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1. INTRODUCCION

La neurobiologia estudia la. ‘interaccion de las neuronas que promueven
conductas en los organismos  complejos y- en las células individuales. Este
objetivo ha llevado a los cientificos a identificar las moléculas que determinan las
propiedades de las células, las que hacen posible su comunicacion, las que
permiten conexiones correctas entre ellas, asi como las que organizan y descifran
la informacién que le llega a la célula, para que ésta la integre y presente una’
conducta determinada como respuesta al estimulo especifico (Hal/l 1992 ). Entre
estas moléculas se encuentran los denominados neurotransmisores clasicos
(derivados de aminoacidos), responsables de los sistemas rapidos @ de;
comunicacion sinaptica (milisegundos) y, los neuropéptidos quienes efectuan:la
transmision de una forma mas lenta que los primeros (centenas de milisegundos). :
- Estos, liberados en las sinapsis hacen posible la comunicacién cejular. Pueden .-

actuar a través de la alteracion intracelular de mensajeros quimicos ‘inducir_ -

cambios en la expresion genética, en el nimero y cinética de canales idnicos; en
la sensibilidad celular a voltaje, produciendo diferencias en la excitabilidad de las
neuronas que puede ser transitoria o duradera (Hall 1992). ' En las vias de

comunicacion tanto de neurotransmisores como neuropéptidos, las vesiculas
secretoras son el medio por el cual los mensajeros quimicos. se seleccionan,

viajan hasta el sitio de liberacién y se secretan por exocitosis.

Se conocen en la actualidad alrededor de 40 neuropéptidos (Tabla 1). Algunos de
ellos fueron identificados por su accidon en tejidos diferentes al Sistema Nervioso
Central (SNC). Estudios de inmunohistoquimca revelaron que las terminales
sinapticas que contienen neuropéptidos también pueden contener vesiculas con
neurotransmisores clasicos, asi como colocalizacion de dos péptidos en la misma
neurona. La Hormona Liberadora de la Tirotropina (TRH) es uno de los péptidos
que originalmente se encontraron en el hipotalamo y que regulan desde ahi la
secrecion glandular.

El TRH se sintetiza en el nacleo paraventricular (NPV) del hipotalamo y regula el
funcionamijento del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides (HHT) para controlar la
degradacion de las reservas energéticas de los animales, dependiendo de las
necesidades diarias, que varian con las estaciones, con ia edad reproductiva, con
las condiciones ambientales (frio, estrés) etc.. Pero también se encuentra en
regiones extrahipotalamicas que lo han implicado'en funciones bioldgicas no
relacionadas con su papel de neurochormona, como la regulaciéon de la motilidad
gastrica, del ritmo cardiaco, la regulacién del apetito, el despertar y también
parece participar en desdérdenes como la epilepsia y puede bloquear el efecto de
algunos narcoéticos como el etanol. :



Tabla 1. Péptidos en el cerebro de mamiferos. r/ail 2., Molecular Neurobiology, 1992

Hormonas liberadoras hipotaldmicas Pépridos gastrico cerebrales
Hormmona liberadora de 1a Tirotropina (TRI) Péptido intestinal vasoactive (VIP)
IHormona liberadora de la Gonadotropina (GnR11) Colecistoquinina (CCK)
Somatostatina (SRIF) Gastrina
Factor de liberacion de la Corticotropina (CRF) Motilina
Hormona liberadora de la Hormona del crecimiento (GHREH) Polipéptido pancreatico.
I lormona liberadora de 1a Hormona luteinizante (LTIRIT) Secretina
Sustancia I?
Pépridos adenoliipaofisiarios. Sustancia K
Hlormona adrenocorticotropica (ACTIT) Bombesina
HHormona del erecimiento (GIT) Neurotensina
Lipotropina Péptido de liberacion gastrica (GRP)
tlonnona estimuladora de los a-melanocitos (a-MSI1) .
Prolactina Pdptidos Opioides
Honmmona luteinizante Dinorfina
Tirotropina. B-endorfina
Met-encefalina
Hormonas nevroliipofisiarias. Leu-encefalina
Vasopresina
Oxitocina Orros
Neurofisinas Bradiquinina
Camosina
HHormonas circulatorias Neuropeptido Y
Angiotensina : TFactor de crecimiento epidénnico
Calcitonina Galanina
Glueagon. Factor natriurético atrial (ANF).

La participacién del TRH en la comunicacion celular y en el mantenimiento: de
funciones bioldgicas involucra diferentes eventos metabdlicos: su - sintesis,> su
transporte hacia la terminal nerviosa, su procesamiento, liberacidén: hacia el-
espacio intersinaptico y finalmente su degradacion. EEEE = i

La caracterizacion de cada uno de estos eventos del metabollsmo de TRH y la Y
identificacion de los factores que los regulan abre la posibilidad de: conocer comof,
el organismo se adapta a diferentes estimulos favorables o adverso s

supervivencia. Al mismo tiempo, permite entender cémo la alteracién’ de alguno de‘t

los eventos del metabolismo de ciertos péptidos pueden estar” inv
disfunciones cerebrales tales como la epilepsia.

en .

El objetivo del trabajo se centra en el evento de degradacion del TRH, ‘una vez .
que éste ha sido liberado en la intersinapsis; especificamente la regulacidn de |la

actividad y de la expresidn de su enzima degradativa: la piroglutamil peptidasa Il

(PPII).

La estrategia utilizada en el presente trabajo, fue estudiar dos modelos
de activacion de las neuronas TRHeérgicas en el SNC. El kindling
amigdalino y la inyeccidén intraperitoneal de etanol



1.1. Antecedentes del TRH.

La secrecién de las hormonas de la hipdfisis anterior esta regulada por células
neurosecretoras del hipotalamo. Los axones de estas células terminan en:la
eminencia media, de donde se secretan factores de liberacién u hormonas-a un
sistema especial de capilares que estan conectados por un sistema portal ala"

hipdfisis anterior. En funcidén de esta conexion “directa”, los factores de Ilberacton, :

llegan a la hipdfisis antes de que se diluyan en la circulacién general. Los factores :

pueden estimular o inhibir la liberacion de hormonas especnfucas de la: hipofisis .

anterior. Puesto que se liberan muy cerca de su sitio de accién, se requueren sélo -

pequefias cantidades de éstos por lo que su aislamiento e |dent|f|cac:on necesnto'f o

de esfuerzos prolongados.

Durante 10 afos dos laboratorios, uno dlrlgldo ‘por Roger Gunllemln (Burgus;f
7969) y otro por Andrew Schalley (Boler 71969) analizaron tejido hlpotalamxco para’.:
purificar e} primero de estos factores, la: Hormona Liberadora de:la Tlrotroplna
(TRH), cuyo efecto sobre ia Ilberacxon de tirotropina en la adenohip&fisis provocéd:’
el 'interés en su aislamiento y estudio. 'Analisis extensivos y los avances en: Ia
qunmlca de peptldos hicieron posxble la caracternzacton de su estructura. .

EI TRH es un trlpeptldo amldado (PGlu- Hls—Pro—NHZ) ciclizado en la glutamina de
}su extremo :N- ermlnal -a la:forma pyroGlu, y. amidado en su extremo C-terminal.
e losraxones que proyectan hacia la eminencia media y que
liberan \TRH se’ originan 'en un grupo de. neuronas localizadas en el nucleo
paraventncular del hipotalamo. El TRH esta confinado a la divisidon parvocelular,
incluyendo:las subdivisiones anterior, medial y periventricular de! hipotalamo
(Lechan:1989). Una vez liberado hacia el sistema venoso de capilares:portales,
tiene efecto sobre la sintesis y liberacion de prolactina (Grosvenor 7980).en-los
lactotropos y sobre la tirotropina (TSH) (Heisenleder 1992) en los tirotropos de'la.
adenohipdfisis. La tirotropina a su vez, induce la sintesis y liberacion de hormonasf
tiroideas que controlan la tasa del metabolismo.

1.2. Sintesis del TRH.

E! mecanismo de su sintesis se determind después de arfos de controversia.
Ahora se sabe que el TRH resulta de la digestidn postraduccional de. una
molécula precursora de mayor tamano. En 1986 utilizando: técnicas de
inmunocitoquimica y un anticuerpo dirigido contra un decapéptido sintético e
hipotético pudo identificarse la presencia de un polipéptido que tiene multiples
copias de |lg secuencia precursora del TRH en el cerebro de rata. El aislamiento
del cDNA 3 partir de una genoteca de expresion de hipotalamo de rata, permitid
definir que éste codifica para la secuencia completa de la prohormona de TRH en
mamiferos. La secuencia de aminoacidos revela que la prohormona tiene un peso



molecular de aproximadamente 26,000 daltones y contiene 5 copias_de la_ .
secuencia Gln-His-Pro-Gly flanqueada por aminoacidos basicos Lis-Arg o Arg-Arg -
(L.Lechan 1986) que son secuencialmente digeridos por una convertasa  (PC1:y/o-
PC2) y una carboxipeptidasa para originar los cinco fragmentos de Gin-His-Pro-
Gly; la glutaminil ciclasa convierte la glutamina en pyroglu y una peptidilglicina-a
amidante monooxigenasa (PAM) provoca la escision del enlace peptidico entre |la
prolina y la glicina produciendo asi al tripéptido funcional TRH. Ademas de'la
secuencia repetida que da lugar al TRH, fa prohormona contiene cinco péptidos
que separan a las péptidos de TRH flanqueados por los extremos amino y
carboxilo. Ya que el péptido amino terminal también contiene un sitio de digestion
potencial, siete péptidos conectores o “cripticos” que no son TRH, podrian ser
generados por accion enzimatica en los pares de los residuos basicos por una
endopeptidasa parecida a la carboxipeptidasa B (Lechan 7992). El precursor de
TRH humano contiene seis secuencias repetidas en lugar de las cinco
encontradas en la rata, ambas con siete péptidos cripticos. En la rata, el péptido
conector proTRH160-169 (PS4) es capaz de potenciar los efectos de TRH en la
liberacidn de TSH de la hipd&fisis (Bulant 1990, Ladram 1994). La identificacion de
que el proTRH inmunoreactivo se encuentra confinado al soma neuronal,
principalmente en el aparato de Golgi y en vesiculas secretoras inmunorreactivas
ha llevado a pensar que el procesamiento de la prohormona se efectua
rapidamente en la perikaria y no durante el transporte axonal tal como se ha
descrito para otras prohormonas como el precursor de: la vasopresina,
encontrandose el péptido activo en la terminal sinaptica. B R . :

El gen de TRH se ha caracterizado en la rata (Lee 1988) Y. en eI humano (Yamada L
7990) con un porcentaje de homologia giobal de 73.3% y'de 89.2% en’ la'regién =
que codifica para el TRH. La unidad de transcripcion:de: amb 3
excnes separados por dos intrones. La regién del extremo 5" con ie
promotora con elementos consenso de regulacién para‘el receptor
tiroideas (TR), dos mitades sencillas del sitio que se.unen‘al:TR:en'u
y una tercera que se une al TR en forma de homodimero:asi com
con proteinas auxiliares TR (Hollenberg  1995) que estan. relaCIonadas con la
isoforma del receptor retinoide-X (Miyamoto 71993); un sitio consenso para la
unién del receptor de glucocorticoides (GR); y dos elementos de respuesta
imperfectos al AMPciclico (cAMP) (CREs), uno de los cuales también es
reconocido por el factor de transcripcion' AP1 y es capaz de unirse al TRa1 (Lee
1888, 7993; Stevenin 7995). El exdn 1 codifica para la region 5 no traducida; el
exodn 2, para el péptido sefal .y para una pequefia porcidon del péptido en su
segion aminoterminal; la mayor parte del precursor de TRH viene codificada en el
tercer exon. .




