse con la longitud del ODN si bien, la concentracion y la quimica 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 mas potentes para los experimentos en animales (Peng Ho y Harting,
1999).

Los mccanismos por los cuales una célula es capaz de tomar a los ODNSs antisentido estan
pobremente caracterizados; se ha sugerido que su endocitosis esta mediada por proteinas de unidén a
dcidos nucleicos (Neumann, 1997). Una de las metas principales en el desarrollo de esta tecnologia es
por tanto, delinear la distribucién y comportamiento farmacocinético del ODN, asi como desarrollar los
medios mds efectivos para la administracion de la molécula al citoplasma de las neuronas o de cualquier
tipo celular in vivo (Landgraf, ef 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
empleo de lipidos catidénicos, y otros reactivos de transfeccion comerciales (Braasch y Corey, 2002).

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

Asi, para poder distinguir los efectos téxicos de los especificos, el requerimiento minimo es tener
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grupos tratados con el vehiculo (o agente transfectante) y con un ODN de sccuencia aleatoria (Landgraf,
et al, 1997). Otros de los ODNs control mas socorridos son los que tienen la secuencia sentido, que
resultan muy sencillos de disefiar y tienen la ventaja, al igual que los aleatorios, de conservar la misma
composicion de bases que el ODN antisentido.

Un control biolégico importante es el medir, en el mismo grupo de células tratadas con el
antisentido, alguna otra proteina o su RNAm, siempre y cuando exista alguna relacién quimica o
bioldgica con la molécula que se intenta disminuir (Landgraf, et a/, 1997). La aplicacion del conjunto de
estos controles permite que los cfectos reportados sean mads convincentes (Landgraf, et al, 1997).

En teoria, los efectos maximos de un ODN antisentido se logran después de un tratamiento por
un tiempo tres veces mayor que la vida media de la proteina, y en general, los receptores con 7
dominios transmembranales como los de la TRH, tiecnen una vida media de 2 hasta 8 dias (Peng Ho y
Harting, 1999). En particular, en las células de la linea GH3, la vida media del TRH R1 es de
aproximadamente 12 horas, mientras que en ovocitos de Xenopus transfectados con este mRNA, de 3
horas (Oron, ef al, 1987). Esto se desconoce para los dos receptores in vivo.

Finalmente, cabe mencionar que ya se ha reportado la aplicaciéon de ODNs antisentido en
moléculas involucradas en la transmision TRHérgica, algunos de estos reportes son resumidos en la

tabla siguente:

Blanco Tipo ODN Control Efecto Observaciones
Fosforotionado
complementario a Previene el efecto estimulatorio del TRH en el .
. . Aplicado
las  primeras 18 Mismatch vaciado del intestino y el efecto del frio en la | X
K . . intracisternalmente
ITRH R1 bases después del (con 4 | estimulacion del mismo fendmeno. Esto es
. (Martinez, et al,
AUG. errores) mediado por las vias colinérgicas vagales. 1998)
(5' GAC GGT TTC El ODN control no tiene efectos. )
ATT CTC CAT 3"
En respuesta al frio, el ODN antisentido contra
el TRH R1 no altera la inducciéon de cFos en el
. A NPV, el nicleo supra 6ptico, ni en varios
El mismo que en El mismo que Reportado en
niicleos medulares. B
FRI1 R] Martinez, et al, en Martinez, X Martinez, et al,
El control induce una disminucién de cFos en
(1998). et al, (1998). 2001).
el area postrema y el niicleo motor del vago, lo
que explican como efecto de la variabilidad
bioldgica y del pequeiio tamaiio de la muestra.
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Fosforotionado

dirigido contra una
region de 23 bases
(de la 20 a la 42)

La inyeccion intracerebroventricular del ODN

reduce el contenido de TRH diencefalico y la

(Garcia, er al,

transfeccion estable
de células en cultivo

con un adenovirus.

la B -

galactosidasa.

supone que la ausencia del péptido produce

muerte neuronal.

[TRH después del coddn Sentido presion sanguinea cistolica, ademas de una 2001)
de inicio (5' AAC reduccion de la angiotensina 11 diencefalica
CAA GGT cCcCcC E! control no tiene efecto.
GGC ATC CTG GA
3.
El efecto
RNAm antisentido A . . .
. Disminucion del 90% en la produccion morfolégico
de la preproTRH, | Adenovirus .
de la TRH, cambios en la morfologia neuronal { es parcialmente
producido por [ eXpresando a A
[TRH después de 14 dias de la transfeccion. Se | revertido por Ila

administracion de
TRI exégena.
(Luo, et al, 2001)
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JUSTIFICACION

El papel de la TRH extra hipotalimica ha comenzado a elucidarse con la inyeccidon de andlogos
sintéticos resistentes a la degradacién o con concentraciones muy altas del péptido natural, sin embargo.
las funciones enddgenas de la hormona ain no son claras. La participacion de las neuronas TRHérgicas
en el sistema limbico se infiecre 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 TR y su RNAmM cambian en amigdala, mientras que en el laberinto de agua (aprendizaje y memoria)
en hipocampo.

Para definir como participa la TRH en estas conductas se requeriria poder anular su efecto
utilizando, por ejemplo, antagonistas especificos para los receptores; éstos no existen y su desarrollo es
complejo, estando fuera del alcance econémico de muchos laboratorios. En su lugar, las herramientas de
la biologia molecular permiten el disefio de drogas (oligodeoxinucledtidos) que reducen,
selectivamente, la expresion de proteinas permitiendo obtener informacién relevante sobre la funcién.

En comparacion a la construccion de transgénicos, los ODNs antisentido, aunque no puedan ser
usados en estudios de sobreexpresion, presentan las ventajas de ser efectivos para cualquier especie, su
aplicacion y efecto son tejido especificos, muestran reversibilidad de la disminuciéon de la proteina
blanco, su desarrollo tiene un costo relativamente bajo y un uso terapéutico potencial (Landgraf, er al,
1997, Leslie, et al 1999). Si bien presentan algunas desventajas como la disminucién incompleta de la
proteina blanco, efectos independientes de la secuencia, problemas de administracién al sistema
nervioso central y cierta toxicidad asociada a los ODNs fosforo.tionados, estos problemas no parecen ser
generales, y las optimizaciones in vitro, ademas de la utilizacion de los controles adecuados, permiten la

seleccion de los oligodecoxinucledtidos mas especificos y eficientes.
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OBJETIVOS

GENERAL

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

antisentido que permita, posteriormente, interferir con la transmision TRFérgica en un sitio preciso del

sistema limbico en el cerebro de la rata adulta.

PARTICULARES

Disefio de 3 ODNs antisentido para cada uno de los RNA mensajeros blanco: el de la
preproTRH y los de sus dos receptores (TRH R1 y R2), mediante el método publicado por
Patzel, et al (1999).

Seleccién del ODN antisentido mas efectivo en la disminucién inducida del RNA mensajero del
TRH R1 en el sistema de cultivo de células de la pituitaria anterior de ratas hembra adultas
Determinacion de la especificidad del efecto antisentido por mediciéon 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 disefiados para el TRIH R1 y el ODN
reportado para el RNAm de este gen (Martinez, ef al 1998).
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MATERIALES Y METODOS
DISENO DE LOS OLIGODEOXINUCLEOTIDOS ANTISENTIDO

La estrategia de disefio de los ODN fue la siguiente:

Se obtuvo del banco de genes del Centro Nacional de Informacién Biotecnologica (NCBI por
sus siglas en inglés) la secuencia del RNA mensajero, para los tres genes de interés de Rattus
norvegicus.

Un segmento de 400 nucleotidos (ver resultados) del extremo 5°' de esas secuencias se copi6 al
programa Mfold, el cual modela la estructura secundaria del RNAm, permitiendo identificar los
dominios susceptibles de ser blancos de las secuencias antisentido. Se obtuvieron las 9 conformaciones
mads probables para el mRNA de!l TRH, 16 para ¢l de TRH - R1 y 18 para el de TRH R2.

Se buscaron regiones accesibles para los ODNs en y cerca del sitio de inicio de la traduccién en
las conformaciones de mayor y menor energia obtenidas. Estas secuencias fueron comparadas contra el
banco de genes por medio del algoritmo de alineamiento BLAST (el cual contiene informacién de
81.2% del genoma de la rata norucga), en busca de posibles blancos no deseados. Las secuencias que
presentaron alincamientos problematicos fueron sustituidas.

Después de evaluar que las secuencias de interés no tuvieran regiones de secuencia semejantes a
las del resto del genoma secuenciado de Rartus norvegicus, los ODNs antisentido seleccionados fueron
sometidos a un analisis con el programa Oligo v.4.0, para probar su estabilidad en la hibridacion con si
mismo y la formacién de estructuras de tipo horquilla.

I.os ODNs seleccionados (de 20 mucledtidos de longitud), méas sus controles, fueron sintetizados
por la compaiiia Synthetic Gentics con la modificacion de fosforotionado en la secuencia completa de

los ODNs (San Diego, USA) y purificados a través de HPLC, por la misma compaiiia.

CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS DE PITUITARIA ANTERIOR

Para los cultivos primarios de adenohip6fisis se emplearon ratas hembra de la cepa Wistar de 80
a 100 dias de edad, mantenidas en condiciones controladas de luz y alimentadas ad libitum (Purina rat
chow).

El protocolo de cultivo que sc siguid es el reportado por Vargas, et al (1994). Después de
sacrificar a las ratas por dccz}pitacién, la pituitaria anterior fuc disectada y separada de la neurohipé6fisis.

Quince adenohipdfisis fueron colocadas en 3 ml de medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco
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: (DMEM), que contenia 0.3% (p/v) de albimina sérica bovina (DMEM — BSA), y lavadas 3 veces con el
“mismo.

Posteriormente, el tejido fue cortado en pedazos con una navaja estéril y lavado otras tres veces
con DMEM — BSA, después de lo cual ¢l medio fue retirado y los segmentos fueron sometidos a
disgregacion enzimitica en una solucién de tripsina (5mg/ml) en DMEM - BSA (3ml) por 18 minutos a
37°C y en agitacién. Luego, se afiadieron 12 ng de DNasa disueltos en 4.5ml de DMEM — BSA, y la
incubacién continud por 2 minutos mas en las mismas condiciones. Transcurridos los 2 minutos finales,
la solucidén 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 incub6 por 8 minutos a 37°C en agitacion. El inhibidor fue retirado
¥y, por 8 minutos, se incubé al tejido a 37°C en agitacion en 6 ml de DMEM libre de calcio y magnesio,
con 2mM de EDTA. Nuevamente, el sobrenadante fue retirado y se adicionaron 6 ml de DMEM, ahora
con solo 1mM de EDTA, incubandose a 37°C por 15 min.

Para la dispersion mecanica, las células fueron lavadas tres veces con 3 ml de solucién C [NaCl
(1.7gr/1), KC1 (0.1gr/l), NaH;PO, (0.035gr/l), glucosa (0.25gr/1), NaHCO; (0.55gr/1), BSA (0.28%
[p/v]), antibidtico antimicético (0.25% [v/v]) y rojo de fenol (2.5mg/l)] y pasadas a través de pipetas
Pasteur con 4 puntas de distintos diametros. Las células fueron colocadas en 25 ml de DMEM — BSA
con 2.71g/ml de DNasa y centrifugadas a 200 g por 10 minutos a temperatura ambiente. La pastilla con
las células fue resuspendida en 15 ml de DMEM suplementado (suero bovino fetal al 10%, vitaminas
1.1% [v/v], penicilina 50U/ml, estreptomicina 50ug/ml, fungosina 125ng/ml, glutamina 2mM, y glucosa
14mM) y las células fueron contadas, a través de un hematocitometro, obteniéndose el numero total de
células mediante la siguiente formula:
nimero dc células/pl = (nimero de células vivas) (factor de dilucién) (K) / nimero de cuadros
contados; donde el factor de dilucion es 2, K es 4000 y el niimero de cuadros es 800.