1.3. Regulacién del metabolismo del TRH en el eje neuroenddcrino.

El metabolismo de TRH hipotalamico debe ajustarse a las demandas energéticas
de! organismo durante el dia, de las estaciones y, de diferentes estados
fisioldgicos como el crecimiento o |la reproduccion. En respuesta a un estimulo. .
quimico o neural, el TRH es liberado hacia el sistema portal para inducir - la
sintesis y liberacion de tirotropina (TSH) cuya funcién es la de activar. la'sintesis y
liberacidn de’ las hormonas tiroideas para controlar ‘la tasa. del ‘metabolismo 'y
regular el gasto de la energia almacenada dependiendo de las’ exngencxas del
medlo amblente

Entre . Ios mensajeros quimicos que regulan el metabolismo del TRH.. estan das
hormonas ' tiroideas: T3 y T4, cuyos niveles circulantes retroalimentan- al:
hipotalamo sobre ‘la necesidad de acelerar o desacelerar e! eje HHT: La
tiroidectomia o bien un tratamiento con propiltiouracilo (PTU), eleva los niveles’

del RNAmM de TRH en el nicleo paraventricular del hipotalamo (Segerson 1987); '

en cambio el hipertiroidismo provoca su disminucion (Koller 1987; Zoeller-1988). -
Este aumento en el RNAmM de TRH va acompafado de un incremento: en-el.
proTRH del NPV (Segerson 71987), lo que sugiere que la traduccién del RNAmM del
TRH también se activa. El efecto es especifico para el NPV, ya:'‘queotras
regiones de! cerebro como el nucleo reticular 6 el bulbo olfatorio:no:-tienen
respuesta. ERPHTE :

Las hormonas tiroideas también disminuyen la densidad de los receptores a. TRH
en la adenohipdfisis in vivo y en células hipofisiarias en cultivo (De:Lean: 1977,
Gershengorn 1978, Perrone 1997 ) disminuyendo asi la:respuesta. a.TRH. En
contraste, los estrégenos incrementan ios niveles del receptoride:-TRH:in'vitro e in
vivo lo que eleva la sensibilidad de las células adenohipofisiarias a TRH
(Schomburg 71997). . o :

La adrenalectomia induce una.aumentoen la sintesis de:TRH hipotalamico y, la
inyeccion de glucocorticoides .. (GC) en.estos animales disminuye esa elevacion
de los niveles de su RNAmM.in vivo : (Kakucska  1995). En cambio en cultivos
primarios de células diencefalicas los - GC provocaron un aumento en los niveles
del RNAmM del péptido (Luo 71995, Pérez-Martinez 1998).

Otros estimulos como el frio y la succion en donde la liberacion de TRH se
incrementa, . estad  acompanada de un aumento. en los niveles de RNAmM. Los
incrementos son rapidos y transitorios ( Zoeller 1995, Uribe 1993).

La respuesta de las células blanco del TRH en la hipdfisis podria también
modularse dependiendo de la tasa de degradacion del tripéptido en sitios
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especificos. Este. mecanismo:podria controlar la intensidad del estimulo o la
duracién de la accidn del factor de liberacion.

1.3.1. Inactnvaclén del TRH

El TRH es sustrato tanto de enzimas solubles como membranales -En fracciones
celulares 'solubles’las ‘enzimas piroglutamil peptidasa | (PPI;EC"3.4.21.26),y la
prolil .endopeptidasa (PE, EC 3.4.19.3) pueden degradar ‘al péptido . (O’Leary
71995). Sin embargo, puesto que el TRH viaja dentro de vesiculas, estas enzimas
no tienen.acceso ‘a él y no controlan los niveles de TRH llberados hacia el

espacio extracelular (Charli 1987, Méndez 1990). Su relevancia  como .
mecanismos de inactivacién intracelular del TRH permanece en discusioén (Faivre-:. ..
Bauman 1986, Charli 1987, Méndez 71990)." Estas dos enzimas tienen ‘una i ™

especificidad amplia, y estan distribuidas  en diferentes tejidos. Pueden i
hidrolizar ‘los . enlaces pGlu-His y el His-Pro-NH2 del TRH respectlvamente(
(O'Cuinn. 1990). La PE también se ha encontrado en membranas:

sinaptosomales en bovinos. No existe evidencia de que alguna de estas’ dos:
enzimas estén presentes en. el cerebro como una ecto forma o .que: esten

solubles en el espacio extracelular. Ademas, la inhibicion de estas enznmas;

in vivo o in vitro con piroglutamil diazometil cetona y N-benzyloxicarbonil:
prolil prolinal no elevan Ia concentracién de TRH en el cerebro (Charll‘
Méndez 1990). . B

La enzima que puede inactivar al péptido en el espacio extracelularpar‘a erminar..
la transmisién de su mensaje es la piroglutamil peptidasa Il (PPIl) R
Esta, ‘ha sido purlf‘cada sde:: membranas sinaptosomales: (O‘Conno g
Torres 719885), de cerebro de rata, y también se encuentra en ! branas de

las células de la adenohnpéflsns (Vargas 71987).

De entre las tres enzimas. que se conoce que podrian inac _péptido TRH,
la PPII tiene mayor especificidad por su sustrato (Km . de 40 '1tM) e hidroliza el
enlace piroglutamil-histidil del TRH pGlu-His-ProNH2 vy  de : péptidos sintéticos
con secuencia pGlu-His-Trp o pGlu-His-Ala, asi como pGilu-His-Pro. Péptidos
naturales de estructura pGlu-X (X=péptido superior a tres aminoacidos),
como el GnRH, (Hormona liberadora de fas gonadotropinas), no son
degradados por la PPl (O'Connor 1984, Garat 1985). La mayoria de las
modificaciones del pGlu o de la His evitan la hidrdlisis (Wilk 1989, Elmore 1990).
La inhibiciéon especifica de la PPII con N-1-carboxil-2-feniletil (Nim
benzyl)-histidil-beta-NA eleva la recuperacién del TRH liberado de rebanadas
de cerebro (Charli 7989). También se han obtenido datos similares inhibiendo a
la enzima con LHRH (Ki de 20 uM) (Charli 1989b). Estos resultados apoyan a la
PPl con un papel relevante en la degradacion del TRH en el espacio




extracelular y se le ha propuesto como el mecanismo responsable de la
inactivacion del péptido liberado.

LLa PPIl es un homodimero de un peso molecular de 230 000 daltones (Baver
71994). Se ha purificado de cerebro de cobayos, conejo (Wilk 1989), rata y porcino
(Bauver 1994). El cDNA de la enzima cerebral y adenohipdfisis de rata ya se ha
clonado (Schauder 1994). Se ha descrito un. sélo gen pero por Ilo menos se
han detectado tres especies de mMRNA (6-9.5 'Kb) por Northern blots utilizando
diferentes sondas. No se conoce aun  la estructura de! gen. La secuencia
deducida corresponde a una proteina: de membrana |ntegral tipo !l que contiene
1025 aa. Se le ha propuesto la suguxente topografia: una pequena region
intracelular N-terminal que contiene jun sitio potencial de fosforilacion por la
proteina cinasa C (PKC); un. dornlmo transmembranal de 22 aminoacidos de
longitud, que ha sido predicho por un 'analisis de hidropatia; y una gran region
extracelular con una secuencia: consenso His-Glu-X-X-His y un segundo Glu
separado por 18 aa, lo que es caracteristico de peptidasas de zinc. El dominio
extracelular también : contien na. . Tir que es secuencia consenso de
sulfatacion y 12 sitios de: glic |Iacuon (Schauder 1994). La actividad de Ila
enzima es preferencnalme te h|b|da por quelantes de metales (O'Connor
7984, Garat 1985, Friedma -Los analisis de la enzima purificada
sefalan a los ‘amin Tyr,‘ His, Arg como necesarios para la actividad
enZImatica asi. ¢ 1a presen ia - de un atomo de zinc fuertemente unido

La prednccnon op ucida: del cDNA concuerda con'estudios bioquimicos
previos que: muestran’ que la’ PPl esta localizada en-la membrana plasmattca
del compartxmento snnaptosomal (O Connor 1984, :Torres: 1986)

o en. celulas
na ectoenz:ma' es: declr .con:el- sitio
1988 Bauer 1990) Tlene un pH

def cerebro
adenohlpoflslarlas .se. -comporta .. com
actlvo hacna el espacuo extracelular (Char/

neuronas (Cruz 1997).

La enznma presente en - la
preferencnalmente en los lactotropos (Baue ‘1990). En este tejldO sU ‘expresion
coincide con la ‘maduraciéon de la regulacion: hlpotalamlca de” los lactotropos y
Ia retroallmentacuén de las hormonas tnrondeas (Vargas 1992b) :



1.3.1.1 Regulacién de la enzima PPIl en la adenohipdfisis.

La actividad de la PPII de la adenohipdfisis es modulable. El ciclo estral " cambia
la actividad de la enzima, pero las fluctuaciones no correlacionan con los
cambios de E2, lo que indica una respuesta a influencias adicionales (Uribe
79917) ya que tampoco hay correlacion con la liberacidn de TRH en estos
experimentos.