Una vez contadas, las células fueron sembradas a una densidad de 1.1x10° en pozos de 16 mm
de diametro y a 0.18x10° en pozos de 6.4 mm (en este caso el DMEM contenia 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 dias en cultivo a 37°C en una
atmésfera saturada con agua al 95% de oxigeno y 5% de CO;. Al tercer dia se les hizo cambio de medio

y sc les dejé por un dia mas; al quinto se realizé la transfeccion. Las células sembradas en pozos de 6.4
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mm se mantuvieron por 24 horas in vitro, después de lo cual fueron tratadas con los ODNs sin

transfectante.

TRANSFECCIONES

Para la aplicacion de los ODNs antisentido para el TRH R1 a células adenohipofisiarias en
cultivo, se empledé como transfectante al FuGENE6™ (Roche). Este reactivo se almacena a —20°C, por
lo que se recomienda calentarlo a temperatura ambiente 10 a 15 minutos antes de su uso, ademas de
mezclarlo por vortex. Todo el proceso se realizd en condiciones estériles, dentro de una campana de
flujo horizontal.

El protocolo general de transfeccion (Hellgren, ef al, 2000) es cl siguiente: se emplearon 12 ul
del reactivo de transfeccion para el tratamiento de 1.1x10° células de adenohipéfisis sembradas en
pozos de 16 mm de didmetro, mantenidas 4 dias in vitro. Con esa densidad celular, los 12 ul de
FuGENS6 fucron disueltos en 93 pul de DMEM (suplementado con vitaminas 1.1%/[v/v], glutamina 2mM
y glucosa 14 mM) y agitados suavemente por vértex. A esta mezcla se le afiadid la cantidad de DNA
necesaria para tener las concentraciones deseadas de cada ODN antisentido y se incubd a temperatura
ambiente por 20 minutos. Posteriormente, los ODNs mas el FUGENE fueron adicionados a las células
en cultivo que fueron previamente lavadas con PBS (KCl 2.68mM, KH,PO, 1.44mM, NaCl 138.89mM
y Na,HPO, 8.06 mM) y se adicioné el volumen restante de DMEM para completar 0.5 ml de volumen
final. Las células fueron 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 afiadid 1 ml del medio con el que fueron

sembradas.

EXTRACCION DE RNA TOTAL (Chomczynski y Sacchi, 1987)

Las células en cultivo se lavan con PBS o solucién de Flank, sobre hielo (4°C) y se homogenizan
en 400 !l de solucién D (4M tiocianato de guanidina, 0.5% de sarcosil, 1M B -mercaptoetanol, 0.026M
citrato de sodio pl 7.2). El homogenizado es puesto en un tubo de microcentrifuga, se lec afiaden 40 pl
de acetato de sodio 2M pH 4.0, se agita por vortex y se le adiciona 1l de RNA de transferencia
(1mg/ml).

La mezcla es mantenida a 4°C y se agregan 400 pl de fenol saturado con agua, para

posteriormente agitarlo vigorosamente. A lo anterior se le agregan 80 pl de cloroformo - alcohol
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-A‘isoamilico (49:1) y sec agita durante 1 minuto. Después, se deja reposando en hiclo (4°C) por 15
minutos, para mas tarde centrifugar (también a 4°C) por 17 minutos a 14500 g.

Se toma el sobrenadante y se mezcla, siempre a 4°C, con 450 ul de isopropanol. A partir de aqui
se siguieron 2 formas de precipitacion del RNA; la primera consistié en mantener la mezcla por 7
segundos en nitrégeno liquido, procediendo a una centrifugacién a 4°C a 14500 g por 17 minutos. El
sobrenadante es desechado y la pastilla es lavada con etanol frio al 70%. Después, sc centrifuga
nuevamente a 4°C, a 14500g por 15 minutos. Finalmente, el sobrenadante es desechado, el sedimento se
deja secando a temperatura ambiente entre S y 10 minutos y el RNA se resuspende en 13 pl de agua
DEPC (esta forma de extraccion se usé cuando se partié de 0.36x10° células de adenohipofisis).

La segunda forma de precipitacion consiste en centrifugar, con el isopropanol, a 4°C a 14500 g
por 22 minutos, se desecha el sobrenadante y se resuspende el sedimento en 300 il de isopropanol y
300 pl de solucion D. Esta mezcla se deja incubando a —20°C toda la noche. Al dia siguiente se
centrifuga a 4°C a 14500 g por 22 minutos, y al sedimento resultante se le afiaden 400 ul de etanol frio
al 70%, sc agita y se centrifuga nuevamente en las mismas condiciones pero sélo por 15 minutos.
Transcurrido ¢l tiempo de centrifugacién, la pastilla es secada igual que en la primer forma de

precipitacién y resuspendida en el mismo volumen de agua DEPC.

CUANTIFICACION DEL RNA

Se toma 1 ul del RNA resuspendido y se disuelve en 99 ul de agua estéril grado de cultivo. Esta
solucidn es colocada en una celda de cuarzo de 1 ml y se mide la densidad dptica de la solucién con luz
ultravioleta a 260nm. La concentracion del RNA se calcula mediante la féormula:

{densidad 6ptica) (factor de dilucidén) (40)
1000

RT-PCR

Del RNA extraido y cuantificado, se toma 1 g para la transcripcion reversa. El RNA se lleva a
un volumen final de 12 pl con agua DEPC y, por separado, se prepara la mezcla de reaccion: 8.9 ul de
agua DEPC, 6 nl de buffer de transcripcion 5X, 3 ul de DTT (0.1M), 0.6 pl de solucién de
desoxiribonucledtidos (10mM), 1 il de solucién de oligodedxinucleétido de timinas (0.5uM) y 0.5ul de

la enzima transcriptasa reversa (200 U/pul).
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Antes de agregarle la mezcla de reaccion, el RNA se somete por 5 minutos a 65°C y luego se
coloca otros 5 minutos en hielo, para después afiadirle la mezcla de reaccidn (20ul), centrifugarlo e
incubarlo a 37° por 2 horas en flotacidn.

Por reaccidn en cadena dc la polimerasa (PCR) se amplificaron los siguientes DNAc en las
condiciones que para cada uno se describen:

Para el del TRH R1 se disefiaron los oligos sentido
(5’ACCCAGAGAAGCAGGCAGAGTGACA3) y antisentido
(5’GATCCGCCACAGCCAGACTCACCAGS3’) de forma que generen un producto de 350 nucleétidos
de longitud y se optimizaron las condiciones de amplificacién: 3ul de DNAc y una concentracién final
de los oligonucledtidos de 2 ng/ul; se hace una desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 minutos, luego 30
ciclos de 1 minuto de desnaturalizacién a 94°C, 1 minuto de hibridacién (alineamiento) a 58°C y 2
minutos de amplificacion a 72°C. Se da una extension final de 15 minutos a 72°C.

Estas mismas condiciones también funcionan para la amplificacion de 984 bases del DNAc de la
gliceraldehido 3 — fosfato deshidrogenasa (G3PDII), la cual se utiliza como control interno. Los
oligodecoxinucledétidos para este altimo DNAc sc emplean a una concentracion final de 0.3ng/pl
(sentido, S’ TGAAGGTCGGTGTCAACGGATTTGGC3; antisentido,
S’CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC3>).

Ademas, se amplificé otro control interno, la ciclofilina (Muller, ef al, 1998), para la cual se
emplea Tl de DNAc vy los oligodcoxinucledtidos siguientes: sentido
5°GGGGAGAAAGGATTTGGATA3® y antisentido 5’ACATGATTGCCATCCAGCA3’, a una
concentracién final de 1 pmol/ul. Las condiciones de PCR son 94°C por 30 segundos, 57°C por 30
segundos y 72°C por 1 minuto; lo anterior se repite por 25 ciclos y se da una extensién final de 5
minutos a 72°C, lo que producc una banda de 348nt..

También se adoptd como control de especificidad para las células de la pituitaria anterior, al
receptor 1 de la hormona liberadora de corticotropina (CRH R1) (Baigent y Lowry, 2000). Para éste se
emplea 1pul de DNACc, y los siguientes oligodeoxinucledtidos a una concentracion final 0.5uM: sentido
S’TCCACTACATCTGAGACCATTCAGTACAZ3’, antisentido
5'TCCTGCCACCGGCGCCACCTCTTCCGGA3J’. Las condiciones de PCR son: desnaturalizacion a
95°C por 5 minutos, 40 ciclos de 30 segundos a 95°C, 1 minuto a 63°C y 2 minutos a 72°C, una

extension 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 ul), 5ul de buffer 10X, 2.5ul
MgCl, 30mM, 1ul de deoxinucledtidos fosfato 10mM, 1l de cada uno de los oligonucleétidos sentido
y antisentido (para quedar a las concentraciones finales requeridas) y 0.5ul de Taq polimerasa de DNA
5 U/ul. Las PCRs se llevaron a cabo en el Robocycler (Stratagen) o en el Mastercycler (Ependorff). De
los productos de PCR se tomaron 10 pul y se sometieron a electroforesis en gel de agarosa (3%) por
aproximadamente 40 minutos a 100 volts. El gel se tifié con bromuro de etidio y se analizd en un
multianalizador de imagenes (Fluor-S Multilmager). La migracion de los productos de la PCR se

comparé con la de marcadores de peso molecular en el rango de 2176-154 nt.

ANALISIS ESTADISTICO

Las diferencias entre los tratamientos y sus respectivos controles fueron determinadas a través
del anilisis de varianza (ANOVA) de una via; en los casos donde la p resulté significativa (p<0.05) se
realizé 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

DISENO DE LOS ODNs ANTISENTIDO

La estructura de los RNAm de los tres genes cuya expresion se desea reducir especificamente,
fue analizada mediante una serie de predicciones tedricas de estructura secundaria, obtenidas mediante
el programa myfold, para determinar los motivos cstructurales accesibles para hibridacion con los ODNs
antisentido (Patzel, er al, 1999). Se obtuvieron las secuencias de los RNA mensajeros de la preproTRH
(Lechan, et al, 1986), el TRH Rl(de la Peiia, er al, 1992) y el TRH R2 (Cao, et al, 1998) de la rata
albina (Rattus norvegicus) localizadas en el banco de genes del NCBI. El niimero de acceso de estas
secuencias es: NM 013016 para el mensajero de la preproTRH (corresponde a un segmento de 768
nucledétidos (nt), que comprende al marco abierto de lectura completo para la preprohormona,
ubicandose €l codon de inicio de la traduccidn en la posicion 1 y el de paro en la posicién 768). NM
01347 para el RNAmM del TRH R1 (3279 nt de longitud, con el AUG en la posicion 268 y el codén de
término de la traduccion en el 1506). AF 091715 para el TRH R2 (abarca 1641 nt, siendo 362 y 1420
las posiciones limite del marco abierto de lectura).