En estudios in vitro en células adenohipofisiarias en cultivo se ha observado
que los factores hipotalamicos que regulan la secrecion de prolactina, ya sea
positiva’ (TRH) © negativamente [dopamina (DA), somatostatina (SRIF)] también
modulan la actividad de la PP!l. El TRH (10°M) decrece la actividad de la PPIl en
un 37 * 2% a través de la activacidon de su receptor; su inhibicidn aparece
lentamente y. es maxima. alrededor de 16 h de incubacion (Vargas 17998). E!l
péptido activador de la adenilcilcasa (10® M) (PACAP) decrecid la actividad de la
enzima en un 32 + 4% mientras que el péptido intestinal vasoactivo (VIP) no tuvo
efecto (Vargas 1998). La bromocriptina (un agonista del receptor D2 de DA) y
la SRIF inhiben totalmente la regulacion negativa inducida por TRH (Vargas
1994). Estos datos muestran que los mensajeros extracelulares que
controlan la secrecidn de la prolactina también ejercen un efecto regulatorio a
largo plazo en la actividad de la PPII. Estos efectos son probablemente debidos a
la modificacion de la biosintesis ya que los niveles del mRNA de la PPIl son
regulados en forma similar a su actividad. El TRH provoca que los niveles de
RNAmM de la PPIl disminuyan de 35 a 18 fg/ug de RNA total a las 16 horas
después de exponer a células GH3. a. TRH, pero presentandose un efecto
significativo desde las 2 horas, a una dosis maxima de inhibicion de-10 7 M.
(Lin 1988). g

La inhibicién de la actividad de la PPIl ha  sido inducida por la activacion de la
proteina cinasa C (PKC). E| B-forbol-12 miristato-13 acetato (PMA) y el forbol
12,13 dibutirato decrecen los niveles -de:RNAm -dela PPIll-en células = GH3.
Asimismo, el inhibidor de la PKC, el-H7; . es capaz de: bloquear los efectos de
TRH y de PMA sobre los niveles de RNAm de “la” PPl El 'aumento de los
niveles intracelulares de AMPc, o la actlvamon de Ios ‘canales de. calcio tipo L
provocan una regulacién negativa de la actividad de la.PPH. Esto suglere que los
efectos del TRH estan mediados por la activacion de los canales de calcio tipo L
(Vargas 1994).

Las hormonas tiroideas controlan positivamente la actividad de la tiroliberinasa
en el suero de rata, pero el tiempo de respuesta es relativamente lento y su
sensibilidad es débil, en contraste con la respuesta de PPIl cuya actividad esta
controlada muy estrechamente por el estado tiroideo y responde mas rapido y
con mayor sensibilidad a triyodotironina (Bauer 171987, Ponce 1988). EI



hipotiroidismo .. provoca un incremento in vivo en los niveles del receptor
hipofisiario de TRH, y una disminucién de la actividad de la PPH, que
contribuiria: a aumentar la eficiencia del TRH. [n vivo, el estradiol decrece la
actividad de la PPIl y antagoniza los efectos de las hormonas tiroideas (HT)
(Bauer 1988, Schomburg 71997). Los estudios /in vitro demuestran que las HT
tienen una accidén directa en la adenohipofisis (Bauer 71990). Los efectos
hormonales pudieran ser debidos a una modificacion en ia sintesis ya que son
precedidos por cambios similares en los niveles de su mRNA (Schomburg

1995, 1997).
1.4. Regulacién del metabolismo de TRH en el SNC.
1.4.1. Localizacién del pro-TRH

Inmunocitoguimica

La identificacién de la anatomia de los sistemas neuronales del . TRH en’el
cerebro se ha facilitado por la caracterizacidon de la estructura de'la prohorrnona' :
del TRH (Lechan 7992). La extensiva distribucion del proTRH asi como del.’
TRH , (identificado por radioinmunoensayo) ayuda a explicar las acciones’ ‘tan

amplias de este péptido en los sistemas autonédmicos, motor, sensorlal y. |ImblC (R

Con inmunocitoquimica se ha identificado la ubicacion de la prohormona en el,
soma neuronal, mientras que el péptido activo se encuentra. concentrado ‘en‘la
terminal sinaptica, de modo que al estudiar la distribuciéon celular.y reglonal de’ la
prohormona, de los_ péptidos cripticos y del TRH, se han caractenzado zonas™-
donde existe el RNAm pero no. péptxdo activo y viceversa. S L -

Asi, se ha ldentlfncado que ademas del sistema tuberinfundibular, los péptidos
inmunorreactivos . diferentes ‘al TRH se encuentran  en . otras regiones del
hipotalamo .y en zonas’' extrahipotalamicas. La mayoria de estas regiones también
contienen, TRH. Los péptidos cripticos se encuentran.en neuronas del raphe y
axones ' que ‘descienden hacia la meédula espinal: para. innervar las alfa
motoneuronas:del asta ventral y neuronas snmpatlcas pregangliénicas en la
columna intermediolateral (Lechan 7989).

Varias regiones del cerebro se identificaron inmunopositivas para péptidos
derivados del pro-TRH si bien no han sido positivas para el TRH; entre éstas se
encuentran el septum medio, el nlcleo basal de l|a estria terminal y el talio
cerebral. La escasa presencia de péptidos cripticos como el pAC12 en estas
regiones, en contraste con su abundancia en el NPV y el raphe, ha llevado a
pensar que el pro-TRH puede ser procesado de diferentes maneras en el cerebro,



dependiendo regionalmente del tipo de enzimas que contengan las neuronas
(Lechan 1989, Bulant 1990).

Hibridizacién in situ.

La confirmacién de los sitios anatdmicos de la expresion del gen del pro-TRH en
el SNC se ha realizado por estudios con hibridizacion “in situ” (Segerson 71987a).
Muchos de estos sitios son los mismos donde se ha identificado la presencia de
TRH por radioinmunoensayo (RIA). Otras regiones:muestran la presencia:del
péptido pero no de su RNAm, por lo que’ los ‘cuerpos’celulares que lo sintetizan
pueden provenir de otras zonas. . Para: estos estudios:se: utilizé una sonda’de
cRNA marcada con *P complementarna cDNA del: pro-TRH de rata flanqueado
por el sitio de restriccion de las: enznma EcoR1 Pstl ‘que’ contiene: la: secuencia .

completa que codifica para el proTRH; ‘asi‘como para:las porc:ones de su-region
3’y 5' no traducidas. Se observé que el NPV contiene un gran: numero’'de :células

positivas distribuidas en.una configuracién'triangular en los’ Ilmntes dorsales del

tercer: ventriculo. En camblo en-la. parte anterior parvocelular; se:identificaron

pocos granos de plata.

Asimismo, se encuentra en regiones extrahipotalamicas como los nucleos del
raphe, en los bulbos olfatorios, en la banda diagonal de Broca, extendiéndose a la
region del septum medio y el nicleo septohipotaldmico y en el ndcleo basal de la
estria terminal. Ademas, en numerosas neuronas del nucleo reticular del talamo, y
en la region ventrolateral de la zona del periacueducto. Una importante colecciéon
de pequefas neuronas es positiva en el nucleo basal de la comisura anterior.
Dentro del estriado, el producto inmunorreactivo esta presente en neuronas
bipolares y multipolares difundidas a través del caudado-putamen y tienden a
ocupar una porcién mas lateral del nucleo al nivel del quiasma &ptico. El nticleo
central de la amigdala es positivo, en cambio no existe hibridizacion en el
hipocampo, en la corteza cerebral (Lechan 71992), en el cerebelo ni en el puente
(Lechan 1987). LLos nicleos motores del vago. también expresan el RNAmM de
proTRH y TRH. Estas regiones contienen una sdla banda de RNAmM que hibridiza
con la sonda por Northern blot, lo que corresponde al RNAmM del pro-TRH de
1.6Kb extraido del NPV, indicando la especificidad de las observaciones.

La distribucién anatdmica del TRH extrahipotalamico también abarca nucleos
motores del tallo-cerebral, incluyendo los nicleos hipoglosos, donde se han
encontrado (por. técnicas de inmunohistoquimica) terminales nerviosas que
contienen TRH ' asi como receptores a TRH (Sharif 1983)Se han identificado
areas, que. si bien, muestran la presencia de TRH por RIA, no asi del RNAmM del
proTRH. Algunas son el nucleo accumbens del telencéfalo y el giro dentado del
hipocampo asi como, la corteza cerebral (Lechan 71992).



Tabla 2. Distribucion del proTRH en el SNC.

Diencéfalo Perikarya Fibras
Hipotalamo anterior + +
Eminencia media +
Ndacleo Paraventricular del Hipotalamo + +
Area Predptica + +

Telencéfalo

Bulbo Olfatorio

Estria terminat

Caudado-putamen

Amigdaia (nicelos medial y central)
Hipocampo (capas piramidales CAZ/CAa)
Ndcleo Accumbens

Corteza piriforme

EER S
44t

+
+

Mesencéfalo y metencéfalo

Locus coeruleus “+
Sustancia nigra, pars lateralis +

Mielencéfalo

Ndcleos hipoglosos PR - +
Ntcleos det raphe .

Lechan RM.. TcnIR' N uroendocnnology 1992,.

1.4.2. Efec c “cel Alares del TRH en eI Sustema Nervuoso Central

La caracter:zacnon de la protelna precursora del TRH ha permmdo analizar su
distribucion en: el .cerebro/asi como. ldentnfcar los: peéptidos: cripticos que se
originan: durante: el procesamiento.de la prohormona y: Ios que:tienen actividad
biolégica mdependlente (Lechan 1992) :

El efecto del TRH en el Sistema Nervnoso Central (SNC) ha sido relacionado con
la actividad de receptores a N-metil-D-aspartato (NMDA), acido y amino butirico
(GABA) 'y, con la sintesis y liberacion de .catecolaminas y acetilcolina. Los
resultados son controvertidos dependiendo de la regién donde se inyecte el
tripéptido y del tipo de neurotransmisor presente en la zona.
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Como actlvador de la transmisidn sinaptica:-

El TRH tlene potentes acciones sobre el. sistema motor a diferentes niveles
anatémicos: ' La inyeccidon de TRH (Miyamoto 1977) o su analogo TA-0910
(Yamamura '1997) en el n.accumbens induce actividad locomotora acelerada,
conducta’ de masticacién y olfateo. La ‘administracién intratecal de TRH induce
“wet—dog-shakes y.castafieteo de las’ mandibulas probablamente por una accion
a’nivel'de la médula espinal o tallo cerebral’ La‘inyeccion del TRH en el cuarto
ventrlculo incrementa la tasa resplratorla : g endo una accion sobre los centros
resplratorlos (Rekling 1992).

A nlvel de la meédula espinal enta la excitabilidad de las
motoneuronas espinales vy los poten ial de- campo antidrémicos, las
despolanzacnones de la raiz ventral, asi’ ‘como* el reflejo monosinaptico. Esto ha
sido explicado por un efecto directo del TRH en las motoneuronas espinales y una
facnhtacxon de'la ||beramon de neurotransmlsores excntadores (Rekling 1992).

Medlante reglstros intracelulares se detectd. que el TRH ( 50uM) potencia la
accion excitadora del NMDA y no de Glu o Asp o Ac. quiscuadlico (activador de los
receptores . acido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazole-4-propidnico [AMPA] ) en las
motoneuronas espinales a través de su accion sobre las propiedades

electroresponsivas de la membrana neuronal. La potenciacién del TRH sobre la . .

accion despolarizante de los receptores a NMDA es dependiente del voltaje,
siendo significativamente mayor a -66mV y a -70mV (medido como el area bajo la
curva); a -74mV el efecto es mucho menor. La amplitud muestra un incremento a -
70mV de 133% vs 58% a -74mV y la resistencia se incrementa un 93% a -70mV
vs. un 50% de aumento a -74mV (Rekling 1992). La despolarizacion inducida por
el TRH en los nlcleos hipoglosos incrementa la resistencia de las motoneuronas
espinales, lo cual es un factor necesario para la activaciéon sinaptica y para la
aparicion de convulsiones (Rekling 1990)

ElI TRH lncrementa la tasa de dlsparo y Ia frecuencna y amplitud de los potenciales
postsinapticos excitatorios en cultivos:de células de médula espinal,_en nucleos
motores -dorsales del vago y-en:células - GH3 hipofisiarias. Su efecto - esta
relacionado con la activaciéon-de:la’ conductancia de los canales de K (Nistri
7990). EI smo de ‘accion (pre- o post smaptlco) permanece bajo estudlo (Travagli
7992). . : e el g

El - TRH: interactﬁa, con . otros - sistemas de neurotransmisores. Registros
extracelulares  enneuronas: neo-corticales, muestran que el  TRH. potencia la
accidn excitadora de-la acetilcolina (Kasparov 7994) pero inhibe la excitacion del
glutamato (Renaud 1979). Winokur y Beckman 1978, no encontraron efecto del
TRH sobre la actividad evocada por el L-glutamato en neuronas neocorticales
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mientras _que_ Braitman 1980, describid.. acciones excitadoras e  inhibidoras
(Kasparov 1994). En- regustros intracelulares de estas ceélulas, el TRH (SuM-
501M) no cambia“ el potencial-de” membrana de reposo. TRH 50,,1M aumenta’ la
resistencia a |a ' corriente de‘entrada (Rn), el nimero de espigas, |la duracién de -
los -EPSP 'y, la dependencna de‘voltaje“en una manera dosis- dependlente El
acndo D-2—am|no-5—fosfonopentanonco (D-APV)'

(antagonista. de" receptores
corriente de sodio: depend|

lempo vy sensible ‘a tetrodotoxma (TTX) (&
Kasparov 1994). ;

En neuronas hlgotalamlcas RH&*no‘dula la respuesta_a gIUtémét ero no a
acetilcolina (Stocca 1995) i : ] e

En_neurcnas CA1 hlpO ampales el TRH (1 OuM) potenma fuertemente Ia respuesta
a NMDA a un potencial 'de: membrana .de: reposo (-67. - 2mV) Utilizadndose
bloqueadores de los potenciales - sinapticos ‘mediados ‘por ilos receptores a
AMPA/kainato, GABAA o GABAg (6-ciano-7- mtroqumoxalina-z,3—diona
CNQX;10uM, bicuculina 20uM, y acido p-3-aminopropil-p-di-etoximetil fosfinico
CGP35348 1mM), se ha podido aislar la accién del TRH .sobre los receptores a
NMDA concluyendo que el efecto es especifico sobre este tipo de receptores. Los
potenciales postsinapticos excitatorios (EPSP) en estas condiciones crecen en
amplitud y alcanzan un umbral de disparo a los 80 seg sin cambio detectable en
el potencial de reposo. El efecto del TRH es transitorio (6-7 min) y a nivel
postsinaptico. No induce la liberacién de Glu, lo que queda demostrado porque no
hay un cambio en los EPSP de los receptores AMPA/kainato. Ademas, la
liberacion de Glu de la presinapsis seria suficiente para saturar los receptores a
NMDA e impediria observar un efecto del TRH sobre la liberacion de Glu (Stocca
7994). )

Kasparov 1994 y Stocca 1995 no encuentran.- probable que la accién
potenciadora del TRH resulte de un aumento en la resistencia de la membrana
postsinaptica o de una despolarizacion de la membrana, suficiente para atenuar el
bloqueo del Mg*? de los canales de NMDA, o bien de producir un cambio en la
conductancia de los iones de K"; mas bien proponen que el mecanismo para el
efecto del TRH sobre las células piramidales CA1 del hipocampo sea a través de
sus receptores (Sharif 1989), afectando alguna via de transducccién intracelular.

Aunque en otras regiones cerebrales el TRH induce el aumento de AMPc y
fosfatidilinositol, éstos no estan elevados por el tripéptido en células
neocorticales, : hipocampo ni pons-médula:. - Sin embargo, otros segundos
mensajeros podrian estar modificados. Estos ' cambios pueden provocar ‘la
fosforilacion de los receptores a NMDA y una consecuente amplificacion de las
respuestas sindpticas. Los efectos transitorios del TRH se pueden explicar por el

“es explicado ‘por- la modulacién: de:la -



consumo de los metabolitos intracelulares y por la taquifilaxis del receptor de TRH
(Stocca 71995).

Las funciones bioldgicas en que se ha implicado al tripéptido aparecen enla
Tabla 3

Tabla 3. Efectos del TRH en el Sistema Nervioso Central.

a. Tiene un efecto termorreguiador: induce hipo e hlpertermla
dependiendo de la especie (rata y conejo respectlvamente) B
b. Induce actividad locomotora. :
c. Mejora el tono muscular (antagoniza la relajacion mducnda) ;
d. Tiene efectos cardiovasculares: incrementa la presnon sangumea y .
el ritmo cardiaco.

. Incrementa la tasa respiratoria. : o
f. Incrementa o decrece la motilidad gastrlca dependlend Cla
especie, incrementa la secrecion de acidos y el vacnam nto astrlco
g. Disminuye el consumo de agua y alimentos.”’
h Revierte la sedacidn natural provocada por. Ia hlbernacmn i

. Revierte el efecto narcético del etanol. ) #

O ‘leary and O ‘Connor 1995
1.4.3. Inactivaciéon del TRH en el SNC

La actividad de la PPIl esta ennquecnda en: el Slstema Nervioso Central, 'donde

se encuentra amplia 'y heterogéneamente - distribuida. La mayor actividad

especifica se encuentra en 'la’: corteza cerebral, el bulbo olfatorio, - el hipocampo
y el cerebelo; los niveles mas.bajos:se han encontrado en la médula.espinal

(Vargas 71987, 71992). Aunque no. existe  una correlacion significativa entre :la

distribucién cerebral de la -actividad de la PPIl y la unién de TRH a sus

receptores, las regiones que tienen una alta unidn, también contienen altos

niveles de actividad de la PPII (Vargas 71987, 1992).

Estudios in vitro donde se utilizan cultivos primarios de neuronas o glia, o
lineas celulares gliales o neuronales muestran, que en el cerebro, la PPIl esta
principalmente en neuronas (Cruz 71997). Su desarrollo esta asociado con
diferentes sistemas TRHérgicos en el cerebro (Vargas 7992). La degeneracion
de las neuronas de TRH en la médula espinal de rata, donde el péptido coexiste
con serotonina, disminuye los niveles de TRH pero no Ia actividad de ia enzima,
lo que sugiere que la localizacidn dé& ésta es postsinaptica (Joseph 71994).
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La distribucion del mRNA de la PPIll.en el cerebro y otros érganos analizada por el-
ensayo de proteccién de RNAsa, es muy similar a la de su actividad enzimatica.

El nivel mas alto de mRNA de la PPIil se ha encontrado en cerebro (705 + 47 fg/
g de RNA total). En pulmodn se‘encontraron niveles significativos: (116 % 13
fa/ng) y en la hipofisis (42 + 2 fg/ng). La distribucion del mRNA de:la PPIl’

el cerebro es heterogénea. La mayor cantidad se encontré en. la corteza
posterior (1,056 + 83 fg/ng) seguida del hipocampo, el cerebelo, la’ corteza frontal,

el bulbo olfatorio, la amigdala, el estriado, el talamo, el hipotalamo y. el nivel mas
bajo en el tallo cerebral (129 + 19 fg/ug). Las actividades enzimaticas” en’ las
regiones cerebrales concuerdan y se correlacionan con los niveles de mRNA a
excepcion del cerebelo, donde la actividad de la enzima es relativamente baja,
mientras que el nivel de mRNA es relativamente alto. Omitiendo al
cerebelo, la actividad de la enzima y sus niveles de mRNA correlacionan con una
r=0.892 (Lin 1998), lo que sugiere que la enzima es activa cerca de su sitio de
sintesis. La distribucion del RNAmM de |a PPIl en el cerebro no correlaciona con los
niveles del péptido de TRH en las diferentes regiones estudiadas, ya que la
concentracién mas alta del péptido se encuentra en el hipotalamo. En cambio, los
niveles mas altos del RNAmM  dela PPIl y de su actividad se encuentran en las
areas corticales y no coinciden con  los niveles del péptido en cuanto a ‘su::
inmunorreactividad y a la densidad de sus receptores, por lo que se podria

considerar |la posibilidad de ‘que  la especificidad de la PPII por su sustrato sea.

mas amplia de lo que se reconoce (Lin 1998).

En muchas areas, los patrones de hibridizacién in situ del mRNA del rééeptéyr,~ "

de TRH y de la PPIl son similares, lo . que .también apunta a una:localizacién

postsindaptica, y en otras no se encuentra esta. codistribucién: (Unbe 1996

7998). La densidad mas alta de :la:‘unidn:de:los receptores a-TRH: se: haffj’"

identificado en la regién de la amigdala, .y.la mas baja en-el. cerebelo (Lin 1998).
Estas discrepancias pueden ser debidas a: dlferenmas en sens:blldad del metodo
utilizado, o bien a la necesidad de mducnr el: receptor o'la enzima en ‘estas
zonas, o a la existencia de un mecanismo alternativo: de~inactivaciéon. La
reciente identificacion de un nuevo receptor de:TRH: (/tadani 1998, Cao 71998)
abre la posibilidad de que la PPIl esta colocalizada con'éste. '+

La accidén de la PPIl sobre el TRH  produce His-Pro-NH2, un dipéptido que
se puede degradar a His-Pro por la enzima dipeptidilaminopeptidasa IV (EC
3.4.16.1), que es una ectoenzima presente en el cerebro y otros 6érganos, ©
bien se puede ciclizar hacia una molécula mas estable, la His-Pro-
diketopiperacina (HPD). Esta Jdltima tiene una alta concentracidon en el
cerebro y posee mlultiples actividades bioldgicas. Sin embargo, no se han
identificado receptores de alta afinidad por la HPD, lo que pone en duda su
relevancia (Charli 1998). De cualquier modo, se ha propuesto a la PPl como el
mecanismo que produce por lo menos una parte del HPD, por lo que el papel de



la PPIl puede no -soélo ser el de inactivar TRH sino, en diferentes situaciones -o
loci especificos, el de Dbiotransformario en un péptido con otra actividad
biolégica. :

1.5. TRH como neuromodulador.

La participacién de! TRH como neuromodulador se ha apoyado por estudios

farmacolégicos en donde la inyeccién i.v. o i.c.v. induce cambios conductuales en

los animales y en humanos. Por ejemplo provoca un menor consumo ‘de’aguay

alimento (Vijayan 7977), induce la activacion del sistema locomotor. (Yamamura .
79917), reduce la intensidad de las convulsiones del tipo espasmos infantiles

(Matsumoto 1987) y potencia la accidn anticonvulsivante del fenobarbital ‘sobre

las crisis generalizadas producidas por choques electroconvulsivos ' (Nemeroff

7975). Ademas, revierte efectos narcdticos e hipotérmicos de la inyeccién i p.- de

etanol o bien de animales sometidos al frio (Zoeller 1992).