Para la prediccion de las estructuras secundarias sélo se ocuparon 400 nt de cada secuencia: 1 —
400 de la preproTRH, 1 — 400 de! TRH R1 y 301 — 700 del TRH R2, correpondientes a la seccion que
codifica para el N terminal de las proteinas, mas un segmento 5’ no traducido en el caso de los
receptores. Estas secuencias se sometieron a modelacién de estructura secundaria a través del algoritmo
mjold. El algoritmo predijo 9 estructuras energéticamente favorables para el segmento del RNAm de la
preproTRH (Figura 1), 16 para el mensajero del TRH R1 (Figura 2) y 18 para el del TRH R2 (Figura 3).
En cada una dc las estructuras predichas se buscaron dos secuencias que presentaran motivos de los que
parecen ser accesibles para la hibridacion con ODNSs cercanas al sitio de inici6 de la traduccion, y que
mantuviesen su estructura mas o menos conservada en todas las predicciones energéticamente
favorables generadas por cl altgoritmo (Patzel, er al, 1999) (Figuras 1 a 3). Se escogié ademas, para
cada gen, una secuencia que abarcara al sitio de inicio de la traducciéon ya que muchos trabajos lo
emplean consistentemente para inducir, por medio de ODNs antisentido, una potente inhibicién en la
expresion génica (Landgraf, ef al, 1997). Las sccuencias seleccionadas son de 20 nt de longitud. En
total, para cada gen se tenian 2 regiones factibles de hibridacién antisentido y una en el inicio de la
traduccion si bien, 3 parece ser una muestra muy reducida como para obtener una secuencia que en la
practica resultara accesible, el hecho de haber clegido dos de ellas con base en los resultados de mfold,

incrementa la probabilidad de encontrar una adecuada para el objetivo del proyecto (Patzel, er al, 1999).
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Las secuencias de los blancos clegidas son las siguientes:
= para la preproTRH:
= 5 AUG CCG GGA CCUUGG UUG CU 3’ (1 -20)
= 5 GAU CUU CAC CCU AAC UGG UA 3’ (36 — 55)
= 5°GAA UCCUGC GCCUUG CCG GA 3’ (61 —80)
= parael TRH R1:
e 5 GCC ACUGAA GAU GGA GAA UG 3° (258 —277)
e 5° AAA CCG UCA GUG AACUGA AC 3’ (278 —297)
e 5" AAA CCG AGCUCCCGC CGC AA 37 (299 —318)
= parael TRH R2:
e 5°CAC CAGCAA GAUGGA UGG CC 3° (352 —471)
e 5 GUA AUG UCU CGC UCA UUC AC 3’ (375 —394)
s 5°CAA GGU GGU CUC AGU CUU CC 3’ (424 — 443).

Con el objeto de reducir la posibilidad de que las secuencias escogidas no fuesen exclusivas a
los genes de interés, se empled la herramienta basica de alineamiento local (BLAST) mediante la cual
se buscé en todo el banco de genes (en el cual esta 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 hibridacion completa de un ODN para
inducir la actividad de la RNasa H y generar rompimicntos “irrelevantes” (LLebadeva y Stein, 2002). Los
resultados obtenidos fueron positivos para todas las secuencias, excepto para la nimero 3 del TRH R1
la cual tenia una region de 15 nt de identidad con el RNAmM del sindecano 1 (proteina micleo del
proteoglicano heparan sulfato), por lo que fue descartada.

LLos alineamientos obtenidos a través del BILAST para la secuencias complementarias a los 9
ODNs definitivos (cuya secuencia se anota en la siguiente pagina) se resumen a continuacion:

= TRH-1: 20 alineamientos significativos, 5 de ellos de rata (del gene de la TRH).

= TRH-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).

« TRHRI1-1: 153 alineamientos significativos, 5 de rata (del gene del TRH R1).

= TRHRI1-2: 39 alincamicntos significativos, 7 de rata (del gene del TRH R1).

= TRIIRI1-3: 16 alincamicntas significativos, 7 de rata (del gene del TRH R1).
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= TRHR2-1: 147 alineamientos significativos, 3 dc rata (de! gene del TRH R2).

» TRHRI1-2: 29 alineamientos significativos, 3 de rata (del gene del TRH R2).

= TRHRI1-3: 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 prosiguio el proceso de evaluacién cuyo paso siguiente es
la obtencioén de la secuencia antisentido complementaria y su andlisis, a través del programa Oligo
v.4.0, para indagar la posible formacién de estructuras secundarias en los ODNs por auto
complementariedad o por la presencia de palindromes. Los datos que produjo el programa fueron
satisfactorios para todos los ODNs, menos para el complementario a la tercer secuencia de la
preproTRII, 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 compaiiia
Synthetic Genetics con un esqueleto de DNA modificado mediante la sustitucién de uno de los oxigenos
del grupo fosfato que no participa en el enlace fosfodiéster, por un atomo de azufre (fosforotionados);
ésto reduce la degradacion por nucleasas e incrementa la activacion de la RNasa I al formarse el
heterodiplex con el RNA mensajero si bien, se presenta una reduccién en la afinidad de unién
comparado a los ODNs con esqueleto fosfodiéster (LLok, er al, 2002).

Secuencias de los ODNs antisentido seleccionadas para cada RNAm:

e preproTRH (Figura 1):

e 5°AGC AACCAAGGTCCCGGCAT 3’ (TRH-1)
e 5°TACCAGTTA GGG TGA AGA TG 3° (TRH -2)
e 5°CACAAGAATCGACGTTCT GG 3° (TRH - 3)

¢ TRH R1 (Figura 2):

e 5"CATTCTCCA TCT TCA GTG GC 3’ (TRHR1 - 1)
e 5 GTT CAG TTG ACT GAC GGT TT 3° (TRHR1 —2)
e 5°CGGCTA CTT GCG GCG GGA GC 3° (TRHR1 —3)

e TRH R2 (Figura 3):

e 5°GGCCATCCATCT TGC TGG TG 3° (TRHR2 - 1)
o 5°GTG AAT GAG CGA GAC ATT AC 3’ (TRHR2 - 2)
e 5" GGA AGA CTG AGA CCACCT TG 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 RNAmM del TRH R1 (Martinez, ef a/. 1998; 2001), que se empled para
comparar su potencia relativa con la de los disefios realizados para el TRH R1. La secuencia de este
ODN es la siguiente (Figura 2):

5" GACGGT TTC ATT CTC CAT 3° (TRHR1 — 4).

Finalmente, antes de iniciar los ensayos ir? vitro para los ODNSs fue necesario escoger un control
de especificidad del efecto de los antisentido; para cada gen se utilizé un ODN control correspondiente
a la secuencia sentido de los ODNs con la etiqueta “~ 1 (TRH — 1, TRHR1-1 y TRHR2-1):

5" ATG CCG GGA CCTTGG TTG CT 3° (STRH)

5° GCC ACT GAA GAT GGA GAA TG 3° (STRHR1)

5° CAC CAG CAA GAT GGA TGG CC 3” (STRHR2).

El uso de controles sentido cuenta con la ventaja de su facilidad de disefio, ademas de que

conserva una composicién y distribucion de bases similar a la del antisentido (Landgraf, et al, 1997).

ENSAYOS CON LOS ODNs DEL TRH R1

Los ODNs antisentido del TRH R1 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 dias, siendo
transfectadas con los ODNs al quinto (usando el reactivo FUGENEG), y cosechadas a los tiempos
especificos de cada experimento (postransfeccion). Las transfecciones se hicieron en forma escalonada
para poder cosechar al mismo tiempo todas las células después de transcurridos los lapsos
postransfeccién.

La primer prueba antisentido consistié en la aplicacién de los cuatro ODNs a las concentraciones
de 1uM, 2uM, SuM y 10uM (Figura 4), evaluando ¢l efecto a las 12 horas postransfeccién. El ODN
TRHR1-1 mostré, desde la concentracion mas baja (1uM), un efecto muy marcado en la reduccion de
los niveles de RNAm del R1, disminuyéndolo un 61%, semejante al efecto de doble dosis (2uM),
(Figura 4A).
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Figura 1. Predicciones de estructura secundaria de 400 nt del RNAm de la preproTRH obtenidas a partir del algoritmo mfol. Se
emplearon los nucledtidos det 1 al 400 de la secuencia del RNAm de la preproTRI, con niimero de acceso NM0O13016 ene ICBI. Se

presentan las estructuras de mas alta (derecha) y mas baja (izquicrda) encrgia predichas. Las lincas representan la ubicacion de los sitios de

hibridacion de los ODNs antisentido. b=bascs,
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Figura 2. Predicciones de estructura secundaria de 400nt del RNAm del TRI R1 obtenidas a partir del algoritmo mfold. Se emplaron los
nucledtidios 1 a 400 de Ia secuancia del RNAmM del TRH R1, con nidmero de acceso NM01347 en ¢l NCBIL Sc presentan las estructuras de

mas alta (parte superior) y mas baja (parte inferior) encergia predichas. Las lineas representan la ubicacion de los sitios de hibridacion de
los ODNs antisentido. b=bascs.
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Vigura 3. Predicciones de estructura secundaria de 400nt del RN Am del TRH R2 obtenidas a partir del algoritmo mfold. Se emplearon los
nucledtidos 301 al 700 del RNAm del TRIT R2 con nimero de acceso AF191715 en ¢l NCBIL Sc presentan las estructuras de mas baja

(parte superior) y mas alta (parte inferior) energia predichas. Las lincas representan la ubicacion de los sitios de hibridacion de los ODNs

antisentido. b=bases.
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Figura 4. Efecto de los ODNs antisentido contra ¢l TRII RI en los niveles de su RNAm en células hipofisiarias. LLos ODNs se aplicaron a
las dosis indicadas a las células adenohipofisiarias en cultivo, midiéndose los RNA mensajeros del TR R1 y de la G3PDi1 (control
interno) a las 12 horas postrasnfeccion. En A, se muestran el cfecto de cada ODN a diferentes dosis, comparados con un control sin
tratamicnto, cosechado al mismo tiempo que el resto. En B se mucstran los mismos tratamientos, pero cada barra csta referida al
tratamiento con ¢l ODN STRIIR1 a la dosis correspondiente, haciéndose énfasis en el efecto del ODN STRIRI sobre ¢f RNAm del gene

del receptor a las dosis de 5y 10puM.
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Figura 5. Eleciraforesis en gel de los productos de RT-PCR de los tratamientos antisentido. 1.a figura muestra los segmentos amplificados
de los RNAmM de la G3PDH (984 nt) y del TRII R1 (350 nt) de los tratamientos de la figura 5. La dosis y el ODN empleado estin
indicados debajo dc cada carril. Los productos del RT-PCR fueron separados por clectroforesis en gel de agarosa al 3%, teiiidos con

bromuro de etidio y escuneados mediante el Fluor-S Manager.

La dosis mas alta mostrada para este ODN es S5uM, cuyo efecto es, paraddjicamente, menor que
las concentraciones mas bajas (solo 47% de inhibicién, figura 4A) (dado el bajo nimero repeticiones,
los datos pudieran ser artificiosos). Cabe scfialar que el control de STRHR1 correspondicnte a esta dosis
mostrd una inhibicién marcada, de 20%, en comparacion al control absoluto (células sin tratamiento
alguno) (Figura 4A) o de 35% en relacién a la dosis menor (1uM) del mismo ODN sentido (no
mostrado). por lo que el efecto de cualquier ODN a esta dosis comparado con el STRHR1 aparecio
menos potente (Figura 4B), que si normalizamos todos los datos con respecto al control sin tratamiento
(Figuras 4A).

El ODN TRFRI1-4 es el que tuvo cl efecto mas marcado en la reduccidn de los niveles de
mensajero del TRH R1 desde la concentracion mas baja, donde la expresién es de solo 26.9% con
respecto al control sin tratamiento (Figura 4A). Este efecto es similar al de 2uM, en la que el RNAm
estd a 20.14% del mismo control y a SuM (22.3% del control sin tratamiento, figura 4A).

Los ODNs TREHRI-2 y —3 produjeron disminuciones menos marcadas. Sin embargo, el
TRFIR1-2 presentd, comparado al control sin tratamiento, una clara curva de dosis—respuesta ya que a
1uM sélo redujo la expresion en un 13%, mientras que a 2uM un 41%, a SuUM 64% y a 10uM el efecto
fue de 69% (Figura 4A), lo cual no se aprecia compararado al STRFIRI1 a 10uM (Figura 4B), pues en
cste caso, tal como s¢c menciono antes, los niveles del RNAm del R1 también estaban reducidos.