Estudios en paralelo con modelos animales que ejemplifican condiciones
estresantes como son el ayuno (de Gortari 1999 sometido, Nikodemova 1998), la
inmovilizacion (Sattin 1999) o los choques electroconvulsivos y el Kkindling
amigdalino (modelos de depresion y epilepsia, respectivamente) han permitido
involucrar al péptido con conductas y alteraciones del SNC e identificar sitios de
accion endogena (evaluando los cambios en el contenido de TRH
especificamente, en regiones cerebrales relacionadas con la patologia o funcidon
en estudio). El ayuno en animales adultos provoca cambios en el contenido de
TRH en la amigdala (de Gortari 1999 som.) que esta relacionada con la seleccién
de nutrimentos y funciones sensoriales, y en la regién septohipocampal
(Nikodemova 1998) involucrada en aprendizaje y memoria. En animales recién
destetados la alteracién aparece también en hipocampo y en:n. accumbens
induciendo |a hiperactividad en los animales (de Gortari 1999 som. ) -

Esencialmente en todos estos modelos se ha analizado el contenldo de TRH por
RIA y sus niveles de RNAmM. :

Otro evento de relevancia en el metabolismo del TRH es’ su degradacnon por la
enizma PPIL. Su regulacién no se ha demostrarado en. el ‘cerebro, en contraste
con lo observado.en células hipofisiarias. En cultlvos :primarios -de neuronas
hipotalamicas o corticales, la actividad de la PPl no se modula’ por TRH, cAMP o
ésteres de forbol. Ni el estradiol, ni las hormonas tiroideas influyen en la actividad
de la PPIl de hipotalamo (Bauver 1988). lLos estudios in vivo (en los que se inyecta
una sola dosis de T3 en los animales) muestran un incremento en los niveles de
RNAmM de la PPII en la adenochipdfisis, pero no en la corteza frontal ni en el



cerebro .total. (Ponce .1988).:.En otros :tejidos. sdlo se encuentra un incremento.
significativo en el higado. Tampoco la inyeccion intravenosa de TRH tiene efecto
en 'los niveles de RNAmM de PPII cerebral sélo ‘una ligera disminucidn en’la
adenohipdfisis (Lin 1998). ’ S TR

Sin embargo, existen evidencias que: sugneren una posible regul cion’ de la’
actividad de la enzima en el SNC. Una de’ ellas es el desarrollo de:l actuv:dad de
la PPIl en el cerebro correlacionada con el proceso:de difi iF
(apancnon de sinapsis) (Vargas 7992b). Otrala evidencia de q
via presinaptica, la actividad de la PPIl aumenta a tlempo
lumbar de la médula, de la misma manera que los recepto
que sugiere una reguiacidn similar de las dos proteinas.

Se decidid entonces probar dos modelos que activan la trans
regiones extrahipotalamicas, el kindling am|gdallno
intraperitoneal de etanol (3g/Kg de peso corporal:en‘ratas); paraz‘determmar si
provocando la liberacion de! TRH sinaptico, se modlflca Ia actnvndad de la PPIll en
el SNC. : : :

En el kindling amigdalino se tienen datos:mas “amplios del- metabolismo del
péptido; como cambios en la unién a sus: receptores en regiones epileptogénicas
Yy su liberacion (in vitro) (Kubek 1993).. Con este paradlgma medimos (de Gortari
7995) la concentracidn de TRH ‘en: Nas etapas I, IV, y V en regiones
epileptogénicas, como el nucleo accumbens hlpota'lamo, nucleos del raphe,
bulbos olfatorios y ademas, la actividad de Ia enznma PPII.

En la region del nucleo accumbens y en el hlpotalamo se observé un decremento
significativo de TRH en el estadio [l a-partir. del cual los niveles se fueron
recuperando hasta alcanzar valores similares' a los de los animales sham en el
estadio V; en la corteza frontal, la amigdala y. el hipocampo se encontré un
aumento desde el estadio Il que fue incrementandose hasta observar valores de
hasta un 200% en el estadio V al comparar. contra:los:valores de los animales
control (sham). El decremento observado en el contenido de TRH en algunas de
las estructuras estudiadas, sugiere que durante. las:primeras estimulaciones
eléctricas se produce un aumento dramatico en la liberacion de TRH. Esto es mas
evidente al comparar la respuesta de la regidn contralateral vs la ipsilateral al sitio
de Ia estimulacion.

Asimismo, encontramos que la actividad de la enzima PPIl esta elevada durante
las primeras etapas del kindling (estadio il) e inhibida en un 30% en el
establecimiento del estadio V, especificamente en areas epileptogénicas, como la
amigdala, la corteza frontal y, el hipocampo (de Gortari 1995).
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Ademas, correlacionamos los parametros electroencefalograficos del progreso del
kindling (duracion y frecuencia de las postdescargas) con la tasa de cambio en la
concentracion de TRH en las diferentes regiones’ estudiadas (de Gortari 1998),
demostrando que las correlaciones son diferenciales dependiendo de Ia zona yf"f
reforzando la participacion del péptido en Ia epHeptogenesns )

El modelo permitid identificar las regiones cerebrales  que’ responden a.
estnmulacnon eléctrlca con camblos en el contemdo de’ TRH y en la: act:vndad de:

Se contrastaron los resu/tados con otro mode/o de act/vaclén de l a.via TRHérglca‘
la inyeccion i.p. de etanol. Bt wadl : .

El etanol y el TRH actuan a través de vlas lnterrelaCIonadas E/ TRH: b/oquea /os
efectos narcdticos del etanol, y los.dos estan involucrados en' el mantenlm/ento de
la termogénesis. Con este modelo  comenzamos por definir los: ' cambios’
enddégenos en el contenido de TRH en regiones involucradas en la actividad
locomotora (n. accumbens), en funciones cognoscitivas (corteza frontal), en
aprendizaje y memoria (hipocampo) y en regiones donde el TRH tiene una
participacién como hormona (hipotalamo). Tampién medimos los cambios en la
actividad de la enzima PPIl. A partir de estos datos la estrategia fue la misma:
identificar el nivel de regulacién de la PPIl (cuando existieron modificaciones) y
describir la cinética del contenido de RNAm de TRH.

Los cambios en la actividad y en la sintesis de la enzima por el etanol
implicarian que los procesos de transmision peptidérgica no sélo se regulan
por eventos que alteran la liberacién del péptido, la eficiencia del receptor o
la transduccién de la senal intracelularmente, sino también del tiempo de
permanencia del péptido en la sinapsis.

A continuacién se describen antecedentes de ambos modelos.

1.5.A. Inyeccién intraperitoneal de etanol como modelo de modificacién de la
transmisiéon TRHérgica.

Comparado con las diferentes drogas de abuso el etanol tiene particularidades,
es muy débil, su potencia requiere cantidades de gramos/Kg de peso, mientras




que la.mayoria.de los farmacos: son potentes en el orden de miligramos o hasta
microgramos/Kg de peso.

Los blancos moleculares especnflcos del etanol aun no han sido identificados, a

pesar.de que se han invertido mas de 25 afios en investigar sus mecanismos de . .

accion. -No parece unirse especnflcamente ‘a_ receptores neuronales como. la
mayoria de las drogas de abuso, pero si modula selectivamente las reacciones de :
unidén en’sistemas de neurotransmisores especnfacos Ademas, el etanol afecta
aparentemente a todas las regiones del cerebro;: pero .no'se ha d|stxngu1do sn
altera sdlo neuronas o también glia (Crabbe 1997).. " . FE

Para identificar los circuitos afectados especnt"camente por el etanol ‘'se han
utilizado técnicas como la inyecciéon:de’2 {'*: C}i desoxiglucosa : (2-DG) pocos
minutos después de una administracion aguda de’ etanol:- en ratas. Con esta
técnica se observé que los efectos del etanol:sgn dependlentes de la dosis en la
utilizacién de glucosa cerebral local. Lasidosis bajas tienden a estimular la
actividad - cerebral en circuitos ' mesocorticolimbicos y - dopaminérgicos
nigrostriatales, mientras que las altas dosis’ deprimen la actividad en muchas
areas 'del. cerebro, mcluyendo las areas limbicas, motoras y sensoriales. La
acthldad del hipocampo sigue un patrén blfaSICO (Crabbe 1997).

La admmlstracnon aguda de etano! induce la expresxon de c:fos en areas como Ios i
nticleos centrales de la amigdala, el nicleo accumbens, el Nntcleo paraventncular il
(NPV) del hlpotalamo los nucleos del tracto solitario 'y las areas: neocorticales.
Ademas, una sola inyeccién de etanol induce ila expresion .de c-fos en: el’ NPV
pero decrece la expresidon de c-jun en el NPV y en el h|pocarnpo (Zoe//er 1994)

Hace un siglo Meyer (1899) y Overton (1901) demostraron que la potencxa
anestésica de los alcoholes se correlaciona con su coeficiente de particion entre
el aceite de oliva y el agua. Este descubrimiento llevé a la teoria de que el etanol
y sus acciones anestésicas se relacionan con su particién en las membranas y a
la alteracion de la fluidez de las mismas. A pesar de estudios extensivos de los
efectos del etanol en la estructura lipidica, no se han podido explicar las acciones
farmacolégicas y conductuales del etanol, particularmente la euforia y los efectos
intoxicantes que ocurren a dosis mas bajas que las que causan anestesia.