En la figura 5 sec mucstra la fotografia del gel de la clectroforesis por medio del cual se analizo6 el
efecto de los ODNs antisentido. La imagen nos permite apreciar que la G3PDH se mantiene més o
menos constanie a lo largo de los tratamientos. por lo que las variaciones que resultan al obtener el
cocicente TRII R1 / G3PDIH son ¢l resultado de cfectos sobre el RNA mensajero del R1, y no de un

efecto generalizado que podria estarse manifestando también sobre ¢l RNAm de la G3PDH.
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Del experimento anterior se desprendié que los ODNs con mejor efecto antisentido son el
TRHR1-1 y el TRHR1—4. Para verificar que las respuestas observadas fuesen reproducibles, se decidié
probar el efecto de estos ODNs a una concentracion de 2UM en un experimento con tres platos por
tratamiento. Ademas, para la eleccion del ODN mas efectivo, resultaba fundamental averiguar cual era
la cinética del efecto antisentido para cada uno, por lo que sc midieron los niveles del RNAm del R1 a
1, 3, 6, 12 y 24 horas postransfeccion (Figura 6). Estos tratamientos mostraron que el ODN TRHR1-4
(Martinez, ef al, 1998; 2001) mantiene reducidos los niveles del RNAm del R1 desde la primer hora
postransfeccion (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 resultd ser el momento en el que tiene el efecto
antisentido mas importante (80.8% de reduccion) (Figura 6B). La disminuci6én 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 recuperacion parcial en la cantidad de RNAmM a las 24 horas (65.8+12.2% del control); si bien cierta
inhibicién atin estaba presente (38%) (Figura 6B); el ANOVA para este grupo de tratamientos mas los
grupos STRHR1 y sin tratamiento resulto significativa (p<0.05) y el anélisis por medio de la prueba de
Duncan revel6 cuales fueron las comparaciones significativas entre los grupos. Los tratamientos a las 3,
6 y 12 horas resultaron estadisiticamente diferentes de los grupos control (STRHRI1 y sin tratamiento),
sin que entre ellos exista diferencia, por lo que la disminucién se mantiene igual hasta las 12 horas de
tratamiento con el TRHR1-4 (Figura 6B).

El ODN TRHRI1-1 mostré un efecto menor que ¢l TRHR1—4 a la primera y tercera horas
postransfeccion (71.2%13.7 y 76.4% del control sin tratamiento, respectivamente) y una repentina
reduccion en el RNAm, de gran potencia, a las 6 horas (16.05+£8.6% del grupo sin tratamiento), con una
fuerte recuperacién a las 12 horas (101.2%). [E]l efecto del tratamiento a las 6 horas es el tnico que
resultd 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 Giltimo 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 postransfeccion. A pesar de estas
inconveniencias, es notorio que la reduccion mostrada por el ODN TRHR1! — 1la las 6 horas, es de la
dimension que muestra el TRHR1 — 4 (Figura 6A). Al igual que en experimento anterior, todos los
cambios en ¢l cociente TRI R1/ G3PDII se deben a un efecto sobre los niveles del R1, tal como se

pucede apreciar en la figura 9.
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Con la idea de confirmar la cinética del efecto antisentido se decidié repetir el experiemento
anterior, con la salvedad de que el efecto se midid sélo desde las 3 horas y con una dosis mayor de
ODN (5uM). Aunque en algunos casos de la primer prueba esta concentracidon habia mostrado un efecto
mas pobre que a 1 y 2 UM, esperdbamos establecer claramente la cinética del efecto de estos ODNs. Los
resultados de estc experimento se resumen el las figuras 8,9y 10.

En la figura 8B se muestra que, en general, el ODN TRIHR1—4 produjo el mismo patrén en la
cinética del efecto antisentido sobre ¢l RNAmM del R1, aunque las disminuciones de las 3 hasta las doce
12 horas fueron, aparentemente, mas intensas. Asi, a las 3 horas los niveles de RNA mensajero del R1
son de solo el 15.9+£15.9% en relacién al control sin tratamiento (100+5.1%), a las 6 horas se alcanzé
una disminucién total (100%) y a las 12 horas se mostré un ligero incremento del mensajero
(14.2+7.5%).

El valor de p para el ANOVA de los tratamientos con el TRHR1-4 resulté menor a 0.05 y la
pruecba de Duncan muestra que las diferencias estadisticamente significativas ocurren entre los grupos
de 3, 6 y 12 horas contra ¢l control absoluto (sin tratamiento, figura 8B). De la misma forma que en el
experimento a 2uM no hubo diferencia entre los grupos de 3 a 12 horas, por lo que la disminucion es
estadisticamente homogenea. El tratamiento a 24 horas mostré un efecto distinto a lo que ocurre con
2uM pues a pesar de que en ambos ocurrié una recuperacion en los niveles de RNAm del R1, para el
caso del tratamiento a 5uM se prescentaron niveles de mensajero 213% mas altos que ¢l control absoluto
(Figura 8B).

Son notables las diferencias en la dinamica del efecto del TRHRI1-1 entre los tratamientos a2 y
5 UM, pues en el ultimo caso mostré (Figura 8A), en concordancia con el experimento 1, la mayor
disminucién de los niveles del RNAm del R1 (para esta cinética particular) a las 12 horas (Figura 8A),
lo que pone en duda los resultados, para este ODN, en el segundo experimento (Figuras 6A). Esta
reduccién en los niveles de RNAm del R1 fue de 42427%, lo cual esta lejos de lo que se logra con el
TRHR1-4 en cualquiera de las dos concentraciones ensayadas (Figuras 6B y 8B). Los resultados del
expcrimento con TREIR1-1 mostraron una variacion grande cn todos los puntos medidos, por lo que el
ANOV A no resulté significativo (Figura 8A). De forma similar a lo que ocurrié con el tratamiento de
TRHR1-4, en el del ODN TRHRI1-1 a las 24 horas se presenté un fuerte incremento en los niveles de
RNAm del R1 (322%) con respecto al grupo sin tratamiento.
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Figura 8. Cinédtica del efecto de los ODNs TRHRI1-1 y TRIIRI-+ usando una dosis de 5 uM. Los tratamientos se hicieron al quinto dia in
vitro en células adenohipofisiarias. En A se muestra la cindtica del efecto del TRHRI1-1, En B se presenta el efecto en el tiempo del
TRHR1-4. En ambos casos se presenta el % del cociente TRH R1 / G3PDII en relacion at control sin tratamiento. Cada punto en las
lineas representa ¢l promedio de tres platos por experimento y su respectivo error estandar (I5.S.M.). Los puntos que no tienen E.S.M. son
el promedio de dos platos. El ANOVA para los tratamicentos con TRIIRT-4 resultd estadisticamente significativo y mediante la prueba de

Duncam se determind cuales tratamientos son los dilerentes. & = p<0.05 vs sin tratamiento.
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Figura 9. Especificidad del efecto de los ODNs TREIRI-1 v TRIIRI-4 aplicados a SpM. En A se muestran las cantidades promedio de RNA
total para cada tratamicnto. En B se muestran los niveles de RNAm de ciclofilina (gen constitutivo) relativos al RNA totat y en C la
cantidad de RNAm del receptor 1 del CRF relativo al RNAm de la ciclofilina. Cada punto representa ¢l promedio de tres platos por

experimento y su respectivo error estandar (5.5.M). Los puntos que no tienen 1.5, M. son ¢l promedio de dos platos. En todos los casos ¢l

ANOVA resulto no signilicativo,
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Para confirmar la espccificidad dc estos resultados los RNA mensajeros de la ciclofilina y del
receptor hipofisiario del CRF (CRF R1) 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 efectos
inespecificos en el estado general de la célula. La cantidad de RNA de los platos con diferentes
tratamicntos fue similar entre todos los grupos, y el andlisis de varianza no fue significativo, lo cual
implica que, en comparacion 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 grafica 9B se muestran los niveles del RNAm de la ciclofilina, el cual es un gen de
expresion 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 ANOVA. Las tendencias al incremento fueron mayores para los grupos
de TRHR1-4 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 +84% respectivamente (Figura 9B).

Se midieron los niveles relativos de otro RNAm, el CRF R1, los cuales fueron normalizados con
la ciclofilina y se presentan en la figura 9C. Tanto para los tratamientos con TRHRI1-1, en los que no se
produce efecto antisentido estadisticamente significativo sobre el TRH R1, como en los de TRHR1-4,
los niveles de CRF R1 son semejantes entre si (sin diferencia estadistica estimada a través de ANOVA)
y con los tratamientos control (STRHR1 y sin tratamiento). Como en los experimentos descritos
anteriormente, los datos estan expresados como porcentajes del grupo sin tratamiento, en este caso son
notables algunas tendencias a la disminucidén en los tratamientos con TRHR1-1 a las 6, 12 y 24 horas, y
con TRIHR1-4 a las 12 y 24 horas (Figura 9C). Es dificil explicar como estas modificaciones puedan
estar relacionadas con los tratamientos antisentido, aunque no resultaron significativas.

La figura 10 muestra los productos de PCR de tratmientos representativos del experimento
mostrados en la grifica de la figura 8. De forma scmejante a los dos experimentos anteriores, la G3PDH
se mantiene mds o menos pareja a lo largo de la cinética con los dos ODNSs, mostrando, junto con los

otros RN A mensajeros medidos, que le efecto sobre el TRH R1 parece ser especifico.

46




s N G [ S| (e D
3 . N S [TNOWE] [PRONe) [P [ PR

3 hrs 6hrs 12hrs 24 hrs 3hrs 6hrs 12hrs 24 hrs STRHR I Sin Tratamiento

TRERI-1 TRIIR14

Figura 10. Electroforesis en gel de los productos de RT-PCR de las célilas tratadas con los ODNs TRIRI-1 y TRHRI-4 a SuM. La figura
muestra tratamientos representativos de la cinética de la figua 8. Los segmentos amplificados corresponden a los RNAm de la G3PDH
(984 nt) y del TRH R1 (350 nt). £l ODN emplcado y ¢l tiempo de tratamiento estan indicados debajo de cada carril. Los productos del RT-
PCR fueron scparados por clectroforesis en gel de agarosa al 3%, tenidos con bromuro de ctidio y escancados mediante ¢l Fluor-S
Manager.

Para confirmar los resultados del primer experimento (Figura 4), acerca de los efectos de los
ODNs TRHRI1-2 y TRHRI1-3, ademas de asegurar que no estuviesen afectando los niveles del
mensajero del R1 a un tiempo diferente al medido en esta prueba inicial, la cinética del efecto fue
medida desde las 3 hasta las 24 horas postransfeccién para estos dos ODNSs a una concentracién de SuM
(Figura 11).

Ninguno de los tratamientos mostré reduccion alguna en los niveles del RNAm del TRIH R1, de
hecho, hay wvarios momentos donde ocurre una tendencia al aumento en la cantidad de este RNA
mensajero. Asi, los grupos a 3 horas para ambos ODNs y el de TRHRI1-3 a las 12 horas estin
incrementados alrededor del 100 y 199%, respectivamente, del control de transfeccién (Figura 11). El
ANOVA de este experimento mostrd que ninguno de los tratamientos tiene diferencias estadisticamente
significativas entre si, de lo que resulta que los ODNs TRHR1-2 y TRHRI1-3 carecen del efecto
antisentido descado.

Después de las prucbas anterior, dos parccian ser los ODNs mas cfectivos, el TRHRI1-1 y ¢l
TRHR1-4, por lo que se decidid probar su efecto cuando son aplicados en combinacion al sistema de
células adenohipofisiarias en cultivo que se habia empleado para el resto de los tratamientos descritos.
Ambos ODNs se transfectaron a una concentracién de SUM en el mismo plato (ya que a esa
concentracion parcian tener el mejor efecto, sobre todo ¢l TRHR1-4), y las cantidades de RNAm del Ri
fueron medidas a 3, 6, 12 y 24 horas postransfeccion, tal como se habia hecho para los mismos ODNs

en experimentos anteriorces.
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Figura 11. Cindtica del efecto de los ODNs TRERID-2 v TRIIRI-3 sobre los niveles del RNAm del TRII RI. Ambos ODNs fueron
aplicados a una concentracién de SUM., y su cfecto fue medido a las 3, 6, 12 y 24 horas postransfecciéon. Cada punto en la linea representa
cl promedio de tres platos de un experimento y su error estandar (E.S.M.). Los puntos sin E.S.M. son ¢l promedio de solo dos platos. No

hay difcrencias estadisticamente significativas con respecto al contro! por t de Student.

La figura 12A muestra los resultados de este tratamicnto. Los datos estian presentados como
porcentajes del control de transfeccion. También se presenta el efecto del tratamiento con una
combinacién de ODNs cuya secuencia es igual en composicion 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 ninguin efecto de los ODNs en
comparacion al control de transfeceion (85.3+2.3 y 98.4+10.% respectivamente), a las 12 horas ocurre
una disminucion de 39%, la cual se acentta a las 24 horas, donde los niveles de R1 son tan bajos como
25.7+3.9%, los dos ultimos casos son estadisticamente difercentes al control de transfeccién y del grupo
dc 6 horas (adicionalmente el grupo de 24 horas resultd estadisticamente diferente de los tratamientos a
3 horas y del RDMRI1-1 + -4).

La disminucion a 24 horas resulta muy semejante a algunas de las mas grandes alcanzadas por
los ODNs aplicados independientemente a la concentracién de 2 uM (Figura 6), si bien las del ODN
TREIR1-4 a una dosis de 5UM son mayorces (Figura 8), aunque cn todos estos casos mencionados el

electo se manifiesta desde las 3 hasta las 12 horas.
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Figura 12. Cindtica del efecto de los ODNs antisentido de TRIIRI-1 mds el TRHRI-4 sobre los niveles del RNAm del TRH R1. Los ODNs
fucron aplicados n una concentracion de 5uM cada uno, las células fucron transfectadas por 4 horas y cosechadas a 3, 6, 12 y 24 horas. A)
Niveles del RNAm det TRH Rt normalizados con ¢l RNAm de 1a ciclofitina y comparados con el valor del control de transfeccién. Del
andlisis de varianza del esxperimento se onbtuvo una p<0.05 y la prucba de Duncan reveld que el tratamiento a 24 horas era
estadisticamente diferente del resto de los grupos, ademas existen diferencias entre los siguientes grupos: 12 horas vs control de
transfeccion, 12 horas vs 6 horas, 6 horas vs RDMR1-1 + -4, RDMR1-1 + -4 vs control de transfeccion, B) Niveles del RNAm del CRF R1
cn los mismos tratamicntos, normalizados con la ciclofilina y comparados con ¢l mismo control que en A. Ef ANOVA revel6 que este
grupo de datos no cs cstadisticamente diferente. En ambas {iguras cada punto en la linea representa €l promedio de 4 platos de un
experimento, * el error estandar (E.8.M.). * = p<0.05 vs control de transfeccion, & = p<0.05 vs RDMR -1 + -4, $ = p<0.05 vs 12 horas, #

= p0.05 vs 6 horas, ** =p<0.05 vs 3 horas.
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Figura 13. Electroforesis en gel de los productos de RT-PCR de las células tratadas con los ODNs TRIRI-1 + TRHRI1-4. La figura
muestra tratamicntos representativos de la cinética de la figura 12, Los segmentos ampliticados corresponden a los RNAm de la G3PDIi
(984 nt), del TRH R1 (350 nt) y de la ciclofilina (348nt). E1 ODN emplcado y el tiempo de tratamiento estdn indicados debajo de cada
carril. Los productos del RT-PCR (ucron separados por clectroforesis en gel de agarosa al 3%, tefiidos con bromuro de etidio y escaneados

mediante ¢t Fluor-8 Manager.

Del tratamiento combinado resalta el efecto producido por los ODNs de secuencia aleatorizada,
pues ¢l RNAm del R1 aparcce disminuido significativamente con respecto al control de transfecciéon (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 sefialar que este efecto no se
manifiesta en los tratamientos a StM con estos ODNs aplicados por separado.

En la figura 12B se muestran los niveles de RNAm para el CRF R1 para los mismos
tratamicntos. En este caso todos los grupos presentan cantidades semejantes de RNAm del CRF R1, y el
ANOVA mostré que no existian difterencias significativas. Esto permite aseverar que el efecto de la
fipura 9A es resultado especifico de la accion combinada de los ODNs antisentido sobre el RNAm del
TRH R1.

L.a figura 13 muestra una electroforesis de los productos de RT-PCR amplificados a partir de los
RNA mensajecros del R1, la G3PDH y la ciclofilina. Los datos de R1 y ciclofilina fueron empleados
para la construccién de la gréifica 12A. En este experimento se puede apreciar que los cambios
observados en el R1 parecen ser producto del efecto antisentido, y que éste estda siendo espeifico, al
menos en comparacion a los otros dos RNA mensajeros considerados y a los resultados de la grafica
1213.

Como ultimo punto en el establecimiento de las herramientas mas apropiadas para la inhibicion
especifica de la expresion del TRH R1 se decidié analizar la potencia del ODN TRHR1 — 4 (que parecia
ser ¢l mas efectivo en la reduccion del RNAm del TR R1) para inducir su efecto cuando no poscia la

tioproteccion (con esqueleto fosfodiéster), en ausencia de transfectante en células adenohipofisiarias con
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s6lo 24 horas en cultivo y sin suero bovino fetal; esto altimo pues se¢ ha observado que in vitro las
células toman del medio sustancias con mas efectividad cuando carecen de suero. El ODN TRHR1-4
fue aplicado a una concentracién de 5uM cada 3 horas, dos o cuatro veces, cosechdndose a las 6 6 12
horas respectivamente. Los resultados se muestran en la figura 14. A las 6 horas y con dos aplicaciones
del ODN (10uM de concentracion final), el RNA mensajero del R1 aparece disminuido 80% en
comparacion al control de 6 horas del STRHRI1 aplicado de la misma forma; en cambio, a las 12 horas
de tratamiento (y por tanto, con cuatro dosis de ODN, es decir una concentracién final de 20uM) no
parece haber un efecto sobre los niveles del RNAm del R1, lo cual resulta contradictorio con lo
esperado (no hay anilisis estadistico pues algunos grupos solo son ¢l promedio de dos platos) (Figura
14A).

En la figura 14B se muestra la clectroforésis del RT-PCR de G3PDH y TRH R1 de tratamientos
representativos de cada grupo experimental. En todos los casos se observd que los niveles de G3PDH se
mantienen constantes y que son los niveles de TRIH R1 los que varian.

Las figuras 14C a la 14E son presentan fotografias de los cultivos con tratamientos a 6 horas con
los ODNs STRHRI1 (Figura 14E) y TRHRI1-4 (Figura 14E), ademas 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 aplicaciéon de los ODNSs y la disminucion ocurrida en el ARNm del TRH R1 no
afectan la morfologia de las células sugiriendo la ausencia de efectos secundarios detectables a simple

vista.
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Figura 14, Efecto del ODN TRHR -4 en células adenohipofisiarias sin suero. El ODN se aplico a las 24hrs de cultivo, a una concentracién
de 5 pM cada 3hrs, por 2 6 4 veces (coscchandose a fas 6 & 12hrs respectivamente). El control corresponde a fa aplicacion del ODN
sentido STRII de la misma forma. A) Niveles del RNAm del R1. Cada punto de la linea representa ¢l promedio de tres platos por
tratamicnto & error estandar (E£.5.M.). Los puntos sin E.S.M. son ¢l promedio de sélo dos platos. B) Electroforesis en gel de los productos
de RT-PCR de tas células tratadas en A; se muestran bandas representativas de cada tratamiento. LLos segmentos amplificados
corresponden a los RNAm de la G3PDI (984 nt) y del TRH R1 (350 nt); la dosis empleada y ¢l ODN estan indicados debajo de cada
carril. C) Morfologia de las células adenohipofisiarias sin tratamicnto. D) Células tratadas con dos aplicaciones del ODN fosfodiester
STRIRT a una concentracion de 5puM. D) Células tritadas con dos aplicaciones de SpM del ODN fosfodiester TRIIR -4, Las fotografias

fucron tomadas en un microscopio Nikon invertido en contraste de fases con un objetivo 40X,




DISCUSION

El sistema de transmisién TRHérgico se encuentra distribuido heterogéneamente en el SNC
donde juega un papel como neurotransmisor o neuromodulador (Shari{ y Burt, 1985; Horita, 1998;
Bauer, ef al, 1999). L.os tratamientos farmacoldgicos con la hormona y sus andlogos han producido una
amplia gama de efectos conductuales que se han correlacionado a estructuras especificas del cerebro
(Horita, 1998; Heuer, er al, 2000).

Son pocos los trabajos que han empleado a los ODNs antisentido para la comprension de la
funcion de la TRH endégena y del papel relativo de sus dos receptores en el SNC (Martinez, ef al, 1998;
2001; Garcia, ef al, 2001; Luo, ef al, 2001).

El objetivo central del presente trabajo fue el disefio de ODNs antisentido para reducir la
expresion de la hormona liberadora de tirotropina y de sus dos receptores conocidos (TRH R1 y TRH
R2) en sitios especificos del sistema limbico del cerebro de la rata, ademas de la seleccidn in vitro del
mas efectivo par el TRH R1.

Para llevar a cabo el disefio de los ODNs se empleé un enfoque semejante al publicado por
Patzel, et al (1999); que consistié en la basqueda, a lo largo de las predicciones de estructura secundaria
de menor energia del RNAm, de secuencias que no estén involucradas en interacciones
intramoleculares. 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 proteinas de union a RNA (Walton, er al, 2002); se supone que el paso
limitante en la estructuraciéon de un heteroduplex es la formacion de los primeros 2 6 3 pares de bases
entre el ODN antisentido y el RNAm (nucleacion), a lo cual siguen rapidos apareamientos entre el resto
de las bases nitrogenadas, generando el producto de doble cadena. Dado que los diplex RNA — RNA
son mas estables que los DNA — RNA, es razonable pensar que los nucledtidos no apareados del RNA
deben jugar un papel importante en el proceso de nucleacion.

A través del algoritmo mfold sc realiza el modelamiento de las estructuras secundarias,
basindose en las reglas termodinamicas del vecino mas cercano que permiten la prediceién o
determinacion del patron de apareamientos Watson — Crick y de otros apareamientos no canénicos que
ocurren entre las bases del RNA (Zucker, 1989). En este trabajo se realizé la busqueda de dos de los
sitios accesibles con base en las predicciones estructurales generadas para segmentos de 400 nt de cada

RNAm, ¢ independicntemente sc empled la region de inicio de la traduccién.
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Ya que los enfoques tedricos para el disefio de los ODNs antisentido dependen totalmente de las
predicciones de estructura, es recomendable el empleo de sistemas experimentales de prueba, previo a la
aplicacion in vivo (Walton, et al, 2002). Muchos de estos sistemas emplean reacciones de hibridacién de
varias especies de ODNSs 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 ¢n
sistemas de cultivo celular, por lo que se decidié aplicar los ODNs para el receptor TRH R1, que esta
mejor caracterizado farmacoldgica y fisiolégicamente que el R2, en células adenohipofisiarias en
cultivo, comparando su efecto sobre los niveles del RNAmM con el de un ODN reportado por Martinez,
et al (1997). Este ultimo ODN (TRHR1 — 4) e¢s un 18 — mero complementario al sitio de inicio de la
traduccioén que tiene algunos efectos fisioldgicos cuando se aplica intracisternalmente (Martinez, et al,
1997; 2001), aunque no se reportan datos sobre los niveles de RNAm ni los de proteina.