En los Glitimos afios se ha identificado que el principal sitio de accién del etanol
son los canales idnicos. La sensibilidad de los canales idnicos al etanol u otros
anestésicos correlaciona con ia hidrofobicidad que tiene Ia droga en estudio. Los
canales idnicos son estructurag multiméricas, con diferentes subunidades, que
facilitan el trafico de iones dependiendo de los cambios que sufre su estructura
terciaria. Pequefios cambios en |la conformacion de alguna o algunas de las
subunidades producen transitoriamente una forma abierta del canal. Estas
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transiciones pueden requerir el movimiento de conjuntos de aminoacidos . de una
posicion oculta en ia estructura molecular multimérica a una posicién en el
espacio extracelular, o hacia la cercania de dominios intramoleculares que
regulan las propiedades de apertura de los canales idnicos (Crabbe 1997).

El etanol es menos polar que el agua y puede reemplazarla en la estructura
molecular de proteinas, pero no puede formar tantos puentes de hldrégeno como
ella; asi, el etanol entra facilmente a sitios moleculares ‘de canales idnicos
modificando las fuerzas y enlaces importantes para las propiedades cinéticas de
apertura de estos. La diversidad en la composicidon de las subunidades de los
canales idnicos da lugar al espectro tan amplio de sensibilidad al etanol que
tienen las diferentes células; ésto se traduce en diferencias regionales en el
cerebro a la sensiblidad al etanol (Crews 7996).

El etanol afecta los canales idnicos activados por un receptor o por voltaje. Los
dos canales estudiados con grandes detalles son el receptor a NMDA y el GABAA"
(Crews 17996). La administracién aguda de etanol esta relacionada con’la

inhibicién de los subtipos de receptores a glutamato NMDA y la potenciacién de:

ciertos subtipos de los canales idnicos de los receptores a GABA. Ademas; el
etanol afecta la actividad de neuronas glicinérgicas, colmerglcas serotomnerglcas
y TRHérgicas . También altera los canales de K" y de Ca sensuble oltaje
(Crews 7996). St S

I 5. A.1. Interacccién entre el TRH y etanol.

Las dosis elevadas de etanol administradas en forma a
alteraciones en funciones bioldgicas donde pamcxpa ;
intraperitoneal de etanol induce hipotermia (3g/kg de: peso) Zoel/e 1992) 1.y 3
horas después de su administracidn y reduce el incremento’enlos niveles de
RNAmM de TRH que resulta de someter a los animales al: ‘estimulo de frio (Zoeller
71992, Uribe 1995). Ademas, la inyeccion. ICV de TRH bloquea la hipotermia
inducida por la inyeccidn de etanol.

En animales mantenidos a temperatura ambtente Ia |nyeCC|on i.p. de etanol eleva
los niveles del RNAM de TRH especnflcamente en el NPV del hipotalamo,
después de reducir la concentracion de’T3:circulante. En estas condiciones, el
etanol no tiene efecto sobre los niveles de. RNAm de otras hormonas como la
vasopresina del nucleo supradptico ni:de:l ' somatostatina del NPV; tampoco
afecta la expresion del proTRH en otras ‘regiones como el nuicleo reticular
talamico (Zoeller 1992). A s

El etanol afecta el funcionamientb del ' eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides
produciendo hipotircidismo, al disminuir la conversion hepatica de T4 en T3
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(Cicero .19817), -altera ademas la;respuesta,de TSH en la adenohipdfisis a TRH
(Zoeller 1992).

El TRH y el etanol no solo actuan a nlvel del eje HHT. En el SNC el TRH acorta el
tiempo de narcosis mdumda P Ia ’admlnlstracmn aguda de etanol en ratas
(Morsorati 1993, French’: < de etanol suprimen la actividad
locomotora ‘e ‘inducen: ras’ que ‘el “TRH bloquea este efecto
(Breese 1985), posible “las ‘vias dopaminérgicas en
regiones como el nucle

El TRH activa las: Vu
animales afectados . po!

nyeccién de andlogos de
; es antagonlzado sélo por

(Mason 1 997)

_El TRH y el ‘etanol ~interactaa'h."’co'”
neurotransmision glutamateérgica en' el
(Stocca 1995, Kasparov 1994),..as

canales idnicos de los

RHérgicas en regiones
cerebrales involucradas en el aprendlzaj “la mor a actividad locomotora, el
despertar, durante y después de la seda “de’ imales, lo cual apoya el
efecto bloqueador del TRH sobre las acciones'de etanol y por lo tanto, constituye -
un modeio en el que podrian observarse cambios n Ia actlvndad de la enzima y/o
en su sintesis - g

Los antecedentes sobre el efecto del etano! en la actividad de la enzima PPII son
estudios con cultivo de células hipotalamicas.- Las dosis bajas de etanol (5mN)"
disminuyen la actividad especifica de la PPIll a. tlempos largos (24, 72y 96hrs), y a’
dosis altas (50mM) no se encuentra un efecto significativo, lo que hace pensar
que no se trata de un cambio en la conformacién de la enzima membranal sino-un
efecto mas especifico a otro nivel (Fierros 1993).

La actividad de la enzima degradativa del TRH es modificable in vitro en
adenohipdfisis por diferentes efectores: PACAP, AMPciclico, ésteres de forbol, y
por el propio TRH. En condiciones fisiolédgicas como el hipotiroidismo e
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hipertiroidismo, . la regulacién tanto de la actividad como de los niveles de RNAm
en estudlos in wvo e in wtro esté ya identificada y caracterizada.

A estos mlsmos paradngmas la-actividad de la enzima en regiones cerebrales
como Ia cor‘teza frontal y el hlpotélamo resultd refractaria.

En cambio,” utlllzando comomodelo ‘el kindling amigdalino se.ha’ evidenciado la
regulacton de Ia acthldad ‘de’la enZ|ma en eI Slstema Nervuoso Central

la

La regulacnén de -
la

puede contrnbutr a
mtensndad de-la: transmlsusn

en la narcosis’ “indUcida | f
identificacion del nivel: ‘de egulacnon ‘de’ larenzima¥asi como las células que
responden “a:los est|mulos flsnologlcos .sumlnlstrados orque se . podrian
caracterizar.-'el. tlpo de receptor sty en co sec encna‘ las posnbles moléculas
responsables de este evento. -

Esto darla Iugar a la: busqueda‘de estrateglas dlsenb' de - inhibidores como
agentes terapéutlcos que’ controlando “laiagcion ‘de’la ‘enzima reduzcan la
mtensndad de Ias convulsnones en epnlepsn por ejemplo» i

nHA osJ'ETlv_ds. .

Definir si exusten cambios en el contenido de TRH y en la actxvxdad de la enzima
PPIl en el SNC -con la inyeccion i.p. de etanol, asi como el nivel de regulacién de
esta actividad.

1 5. B. Kindling amigdalino como modeio de activacién de la via TRHérgica.

1 5. B1. Kindling amigdalino como modelo de epilepsia.

El kindling amigdalino es el proceso de administracidon intermitente y repetitiva de
estimulos eléctricos subconvulsivantes en |la amigdala, que eventualmente
producirdn la aparicion de convulsiones generalizadas. Durante el proceso de
estimulacion, la actividad electrografica, denominada postdescarga (PD)
inicialmente esta localizada en el area que rodea al electrodo pero eventualmente
se propaga a otras areas de! cerebro no estimuladas, particularmente las regiones
limbicas (Racine 1972). Las areas del cerebro que son generadoras de PD son la
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amigdala, -la - corteza- piriforme, la corteza entorhinal y el hipocampo -ventral

(Racine 1986). En la amigdala de la rata, el umbral de la PD se encuentra en el
rango de 40-100 1A (Goddard 71967).

Las convulsiones provocadas por la estimulaciéon eléctrica evolucionan también
conductualments. Con las primeras estimulaciones se presentan movimientos
faciales clonicos y progresivamente aparecen movimientos de las extremidades
anteriores y posteriores hasta que se presenta un levantamiento del animal y la
caida subsecuente con convulsion generalizada (Racine 1972). -

Aunque los cambios bioquimicos y moleculares del kindling amigdalino no son del':
todo claros, ocurre una secuela de modificaciones en el nimero de receptores y/o .
en su afinidad, cambios en la actividad de segundos mensajeros, en la expresiéon
genética y en el crecimiento celular. Algunos de estos cambios son transitorios y
otros son permanentes (Rosen 7992)

1 5. B2. Cambios moleculares y celulares durante el kindling.

-Alteraciones post-sindpticas. Una de las caracteristicas del fendémeno del
kindling, es que las alteraciones que involucra a las células blanco, alejadas del
sitio de la estimulacidn, que son transinapticamente transformadas, son post
sindpticas. Estas células retienen propiedades de aqueéllas directamente
influenciadas por la estimulacion eléctrica, aun después de eliminar las
conexiones entre ellas. Estas observaciones indican que la alteracion es post-
sinaptica_e independiente de los eventos neurales por los cuales se establecid
(Kang 1996).

-El establecimiento del kindling es un evento a /argo plazo.

-LL.a estimulacion eléctrica debe ser intermitente (para la amigdala 200uA, 62.5
pps, por dos segundos diariamente). La activacion continua provoca la depleciéon
de alguna molécula de concentracion llmltada que.es necesarla para el progreso
del kindling (Kang 1996).

-Activacion de la sintesis de proteinas. Los intervalos‘ interestimulos pueden ser
necesarios para permitir la sintesis de cantidades criticas de moléculas,
(neurotransmisores clasicos , o péptidos) para producir cambios a nivel de las
sinapsis. Esto ha sido corroborado con experimentos donde se inyectd
cicloheximida, o anisomicina (bloqueadores de sintesis de proteinas) y se observéd
que la duracidn de las postdescargas (PD) de animales con 5 estimulaciones se
mantenia, es decir no llegaba a progresar o establecerse el kindling. No es un
efecto anticonvulsivante porque no deprime la duracién de las PD , tal como lo
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hacen las. drogas como el. fenobarbltal lo.que comprueba que la activacion de la .
sintesis de prot inas es necesana para el progreso del kindling (Kang 1996)

-Transporte ‘axonal. No ; sélc e«requlere “de - la activacién de la- sintesis de
proteinas,’: sino: tamblén el transporte axonal acelerado. Los experlmentos de
Morrel et al i 'dlcan ‘que no'sdlo’se reqqpere ‘de la transmision eléctrica, sino de la

transferencna ‘de'una molécula’ o moléculas desde el ‘sitio primario . a’ neuronas
blanco para ‘facilitar y mantener la transmxsnon snnaptnca (Morre/ 1986) T

-Los cambios EEG duraderos son resultado de los camblos unm
por el kindling. Pero también hay cambios transnorlos ;

15. B 3. Mecanismos bioquimicos involucrados

Los diferentes sistemas de neurotransmlsores no exnsten alslados .y trabajan en
asociaciones interactivas. Es probable, por lo:tanto, que:ia’; anormalldad en un
sistema durante el progreso y establecimiento del klndllng este acompanada de
alteraciones en otro sistema relacionado (Burnham 1990). ' -

Norepinefrina. Es una catecolamina clasificada como neurotransmisor del sistema
nervioso central, que se encuentra en altas concentraciones en todas las regiones
cerebrales en la rata. Los cuerpos celulares que dan lugar a los axones que
liberan NE estan localizados en tres ndcleos de la pons-médula. El mayor de ellos
es el locus ceruleus. Los efectos de la NE son inhibitorios, rapidos y transitorios
cuando se aplica iontoforéticamente, o cuando se estimula el /locus ceruleus. Su
relevancia en el progreso del kindling resulta de los experimentos en los que las
moléculas antagonistas y depletoras de la NE aceleran el kindling amigdalino. Ej:
la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA). En cambio, los farmacos que
aceleran el sistema NE retardan el kindling amigdalino. Algunos cambios en las
neuronas NE son duraderos después de dos semanas del establecimiento del
kindling, como la actividad decrecida de la enzima tirosina hidroxilasa, y de la
unidén a los receptores B. Sin embargo otros cambios son transitorios, ej, los
niveles de NE, sus metabolitos y su liberacion no cambian.