Los resultados aqui presentados muestran que el TRHR1 — 4 es el ODN mas efectivo en la
induccién del efecto antisentido, manteniendo los niveles de RNAm disminuidos desde 60 hasta 80%
por 12 horas cuando es aplicado a una concentracion de 2 y de SuM; otro ODN, el TRIHR1-1, también
tuvo algunos efectos, si bien estos resultaron poco reproducibles entre los experimentos y algunos sélo
se manifestaron como tendencias no significativas estadisticamente. El TRHR1-1 esta dirigido contra el
AUG de forma similar al TRHR1-4, aunque a diferencia de¢ éste tltimo, es un 20 — mero. Las secuencias
de estos dos ODNSs se sobreponen parcialmente, sin embargo, las diferencias entre en secuencia y
tamafio parecen secr suficientes para producir distintas cinéticas e intensidades de efecto. El TRHRI1 — 1
muestra poca reproducibilidad entre distintos experimentos, aunque en todos los casos el efecto parece
ser especifico y sin efectos secundarios claros, al igual que el TRHR1 — 4.

IL.a potencia del efecto del TRHRI1 — 4 {ue también probada en un paradigma de células sin
transfectante y con varias aplicaciones del ODN, con la idea de medir su efecto sin la posible toxicidad
asociada al transfectante. En este experimento se reproduyjo la disminucion de 80% del RNAm del R1 a
las 6 horas (cuando solo se realizan dos aplicaciones), pero no se observa efecto cuando el ODN
antiscntido sc aplica al doble de dosis (12 hrs = 4 dosis). Una explicacidon posible para este fenémeno es
la activacion de algiin mecanismo que incremente la transcripcion del gen blanco, después de que se ha
inducido la inhibicion del 80% del RNAm a las 6 hrs, semejante a lo que Guzowski y McGaugh (1997)
sugicren para el incremento que observan en los niveles de protreina CREB cuando aplican un ODN
antisentido dirigido contra su RNAm. A difercncia de este experimento que se realiza in vivo, los

niveles de proteina estan incrementados 50%, mientras que aqui el RNAm esta al nivel del control,
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quiza debido a que en el altimo caso la aplicaciéon cs continua y estd ocurriendo cierta competencia
entre la induccidn de la transcripcion y la degradacién del RNAm. Este fendmeno también se observa
con claridad en los experimentos de este trabajo, en los que se realiza una sola aplicaciéon del ODN a
una concentracién de SUM en los tratamicentos a 24 horas, aunque sdlo en el caso de los de TRHR1-4 el
incremento esta precedido de una potente disminucion del RNA mensajero. Los tratamientos con 2uM
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 nimero de dosis de la molécula antisentido que se aplicarin in vivo.

Varios de los tratamientos empleados muestran una gran dispersiéon de los datos, mucha de la
cual pudicra deberse a inexactitudes en la aplicacion de los ODN y falta de experiencia en el empleo de
los métodos.

Ninguno de los otros ODNs antisentido disefiados a través de la estrategia de Patzel, er al (1997)
produce el efecto deseado (excepto el TRHR1-2 a altas dosis), por lo que debe considerarse el hecho de
que ¢l método no es infalible por tanto, no todas las zonas elegidas son efectivas en la hibridacién con
ODNs. De hecho en el mismo reporte (Patzel, ef al 1997) solo la mitad de los ODNSs seleccionados para
el gen /CAM - I parece ser efectivo en reducciones mayores al 50%, y sélo 29% tienen la mayor
potencia; coincidentemente con el caso del TRH R1, los ODNs dirigidos contra el AUG son el que
muestran inhibiciones de las mas potentes (Patzel, ¢f al, 1997; Scherr, et al, 2000). En consideracion a
lo anterior, quiza sea necesario ampliar el nimero de ODNs a ensayar en cultivo para los RNAm de la
preproTRH y del TRH R2.

Se ha sefialado el hecho de que no hay suficiente informacion para entender las interacciones
ODN — RNAm; incluso Walton, er al (2002) sugieren que la inspecciéon de las predicciones
estructurales como una base para la seleccién de ODNs efectivos no revela ninguna relacién general con
su efectividad antisentido; proponc que un enfoque mas productivo seria usar esta informacién en un
modelo termodinamico mas completo, el cual tome cuenta las energias libres de los procesos de
desplegamiento del RNAm durante la hibridacion y de reconstituciéon de la estrucutra del RNAm blanco
cuando ya estd unido al ODN. La suma de las energias minimas de cada uno de los pasos da una cnergia
libre total para la unién del antisentido a una secuencia en particular del RNAm, lo cual puede ser un
parametro importante para la prediccion de ODNs antisentido efectivos. De hecho, esta energia libre
total para los ODNSs asi generados ha mostrado una tuerte correlaciéon con la afinidad de union medida

in vitro, con la activacion de la RNasa H y, por lo tanto, con la eficacia en la reduccion de la proteina
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blanco (Walton, er a/, 2002). Sin embargo, se reconoce que las modelaciones asi hechas poco tienen que
ver con la situacion estructural del RNA mensajero in vivo (Walton, et a/, 2002).

Las limitantes discutidas en los parrafos anteriores ha hecho que una de las metas principales en
el empleo de la tecnologia de antisentidos sea el desarrollo de técnicas para identificar los sitios blancos
locales accesibles (Landgraf, er al/, 1997) y se espera que, cuando se incremente la confiabilidad de estas
predicciones, sera posible reducir la cantidad de ODNs que deban ser probados in vitro. Para lo anterior
se requiere la generacion de mas datos acerca de la biofisica de la interaccion entre un ODN de corto
tamaiio y los RNAm blanco (Walton, er al/, 2002).

Otro aspecto que se debe considerar, sobre todo al momento en que se realice la aplicacion del
ODN TRIHR1-4 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 mamiferos, por lo que el efecto de un mismo ODN
variara dependiendo de las poblaciones especificas de células que se traten (Ten Asbroek, et al, 2002).

A pesar de las inconveniencias discutidas el empleo de ODNs antisentido permitira entender la
participacion del sistema de transmisién TRIHérgico en estructuras particulares del cerebro y en
paradigmas conductuales especificos, de forma mas conveniente que un enfoque “knock out”, por las
razones que a continuacidn se exponen.

Las técnicas de DNA recombinante han revolucionado la habilidad de manipular los
mecanismos biolégicos in vivo, permitiendo al investigador la disrrupcién de un sélo gen para
comprender su reclevancia fisiolégica. Estos enfoques han sido empleados en el andlisis de los
mecanismos moleculares involucrados en la funcidon cercbral y en el comportamiento del ratén, sin
embargo, en los tltimos afios se ha comenzado a cuestionar su utilidad y la validez de las
interpretaciones dc estos resultados (Gerlai, 2001).

Se han sefialado problemas asociados al fondo genético y a la activacién de procesos
compensatorios disparados por la mutaciéon durante el desarrollo (Gerlai, 2001). Por un lado, los
fenotipos de los ratones genéticamente modificados dependen del fondo genético, implicando que la
variacion genetica natural tiene un papel importante en la manifestacion las consecuencias funcionales
de la disrupcion de un gen. En este contexto, la diversidad mezclada de la mayoria 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 disrrupciéon de un gen frecuentemente conlleva a la compensaciéon completa o

parcial de su funcién debido a quc otros genes quc expresan proteinas funcionalmente equivalentes
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permanecen inalterados, siendo esta redundancia de los sistemas biolégicos una leccion frustrante
aprendida de un gran niimero de ratones “knock out” que se han generado (Gerlai, 2001). Estos cambios
fenotipicos secundarios son muy complejos, lo que resulta poco ventajoso en el analisis funcional de
genes asociados con el aprendizaje y la memoria, sobre todo si el gen de interés juega un papel en el
desarrollo, ademas del adulto (Gerlai, 2000). De hecho, hoy se reconoce que un gran nimero de genes, a
los que s6lo se atribuia un papel en el desarrollo del sistema nervioso, también estin involucrados en
plasticidad neuronal y la formacién de memoria; genes como los de neurotrofinas, moléculas de
adhesion celular y proteinas cinasas que participan en aspectos de plasticidad sinaptica como la
potenciacion a largo plazo en el hipocampo (Gerlai, 1998).

Los modclos “knock out” también tienen limitaciones en cuanto a la especificidad espacio -
temporal del efecto de la manupu’lacién genética (Gerlai, 2000; Muller y Keck, 2002), ya que la
disrrupcion esta presente desde el momento de la fecundacién y en todos los tejidos del animal. La
segunda generacién de ratones transgénicos inducibles y de “knock outs” restringidos a tipos celulares
especificos prometen resolver estos ultimos problemas (Gerlai, 2000). La expresion inducible de genes
transgénicos ha sido empleada exitosamente a través del empleco del sistema transactivador de
tetraciclina, mientras que el “knock out” célula especifico 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
(precision en el “encendido” y “apagado” del gen) y espacial (por la rareza de promotores restringidos a
localizaciones especificas en el SNC); ademas, estas técnicas producen efectos secundarios asociados
con la administracion de tetraciclina, su desarrollo resulta extremadamente laborioso y los resultados
nunca estan grantizados (Muller y Keck, 2002).

Por lo tanto, una de las alternativas mas cxitosas para estudiar la funcién de sistemas de
neurotransmision ¢n el cerebro de animales vivos ha sido el empleo de los ODNs antisentido los cuales,
en comparacion a los modelos “knock out”, ofrecen control espacial del efecto, dado que su aplicacion
requicre cirugia estereotaxica del cerebro, pueden ser administrados de manera local sin que haya que
preocuparse por los efectos colaterales que la expresion alterada de genes produzca en otros érganos
ademas del cerebro. El punto anterior es relevante en el estudio de la funcién de la TRH en el sistema
nervioso central, pues el ratén “knock out” para la hormona manifiesta, sobre todo, alteraciones en el
cjc hipotdlamo — hip6fisis — tiroides (Yamada, e «/, 1997; Shibusawa, et al, 2000). En estos ratones no

sc¢ han rcalizado pruebas conductuales especificas para determinar si existen cfectos en el sistema
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~:nervioso central (Shibusawa, er a/, 2000) sin embargo, se ha reportado la exitencia de mutaciones

: inactivadoras del TRIH R1 en humanos, cuya tnica consecuencia clinica es hipotiroidismo central, sin
que la capacidad intelectual del individuo, entre otras caracteristicas 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 exdgenamente. De hecho, se ha propuesto que estos “TRH-like”estan
actuando a través de receptores distintos a TRH R1 y a TRH R2 (Hinkle, ef al, 2002). Estos y algunos
otros factores podrian funcionar como relevo en las funciones normales del péptido, tal como se ha
observado para el “knock out” del CRF (Muglia, ef a/, 2001)

Para los ODNs antisentido puede controlarse el tiempo de aplicacidén, permitiendo manipular la
funcidén neural del adulto sin inducir cambios en el desarrollo del SNC, evitando la aparicion de los
mecanismos de compensacion producidos por el incremento en la transcripciéon de genes que codifican
proteinas funcionalmente equivalentes (Gerlai, 2001) o la participacién de otras estructuras que
confundirian la participacién de la TRH en la zona de estudio.

Finalmente, a diferencia de los “knock outs” los ODNSs antisentido pueden ser aplicados a
cualquier especie, y no solo a los ratones.

En conclusion, para el TRH R1, el ODN TRIMR1-4 parcce ser ¢l mas efectivo en la reduccidon
especifica del RNAmMm, por lo que resulta el mas adecuado para la disminucién de los niveles de receptor
1 en puntos especificos del sistema limbico de la rata, sin que su aplicacién combinada con el TRHRI1-1

resulte mas efectiva.
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PERSPECTIVAS

Uno de los aspectos que es necesario reforzar para la obtencién de un ODN antisentido efectivo
contra los RNAm de la TRH y del R2 es el del disefio de estas moléculas, en especifico el punto de la
obtencién 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 /n vitro no debe
dejarse de lado.

Para tal propdsito deberia emplearse la totalidad de la secuencia disponible de los RNA
mensajeros de cada gen al momento de realizar la modelacién y no emplear como criterio de seleccion
sitios expuestos en la cercania del inicio de la transcripcidn, sino las secuencias que aparezcan mas
expuestas a lo largo de todo el RNA mensajero. Con estas consideraciones se esperaria, en teoria, lograr

una mejor seleccidn de sitios blanco para ODNs antisentido.
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ANEXO 1 : BLAST de la secuencia sentido de los ODNSs antisentido
Resultados de la busqueda con BLAST para los ODNs antisentido:

= TRH-1
>gi | 7242210 |ref|NM 013046.1}| 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
e I T T T T T A I I N A
Sbjct: 1 atgccgggaccttggttget 20
>gi}340989|1gbIM23643.1|RATTRHO2 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 atgccgggaccttggttgect 20
Lrrrrrrrsrevrrvrrnrtd
Sbjct: 26 atgccgggaccttggttgcect 45
>gi 207469 |1gb|M36317.1 | 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 atgccgggaccttggttget 20
I A I I N I A N A N
~.Sbjct: 103 atgccgggaccttggttgct 122
,?gi|207467|gb|M12138.1|RATTRH 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 atgccgggaccttggttgcect 20
. T O I I B I A I O O
Sbjct: 103 atgccgggaccttggttgct 122
>gi|{341709|gb|M27464 .1 | RATTHRO2 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
. Query: 1l  atgccgggaccttggttgct 20
R - 1T T T T T 2 I A O A R O O
126 atgccgggaccttggttgct 45

gi 172422101 ref|NM 013046.1] Rattus norvegicus Thyrotropin
‘releasing hormone (Trh), mRNA

U Length = 768
- Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
Identities = 20/20 (100%)

Strand = Plus / Plus

Query: 1 gatcttcaccctaactggta 20

Prrrevtrrtreerbrrrrd

Sbijct: 36 gatcttcaccctaactggta 55

>gi|340889|1gb|M23643.1 | RATTRHO2 Rattus norvegicus thyrotropin-
" releasing hormone (THR) gene, exon 2
SR Length = 256

" Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
. ‘Identities = 20/20 (100%)
i Strand = Plus / Plus

‘Query: 1 gatcttcaccctaactggta 20

SRR Prvrerrirryreiertind
“Sbjct: 61 gatcttcaccctaactggta 80
>gi|2074691gb|M36317.1 | RATTRHA Rat thyrotropin—-releasing
-hormone (TRH) precursor mRNA, complete cds
E Length = 1322

. Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005

Identities = 20/20 (100%)

Strand = Plus / Plus
Query: 1 gatcttcaccctaactggta 20

, Prirrerrrrrverertred

Sbjct: 138 gatcttcaccctaactggta 157
>gil2074671gbjM12138.1 | RATTRH 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

Prrrrev e erietrrrtd
Sbjct: 138 gatcttcaccctaactggta 157

74

~ N




©>gi|341708 | gb|M27464 .1 | RATTHRO2 Rat thyrotropin-releasing
~hormone (TRH) gene, exon 2
B “Length = 256
40. l bits (20), Expect = 0.005
es =.20/20 (100%)
o Strand = Plus / Plus
ﬁhQuery. 1 gatcttcaccctaactggta 20
a ST EErIrrr e b r ey
Sbjct: 61 gatcttcaccctaactggta 80

= TRH-3
>g1|7242210|ref|NM 013046.1]| 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 ccagaacgtcgattcttgtg 20
0 T T T T U T T R O 0 L I I
Sbjct: 145 ccagaacgtcgattcttgtg 164
f>gi|340989|gblM23643.1IRATTRHOZ Rattus norvegicus thyrotropin-
 releas1ng hormone (THR) gene, exon 2
- S Length = 256
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
'Identltles = 20/20 (100%)
ST Strand = Plus / Plus
';”fQuery, 1 ccagaacgtcgattcttgtg 20
B RN I T T T T O A I T I I
“Sbijct: 170 ccagaacgtcgattcttgtg 189

: 4f>gi1207469|gblM36317.1IRATTRHA Rat thyrotropin- relea51ng

. hormone (TRH) precursor mRNA, complete cds
S ‘Length = 1322

Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
ITdentities = 20/20 (100%)

Strand = Plus / Plus
Query: 1 ccagaacgtcgattcttgtg 20

: e Prrrrtrrrirrerrrrend
Sbjct: 247 ccagaacgtcgattcttgtg 266
>gi| 207467 |gb|M12138.1 | RATTRH Rat thyrotropin-releasing
hormone (TRH)}) mRNA, complete cds

e Length = 1321

Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
Identities = 20/20 (100%)
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Strand = Plus / Plus
Query: 1 ccagaacgtcgattcecttgtg 20
Frrerr ety eyt
Sbjct:" 247 ccagaacgtcgattcttgtg 266
>g1]341709|gb|M27464 1 | RATTHRO2 Rat thyrotropin—-releasing
. hormone: (TRH) gene, exon 2
SR - Length = 256
"Score '=.40.1 bits (20), Expect = 0.005
':Identltles = 20/20 (100%)
“’Strand = Plus / Plus
"Query: 1 ccagaacgtcgattcttgtg 20
Frrdrirerrrrrrrrebnrnd
Sbjct: 170 ccagaacgtcgattcttgtg 189

e TRHRI1-1
>gi (7110728 | refINM 013047.1] 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
Co T A A A I O I A O
. Sbjct: 258 gccactgaagatggagaatg 277
L >gi 1505298 lemb | X66726.1 | RNPTHYRHR R.norvegicus mRNA for
‘5'pltu1tary thyrotropin-releasing hormone receptor
L . Length = 3363
"fScore = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
Identities = 20/20 (100%)
“rl'sStrand = Plus / Plus
ﬁfQUéry: 1 gccactgaagatggagaatg 20
Do Frberrrrrrriirerrd
o Sbjet: 331 gceccactgaagatggagaatg 350
QA>g}|57394lemle64630 1| RNTRHRMR R.norvegicus mRNA for
“fthyrotropln releasing hormone receptor
R Length = 3279
= Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
. 'Identities = 20/20 (100%)
-“strand = Plus / Plus
Query: 1 gccactgaagatggagaatg 20
‘ 10 T T T T I I I I A I
Sbhijct: 258 gccactgaagatggagaatg 277
>gi|2074711gbiM90308.1 | RATTRHR 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
o Query: 1 gccactgaagatggagaatg 20
G T I A A A I A I O A B R I
. 8bjct::80 gccactgaagatggagaatg 99
- >gi|464199!dbj|D17469.1|RATTRHRA Rat mRNA for thyrotropin
releasing hormone receptor, complete cds
R Length = 3687
... Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
- Identities = 20/20 (100%)
fowStrand = Plus / Plus
. Query: 1 gccactgaagatggagaatg 20
, ‘ T T I I I O O A
Sbijct: 295 gccactgaagatggagaatg 314

e TRHRI1-2 .
>gi| 7110728 | ref|NM 013047.1] Rattus norvegicus Thyrotropin
releasing hormone receptor (Trhr), mRNA
Length = 3279
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
Tdentities = 20/20 (100%)
Strand = Plus / Plus
Query: 1 aaaccgtcagtgaactgaac 20
. Perrtrrrreerrrerirind
Sbjct: 278 aaaccgtcagtgaactgaac 297
>gi | 545494 |gb|S69161.1|1S69161 Rattus sp. thyrotropin—-releasing
hormone receptor (TRH-R) mRNA, complete cds
S Length = 1187
~“Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
TIdentities = 20/20 (100%)
Strand = Plus / Plus
Query: 1 aaaccgtcagtgaactgaac 20
1 T T O O I A R
Sbijct: 11 aaaccgtcagtgaactgaac 30
>gi| 545492 |gb|S69160.11869160 Rattus sp. thyrotropin-—-releasing
hormone receptor (TRH-R) mRNA, complete cds
- Length = 1239
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
Identities = 20/20 (100%)
Strand = Plus / Plus
Query: 1 aaaccgtcagtgaactgaac 20
T T T O Y
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Sbjct: 11 aaaccgtcagtgaactgaac 30
->gi |I5052928 | emb |X66726.1 | RNPTHYRHR R.norvegicus mRNA for
"pltultary thyrotropin-releasing hormone receptor
o Length = 3363
‘r,Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
Identities = 20/20 (100%)
strand = Plus / Plus
ers 1 aaaccgtcagtgaactgaac 20
: I T T I A I O A O B O R A
'Sbjct.,351 aaaccgtcagtgaactgaac 370
,§1|57394|emblx64630 1| RNTRHRMR R.norvegicus mRNA for
-hy otropln releasing hormone receptor
: Length = 3279
‘ = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
Identities = 20/20 (100%)
‘Strand = Plus / Plus
Query: 1 aaaccgtcagtgaactgaac 20
T 0 T T T O 0 O O A O
Sbijct: 278 aaaccgtcagtgaactgaac 297
>gi |207471 |gb|MS0308. 1| RATTRHR Rat thyrotropin-releasing
hormone receptor (TRH-R) mRNA, complete cds
o Length = 1515
.. Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
- Identities = 20/20 (100%)
Strand = Plus / Plus
Query: 1 aaaccgtcagtgaactgaac 20
- T T T T T T O O O O R
Sbjct: 100 aaaccgtcagtgaactgaac 119
>gi|4641991dbj|D17469.1| RATTRHRA Rat mRNA for thyrotropin
relea51ng hormone receptor, complete cds
ST : Length = 3687
- ‘Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
' Identities = 20/20 (100%)
.. strand = Plus / Plus
“Query: -1 aaaccgtcagtgaactgaac 20
S b1 eterrrirrinld
" Sbjct: 315 aaaccgtcagtgaactgaac 334

e TRHRI1-3
>gi | 7110728 | ref|NM 013047.1] 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
'5Query:?1" gctcccgceccgcaagtagceccg 20
_~ 3 }, »» trrirrrrrrrrrererrni
.1 8bjct: . 306 gctcccgccgcaagtagccg 325
Li>gi 1545494 1gbl1S69161.11569161 Rattus sp. thyrotropin—-releasing
'hormone receptor (TRH—-R) mRNA, complete cds
EANE Length = 1187
‘Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
Identities = 20/20 (100%)
Strand = Plus / Plus
ﬁery: 1 gctcccgccgcaagtagececg 20
fﬁ,‘: I I O A I I N A R B N I A A O
‘Sbjct: 39 gctcccgccgcaagtagccg 58
gi| 545492 |gb|8569160.1]S69160 Rattus sp. thyrotropin-—-releasing
‘hormone receptor (TRH—-R) mRNA, complete cds
;‘»" Length = 1239
“ Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
" Identities = 20/20 (100%)
Strand = Plus / Plus
Query: 1 gctcccgccgcaagtagecg 20
brrrtrrrrrtrrerrrrnd
Sbjct: 39 gctcccgccgcaagtagccg 58
>gi| 505298 |emb |X66726.1 | RNPTHYRHR 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 gctcececgecgcaagtagecg 20
T PrEerrrerrvriritrrnd
Sbijct: 379 gctcccgccgcaagtagccg 398
'>gi| 57394 |emb | ¥X64630.1 | RNTRHRMR R.norvegicus mRNA for
,hyrotropln releasing hormone receptor
Length = 3279
'QScore = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
Identities = 20/20 (100%)
#-Strand = Plus / Plus
‘Query: 1 gctcccgccecgcaagtageccg 20
R Frrrdrtrrrerrritrtrriel
Sbjct: 306 gctcccgccgcaagtagccg 325
>gi 1207471 |gbIMS0308.1 | RATTRHR 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 / Plus: =
Query: 1 gctcccgcecgecaagtagececg 20
: Frrirrer et el
Sbijct: 128 gctcccgccgcaagtagceccg 147
>gi|464199)1dbj|D17469.1 | RATTRHRA Rat mRNA for thyrotropin
releasing hormone receptor, complete cds
T Length = 3687
- Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
TIdentities = 20/20 (100%)
- ‘Strand = Plus / Plus
Query: 1 gctcccgeccgcaagtageccg 20
SR Prrrrryrrdbrrrrebrrnd
Sbjct: 343 gctcccgccgcaagtagccg 362