Aunqgue es claro que la manipulacién del sistema noradrenérgico afecta el
desarrollo de las convulsiones del kindling, éste no causa deficiencias duraderas
de NE en el cerebro, y el aumento farmacoldgico de la actividad de las neuronas
NEérgicas no revierte el estadio del kindling a una etapa previa. Por lo que si bien
el sistema NE tiene un importante papel en el desarrollo de las convulsiones, no
es el sistema principalmente afectado ni involucrado en el progreso del kindling
amigdalino (Burnham 1986).



GABA. Es el pr:ncnpal neurotransmisor. inhibitorio en el cerebro de mamiferos. Las -
mayores concentraciones-:se:‘encuentran. en el globus pallidus, el nucleo
accumbens, la’ sustanC/a nigra y. el ndcleo dentado cerebelar. La inhibicién de la

respuestaineuronal: por la aplicacién de GABA, se debe a la apertura de los

canales idnicos de Cl-. La respuesta esta mediada por un receptor especifico que

en realidad es un complejo macromolecular que consiste de 1) el receptor de

GABA, '2) el receptor de las benzodlazeplnas Y, :3): el receptor de picrotoxina o

barbituratos. Los tres actuan para modular la actlvudad del'canal de cloro.

Se ha involucrado al GABA en el desarrollo del kindling-porque los blogueadores
del receptor de GABA, como la bicuculina y:la nicilina, aceleran el kindling
amigdalino y en cambio, los barbituratos 'y las: be odlazepmas que son agonistas
no especificos de GABA retardan la apancnén de’las convulsiones en el kindling.
Los cambios encontrados en el’ receptor s cnﬁcamente en el sitio de las
benzodiazepinas y se refieren a aumen _llaterales en la. unién (Bmax) a
benzodiazepinas en el hlpocampo' ) mlgdala dosi semanas después del
establecimiento del kindling, que; correl‘ anicon'una mhnbmnon del mismo. En .
el hipotalamo, la corteza lpsnlateral nel estrnado la unién a benzodiazepinas y.a .
picrotoxinas esta reducida: dos‘semanas’despues del klndlmg (Burnham 1990f
Burnham 7986). o s :

e:la reglon dorsal de la medula esplnal
Estudios con mmunoh:stoqun slado ;la Jocalizacion del TRH ‘en:las .
laminas -1V de |a regién‘dorsal ula esplnal Después de un tratamiento .’
con colchicina se ha observado que os’cuerpos celulares estan localizadas enila. ..
médula espinal y no en los nucleos del raphe de donde se originan‘las.terminales
TRHérgicas del asta ven!ral irlateral (F/emlng .1994).:- Se sabe: poco sobre:la
funcidon del TRH en esta’ regnon . pero se le ha 1mpl|cado con una accnon excutadora'. :
sobre |las neuronas del asta dorsal : ; . :

TRH y GABA coexisten' en a:celula

-Glutamato. Los aminoacidos excntadores son’ Ios prmcnpales neurotransmlsores*‘f
que aceleran la .transmision. sinaptica.en’ el .cerebro, e interactuan: con :los -
receptores a NMDA para ejercer su funcién bxologlca (McNamara:: 1990). Los.
receptores a n-metil-D-aspartato juegan diferentes: papeles:en la.evolucion ‘del;:
kindling. El kindling se desarrolla Unicamente: cuando. el estimuio. eléctrico . activa -
los receptores a NMDA. La activacion de estos receptores se 'da por un estxmulo:,
despolarizante, que puede ser  provocado  por acumulacnon de ‘altas -
concentraciones intracelulares de K'. La despolarlzac:on promueve que :los -
receptores a NMDA liberen el bloqueo por Mg® y que ésto, prolongue la
despolarizacion de la membrana celular (McNamara 1994). LLa administracion de""
antagonistas competitivos de receptores a NMDA, bloquean el ‘progreso del
kindling (McNamara 1994). :
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Acetilcolina:- La-aplicacion topica de acetilcolina (Ach) o de colinomimeéticos induce

actividad - paroxismica -y la infusion-repetida de agonistas colinérgicos-en - la

amigdala induce convulsiones. El carbacol produce e! desarrollo progresivo de '
PD, 'micolonias y finalmente convulsiones generalizadas.  Su efecto "es’
dependiente de los intervalos apropiados de los estimulos; la topografia‘de..la '
produccion de PD es similar a la inducida por estimulacion eléctrica .Su. efecto

puede bloquearse por antagonlstas muscarinicos (como el sulfato d atroplna y:
la'escopolamina). :

Opioides. Vindrola 19871 observaron un aumento en leu.y. m’et—encefalinaS»en el
cerebro de rata 24 horas después de establecido el kindling.: El'aumento de la leu-
encefalina esta relacionado con la propagacion de. las postdescargas en las
primeras etapas del kindling, mientras que los cambios en los niveles de la met-
encefalina es una consecuencia del establecimiento (Vindrola 71981 ). El papel de
las .encefalinas . en la epileptogénesis puede ser el de potenciar las acciones
inhibitorias de GABA, ya que el antagonista de los opiaceos, la naloxona, facilita
el kindling 'y tiene efecto sobre los receptores a GABA (Dingledine 1978, Gruol
1980, Cupello 1987). Asimismo, el kindling quimico, inducido por inyecciones
cronicas de dosis convulsivantes de pentilenetetrazol (PTZ) produce aumentos de
30 a 60% en la inmunorreactividad de Met y Leu-encefalinas, en la amigdala, el
estriado y el septum de ratas, 24 h después de la ultima inyeccion. El hipotalamo,
la corteza y el hipocampo no muestran cambios. Los opiocides también participan
en |la conducta depresiva en ratas con kindling amigdalino (Frenk 17979) o
hipocampal (Cotrell 1988).

La infusidon repetida de encefalina en la amigdala.inducen convulsiones (Cain
7984). La dinorfina-i.c.v. suprime el. efecto: de:los:choques electroconvulsivos
(Bonhaus 1987). La morfina aumenta la duracidén de dicha conducta, mientras que
la administracion de naltrexona o naloxona la atenua, lo que involucra a los
receptores n en este evento (Cofrell 1987). La administracion cronica de estos
antagonistas de opidceos provoca aumentos en el-nimero de los receptores y en
la unién de los compuestos.

En cuanto a la sintesis de los opioides, los niveles de RNAmM de prodinorfina,
medidos por Northern blot, disminuyen en el giro dentado y en la regiéon CA1 del
hipocampo (Rosen 1992), mientras que aumentan en el estriado, después de
estimulacion por kindling en la corteza piriforme (Wei-Xie 71989). Es posible que ia
disminucion de la biosintesis de la dinorfina en el hipocampo durante el kindling
favorezca la aparicion de las convulsiones, ya que la administraciéon i.c.v. del
péptido eleva el umbral para la aparicion de las crisis inducidas por flurothyl (Wei-
Xie 1989). E| RNAmM de la proencefalina, analizado por estudios de hibridizacion in
situ, aumenta en el tubérculo olfatorio, en el nucleo arcuato y en el estriado
ventral, después de una sola estimulacion eléctrica en la amigdala y en |la etapa V
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después del establecimiento del kindling, aumenta en la corteza piriforme.en un
39% y en la entorhinal en un 5§1% tanto en la regidn ipsi como contralateral al
sitio de la estimulacion (Rosen 1992). El hipocampo no muestra cambios (Shinoda
7997). Los cambios en la corteza piriforme persistieron dos semanas después de
la aparicidon de las crisis generalizadas.

En las primeras etapas del kindling, la liberacion de las - encefalinas en la
amigdala de ratas con una séla estimulacion eléctrica’se encuentra elevada al
medirla por microdialisis. En la etapa V del kindling: en -cambio, aparece una
disminucién progresiva de la recuperacion de los péptidos.. El efecto es maximo a
los 20 minutos después de la estimulacion.eléctrica y los niveles regresan a
condiciones basales después de 50 min de la crlsls generallzada (Rocha 1994).

Otros péptidos y proteinas. la somatostatlna que tiene un probable papel
inhibitorio, aumenta su contenido en el: estr}:ado,al establecerse el kindling
(Shinoda 1991, Monno 71993), el factor de:liberacién de |a corticotropina por ECS
y kindling amigdalino (Smith 7997), el TRH (Meyerhoff 1990);, subespecies de la
proteina cinasa C (en kindling hipocampal) (Ono 7994).

Cambios en la expresién de genes. La actividad convulsivante producida por
ECS, kindling amigdalino y la administracion de pentilenetetrazol induce
modificaciones en el patron de expresion genética de las células estimuladas. Ej:
de los genes inmediatos tempranos c-fos, c-jun (Labiner 1993), zif268 ( Cole
7993) ; de las subunidades de los canales de K dependientes de voltaje (Pei
1997); del factor de crecimiento derivado del cerebro (BDNF) y de su receptor trk
B (principalmente en la capa granular del giro dentado del hipocampo {Bengzon
1993, Kang 71996}); del factor de crecimiento neural NGF (Gall 71989, Isackson
79917), de péptidos como del TRH (Rosen 171992), de preprosomatostatina
(Shinoda 1989), de preproencefalina aumenta en kindling en hipocampo de rata
(Moneta 1990), o amigdalino (Shinoda 1989, Nadi 1997), mientras que la
prodinorfina disminuye (Moneta 7990), la expresion de enzimas procesadoras
(PC1 y PC2) y PAM en el hipocampo 1 hora después de la aparicion de
convuisiones por un ECS (Bhat 7993).