" e TRHR2-1
'~>gil4883996|gb|AF149717.1IAF149717 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
[ O A A N I A N IR IR A AN I
Sbijct: 5 caccagcaagatggatggcc 24
>gi}3641600|Igb|AF091715.1|AF0381715 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
Frrrrryerrerrrernrind
Sbijct: 352 caccagcaagatggatggcc 371
>gi}3660553]1dbj|AB015645.1]|AB015645 Rattus norvegicus mRNA for
G protein-coupled receptor, complete cds
[T Length = 2351
" 'Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
. Identities = 20/20 (100%)
 Strand = Plus / Plus
Query: 1 caccagcaagatggatggcc 20
T T O O Y O R A I B I I
Sbijct: 204 caccagcaagatggatggcc 223
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e TRHR2-2
>gi| 4883996 |gb|AF149717.11AF1429717 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
T T T O I O O O I
Sbjct: 28 gtaatgtctcgctcattcac 47
>gi|3641600}gb|AF091715.1|AF091715 Rattus norvegicus
. thyrotropin releasing hormone receptor—-2 (TRHR-2) mRNA,
. cds

Lo Length = 1641

‘Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005

‘Identities = 20/20 (100%)

"Strand = Plus / Plus

‘Query: 1 gtaatgtctcgctcattcac 20

e firrrrtrerrrerirrrnrrrtd

Sbjct: 375 gtaatgtctcgctcattcac 394

‘>gi| 3660553 |{dby |AB015645.1|AB015645 Rattus norvegicus
’Gwprotein—coupled receptor, complete cds

S Length = 2351

‘Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005

Identities = 20/20 (100%)

“Strand = Plus / Plus

Query: 1 gtaatgtctcgctcattcac 20

R [ T O I R A A I A I O N I AR O

“Sbjct: 227 gtaatgtctcgctcattcac 246

- e~ TRFIR2-3
">gi (4883996 |Igb|AF149717.1|AF149717 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
N O I I R O N I R A
Sbjct: 77 caaggtggtctcagtcttcc 96

complete

mRNA for

>gi|3641600|1gb|AF091715.1]AF091715 Rattus norvegicus mRNA,

complete cds
Length = 1641
Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
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Identities = 20/20 (100%)
Strand = Plus / Plus
Query: 1 caaggtggtctcagtcttcec 20
: T T T T I 0 O A I
Sbijct: 424 caaggtggtctcagtcttcc 443
>gi|3660553|dbj |AB015645.1 |ABO15645 Rattus norvegicus mRNA for
G protein—-coupled receptor, complete cds
o Length = 2351
" Score = 40.1 bits (20), Expect = 0.005
Identities = 20/20 (100%)
. Strand = Plus / Plus
. Querys: 1 caaggtggtctcagtcttcec 20
D Frrrtrrrasttreriretid
- Sbjct: 276 caaggtggtctcagtcttcec 295
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ANEXO 2: Resultados de Oligo v.4.0 para los ODNs antisentido
Resultados del programa OLIGO v.4.0 para los ODNs antisentido.

TRH-1
Lower Primer, 20-mer [1]:
Lower Primer: the most stable 3'-dimer: 2 bp, -1.5 kcal/mol
S AGCAACCAAGGTCCCGGCA: 3
3 GGCCCTGGAACCAACGA 5
Lower Primer: the most stable dimer overall: 4 bp, -9.8 kcal/mol
5' AGCAACCAAGGTC AT 3
1 2
3' TAC CTGGAACCAACGA S5°*
Hairpin Stems in the Lower Primer [1]1 (20-mer)
1. Duplex Length = 3 bp; AG = 41 .7 kcal/mol; Loop = 2 nucleotides
S AGCAII\Cll(IZA
)
3' TACGGCCCTGGA
TRH-2
Duplex Formation (position of the oligo = 36):
Lower Primer: the most stable 3'-dimer: 4 bp, -4.7 kcal/mol
5 TAC_CAG:I"I‘A.GGGTGA.A?ATCI: 3
3*' CTAGAAGTGGGATTGACCAT 5'
Lower Primer: the most stable dimer: 4 bp, —-4.7 kcal/mol
S 'I‘ACCAGT’I‘AGGG’I‘GAAGI]VIFCl: 3
3' CTAGAAGTGGGATTGACCAT S5°
Hairpin: AG = -0.1 kcal/mol, Loop = 6 nt, Tm = 25°
S T.?Clr(l:AG'I‘
)
3¢ CTAGAAGTCGGAT
TRH-3
Duplex Formation (position of the oligo = 145):

Lower Primer: no 3'-terminal dimer formation

Lower Primer: the most stable dimer: 4 bp, -6.8 kcal/mol
5¢ CACAAGAATCGACGTDICTGGS*

3' GGTCTTGCAGCTAAGAACAC 5°

Hairpin: AG = -0.8 kcal/mol, Loop = 6 nt, Tm = 38°
5* CACAAGAATCG
)

iy
3' GGTCTTGCA
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TRHR1-1

Duplex Formation (position of the oligo = 25B):
Lower Primer: the most stable 3'-dimer: 2 bp, -3.1 kcal/mol
5¢ CATTCTCCATCTTCAGTGGC 3

g
3' CGGTGACTTCTACCTCTTAC 5'

Lower Primer: the most stable dimer: 3 bp, -5.0 kcal/mol
5' CATTCTCCATCTTCAGTGGC 3°'

3' CGGTGACTTCTACCTCTTAC 5°

Hairpin: AG = -0.9 kcal/mol, Loop = 7 nt, Tm = 49°
5°' CATTCTCCATCT
' T™
3' CGGTGAC

TRHR1-2

Duplex Formation (position of the oligo = 278):

Lower Primer: no 3'-terminal dimer formation

L.ower Primer: the most stable dimer: 5 bp, -6.4 kcal/mol
5' GTTCAGTTCACTGACGGTTT3'

3+ PPTGGCAGTCACTTGACTTG 5°

Hairpin: AG = -0.6 kcal/mol, Loop = 4 nt, Tm = 37°
5' GTTCAGTT

3' TTTGGCAGTCAC

TRHR1-3

Duplex Formation (position of the oligo = 306):
Lower Primer: the most stable 3'-dimer: 3 bp, ~-4.7 kcal/mol
S CGGCTACTTGCGGCGGGAGC 3

3 CGAGGGCGGCGTTCATCGGC 5°

Lower Primer: the most stable dimer: 3 bp, -4.7 kcal/mol
S5 CGGCTACTTGCGGCGGGAGC 3

11l
3+ CCAGBGOGECETTCATCGGE 5 -

Hairpin: AG = 0.2 kcal/mol, Loop = 12 nt, Tm = 21°
5* CGGCTACTTGC

|11 )
3* CGAGGGCGG
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TRHR2-1

Puplex Formation (position of the oligo = 352):
Lower Primer: the most stable 3'-dimer: 2 bp, -1.9 kcal/mol
5' GGCCATCCATCTTGCTGGTG 3°

3' GTGGTCGTTCTACCTACCGG S '

Lower Primer: the most stable dimer: 4 bp, -9.3 kcal/mol
5* GGCCATCCATCTTGCTGGTG3 !

3' GTGGTCGTTCTACCTACCGG 5°

Hairpin: AG = -0.7 kcal/mol, Loop = 10 nt, Tm = 41°
5°*' GGCCATCCAT
)

g
3* GTGGTCGTTC

TRHR2-2

Duplex Formation (position of the oligo = 375):
Lower Primer: the most stable 3°'-dimer: 2 bp., -1.3 kcal/mol
5 GTGAATGAGCGAGACATTAC3‘ .

3! CATTACAGAGCGAGTAAGTG 5"

Lower Primer: the most stable dimer: 4 bp, -5.3 kcal/mol
S GTGAATGAGCGAGACATTAC 3

[ :
31 CATTACAGAGCGAGTAAGTG 5°

Hairpin: AG = -1.2 kcal/mol, Loop = 7 nt, Tm = 46°
5* GTGAATGAGC

jl_ @
3' CATTACAGA

TRHR2-3

Duplex Formation (position of the oligo = 424):
Lower Primer: the most stable 3°'-dimer: 2 bp, -1.9 kcal/mol
S' GGAAGACTGAGACCACCTTG 3°

3' GTTCCACCAGAGTCAGARGG S'

Lower Primer: the most stable dimer: 3 bp, -3.5 kcal/mol
5 GGAAGACTGAGACCACCTTG 3

111
3 GTTCCACCAGAGTCAGAAGG 5°
Hairpin: AG = 1.0 kcal/mol, Loop = 11 nt, Tm = 2°
5* GGAAGACTGA

1] G
3' GTTCCACCA
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ANEXO 3: Blast y resultados de Oligo v.4.0 para RDMR1-1 y RDMR1-4
ODNs con la secuencia aleatorizada para TRHR1-1 y TRHR1-4
= RDMRI1-1:
Correspondiente a TRHR1-1.
Secuencia: 5° GCA CCC TACTGT TCG TAT TC 3’
Resultados del BLAST: no hay secuencias similares para Rattus norvegicus.
Resultado de OLIGO v.4.0:

Duplex Formation (position of the oligo = 1):

Upper Primer: no 3'-terminal dimer formation

Upper Primer: the most stable dimer: 2 bp, -3.6 kcal/mol
5' GCACCCTACTGTTCGTATTC 3°

3+ CTTATGCTTGTCATCCCACG 5°

Hairpin: AG = 2.1 kcal/mol, Loop = 5 nt
5 GCACCCTA?TG
{ T
3' CTTATGCT
Hairpin Stems in the Upper Primer {1])] (20-mer)

1. Duplex Length = 3 bp: AG = 2.1 kcal/mol; Loop = 5 nucleotides
5' GCACCCTACTG

3+ crribber”

= RDMRI1-4:

Correspondiente a TRFHR 1-4.

Secuencia: 5> CAT GGT TTT TAC GAC CTC 3°

Resultados del BLAST: no hay secuencias similares para Ratfus norvegicus.

Resultado de OLIGO v.4.0:

Duplex Formation (position of the oligo = 1)
Upper Primer: the most stable 3'-dimer: 2 bp
5’ CATGGITTTTTACCGACCTC 3°

-1.6 kcal/mol

3* CTCCAGCATTTTTGGTAC 5°

Upper Primer: the most stable dimer: 4 bp, -5.3 kcal/mol
5' CATGCTTI'TTACGACCTC3!

Ry
3' CTCCAGCATTTTTGGTAC 5°

Hairpin: AG = ~0.3 kcal/mol, Loop = 7 nt, Tm = 31°
5* CATGGTTTT
111 T
3*' CTCCAGCA
Hairpin Stems in the Upper Primer [1] (l8-mer)
1. Duplex Length = 3 hp; AG = -0.3 kcal/mol; Loop = 7 nucleotides
5' CATGCTTTT
T

1]
3°* CTCCAGCA
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