I 5B 4. TRH y epilepsia

Los primeros estudios que relacionan al TRH con la epilepsia se remontan a
1975 cuando Nemeroff et al, observan el efecto potenciador que tiene este
péptido sobre las acciones anticonvulsivantes del pentobarbital en ratones.:En
71981 Inanaga e Inoue et al, reportan que el analogo de TRH, e! DN-1417,
tiene un efecto antiepiléptico en los pacientes con el sindrome de - Lennox
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Gastaut (Ueda-71983),~que es:‘una epilepsia-secundaria y en el tipo degenerativo
de la epilepsia mioclonica:

Este aha’logd (el DN-1417) tiene un efecto activador sostenido en el SNC, es de
dos a cinco veces mas potente que el "TRH y sdlo tiene 1/30 de actividad . para
liberar tirotropina  (Fukuda 7980). Posteriormente la inyeccién de . tartrato ' de
TRH:se probd como tratamiento de . la epilepsia severa, especualmente de
espasmos infantiles (1S) (Matsumoto . 1987) Se administré en forma: lntravenosa‘
(i.v), .o intramuscular (i.m.), en dosis de 0.5-1.0 mg/dia, por- -1-4 . semanas a
pacientes = ‘con  convulsiones tonicas: generalizadas, parciales, ténico-clénicas
generalizadas, con ausencias atipicas,; con convulsiones aténicas’y- miocldnicas.

El efecto fue la disminucidn de la’ frecuencia tanto de las convulsiones como de
las postdescargas (Matsumoto 1989) ;

Investigando : los factores que pueden alterar la: respuesta en las convulisiones
clinicas y en los parametros electroencefalograf”cos en . estos pacientes tratados
con TRH, se encontré’ que -la‘prolactina juega: un papel importante en la
efectividad ' clinica' ‘del . TRH (Matsumoto 21989).": La administracion oral del
analogo de TRH.DN-1417 en dosis de 10,20,40 mg- que son comparables a
0.5-2 mg - administrado intramuscularmente;  tiene  menor efecto sobre la
disminucién de frecuencia de las convulsiones ‘y de las postdescargas que la
administracién i.m. (/nanaga 7989).

Al comparar los efectos colaterales de la: iny ccnon de TRH en pacientes con
epilepsia del tipo de espasmos infantiles; contra los efectos de ACTH, se ha
visto que la velocidad de respuesta a . TRH n’’nifios con.este padecimiento es
significativamente mas alta que en':ofr tipo'i:de convulsiones; =’ los efectos
secundarios como el encogimiento :del cerebro 6 la: depresion del sistema
inmune de los pacientes son menos’ ‘serios’ que los observados con ACTH.
El TRH administrado como tartrato i.v.:en:una’ dosns de 0.5 a 1.0 mg/dia
disminuye los parametros EEG yla duraC|on de Ias PD:

Los estudios con animales se inician en 1984 cuando Sato et al utiliza el modelo
experimental de epilepsia (kindling amigdalino) para observar que el DN-1417
inyectado iv. tiene un efecto antiepiléptico en gatos estimulados
eléctricamente, suprimiendo las convulsiones agudas y elevando su umbral
convulsivo durante 9-50 dias. La administracion intraperitoneal del analogo de
TRH antes de la electroestimulacion del! nucleo' de la amigdala previene la
evolucidn del kindling (Sato 1984). Estos efectos son transitorios, no
estan relacionados con la dosis y han mostrado una gran variacién cuando la
administraciéon es periférica. En cambio, s| estan relacionados con la dosis
cuando la administracion es intraventricular (Safo 7985). La administracion i.v.
del DN-1417 eleva el umbral electroconvulsivo disminuido por el pretratamiento
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con - a-metiltirosina - (a-MT),~-un . inhibidor de - la biosintesis de catecolaminas
(Nakamura -1984), ' lo : cual sugiere que el efecto probablemente sea mediado
por dopamma -Ademas, - el 'DN-1417 (de una manera dependiente de. |a
dosis) " eleva’ el umbral - convulsivo disminuido por el pretratamiento‘con
reserpina, que'es un-acelerador de la liberacién de monoaminas (Nagai 1985). :

El TRH 'h‘a” recibidoc atencién como . una:sustancia antiepiléptica endogenar_‘,;
(Ogawa’ 7985, Sato 1985), involucrada en la formacnon liberacién y metaboh mo -
de: catecolammas y acetilcolina. :

Los: efectos de! TRH admlmstrado en ‘forma i.v. ‘o’i.m. son: débile:
cuando se comparan con otros antlepllep‘ t‘:on_v‘encnqnale

Otro anélogo de TRH, el CNK-602
histidil-L-prolinamida, =
las’ convuls:ones tonicas ‘en las” ratas’
[(REE) por- tener una doble. mutacidn (zn/z. e
dosiside. O, 04, 0.2 'y. 1 mg/kg de peso con un’ volum
corporal g
Vivo T un 18 /-
(Renm/ng 7992)

“4.5% al

15, B 5. TRH 1 kmdllng amigdalino.

En 17984 Kubek y Sattin presentan evndenpla Ias convulsnones
generalizadas producidas por choque electroconvulsivo=(ECS)+y por- kindling
eléctrico, incrementan significativamente las concentrac:ones de TRH (medido por
RIA) dos dias después de la aparicidén de las’ convulsiones caracteristicas del
estadio V en la corteza piriforme, la amigdala, el hipocampo y la corteza cerebral
completa del cerebro de rata. En un estudio'subsecuente se observé el efecto del
kindling quimico sobre la concentracion enddgena de-TRH en diferentes regiones
del SNC. Asi, seis meses después de una inyeccidén mensual de pentilenetetrazol
(PTZ) a ratas previamente estimuladas eléctricamente (kindling), se encontré at
TRH significativamente elevado dos dias después de que el animal presentd una
crisis de estadio V en las regiones de la corteza piriforme, la amigdala, el
hipocampo y la corteza cerebral completa. No hubo cambios importantes en el
TRH del hipotalamo total,el septum o el estriado (Kubek 7989).

Meyerhoff (1990) compara las concentraciones de TRH que se alcanzan cuando
el animal se encuentra en el estadio ll-lil contra las del estadio V del kindiing
amigdalino y observa un aumento significativo en la corteza piriforme ipsi y
contralateralmente al sitio de la estimulacion eléctrica, asi como elevaciones
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importantes en la amigdala y en la corteza cingulada en el estadio V. No _
observaron cambios importantes en regiones como el bulbo olfatorio, el estrnado
ni el septum en ninguna de las etapas o estadios analizados.

El hecho es que en este paradigma de estimulacién eléctrica, la‘ transmisién
TRHérgica esta activada en el hipocampo, la amigdala, y la-corteza.frontal,
dados los cambios que se han encontrado en la concentracion: del - péptido
durante la epileptogénesis. Este aumento puede deberse a un'efecto en la
liberacion del péptido. Kubek et al (1994) evidenciaron la liberacion de TRH en
rebanadas de hipocampo de cerebros de ratas después de recibir un tratamiento
electroconvulsivo durante 3 dias, y sacrificadas 12, 24 y 48 horas después de la
ultima crisis generalizada. Las rebanadas de hipocampo fueron mantenidas en
una solucién con alta concentracién de potasio (560 mM). La liberacion de TRH fue
dependiente de calcio (2.5 mM), y se compard contra la liberacién de rebanadas
mantenidas en una solucidn de concentracion de potasio normal (3.5 mM). La
liberacién de TRH en rebanadas de hipocampo con una solucidn de alto potasio y
dependiente de calcio incrementé después de la aparicion de las crisis
generalizadas, lo que sugiere que las convulsiones favorecen la transmision
TRHérgica probablemente aumentando su liberacion.

También existe evidencia de un aumento en la sintesis del péptido, ya que las
elevaciones postictalicas de la concentracion de TRH han sido precedidas por un
aumento significativo en el" RNAmM del preproTRH, en particular las' células
granulosas del giro dentado son las que muastran aumentos dramaticos, por:
técnicas de hibridizacidn in situ (Fuson 1990). Estudios de lesiones del hlpocampo‘
han mostrado que esta elevacién de TRH necesita la via perforante.intacta. . Estas -
observaciones, asociadas a estudios donde el tratamiento con-ECS bloquea las
convulsiones subsecuentes en ratas y eleva el umbral requerido para la
epileptogénesis, hacen especular sobre el papel que tiene el TRH en la inhibicion
de convulsiones después de tratamientos con ECS (Kubek 1994).

Los aumentos en los niveles de RNAmM de proTRH después del establecimiento
del kindling amigdalino, tienen una distribucidn similar a la expresion de uno de
los genes inmediatos tempranos c-fos después de la aparicidn de las
convulsiones (Rosen 7992). Ambos RNAmM tienen niveles basales indetectables
en el giro dentado y en las cortezas piriforme, entorhinal y perirhinal; 1 hora
después del establecimiento del kindling aumenta la inmunorreactividad de c-fos y
5 horas después de que los animales presentan crisis generalizadas se observa,
por hibridizacion in situ, el aumento en 10s niveles de RNAmM de TRH en dichas
regiones. La colocalizacién es especifica para las zonas limbicas, ya que el
hipotalamo no es positivo antes ni dgespués del kindling. Las células marcadas
para el RNAmM de TRH y para la inmungrreactividad de c-fos son las eferentes de
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las regiones estudiadas. La corteza. piriforme . tiene. proyecciones principales.a
muchas otras areas como el bulbo olfatorio, la amigdala y las cortezas entorhinal
y perirhinal. La corteza entorhinal es el principal punto de entrada al giro dentado
y éste proyecta hacia la regién CA3 del hipocampo; durante el kindling, por:lo
tanto, se encuentra activado un circuito neuronal en las areas limbicas. Esto es
importante porque estas regiones juegan un papel crucial en la aparicién de
convulsiones. Las cortezas piriforme y entorhinal se han propuesto como zonas'
epileptogénicas. La corteza perirhinal puede actuar propagando la actividad
epileptiforme a otras zonas limbicas. E| giro dentado regula la propagacion de la
actividad convulsivante de la corteza entorhinal al propio hipocampo y amplifica
las postdescargas. Estas zonas estan normalmente inhibidas, pero durante el
kindling pueden tener tasas de disparo capaces de inducir el aumento en |a
transcripcién de c-fos y TRH (Rosen 1993).

Fos y las proteinas relacionadas con Fos, pueden actuar en combinaciéon conlos.
miembros de la familia Jun de Ilos factores .de transcripcion formando
heterodimeros que utilizan motivos de ‘“cierres: . de leucina”, para influir la
transcripcién de otros genes blanco.:: La regién promotora del gen de TRH; tal
como se explicé antes, tiene un:sitioi:de’ ‘AP-1._donde el heterodimero fos-jun .
puede unirse y afectar la transcrnpcnon? del’ pépttdo que .a su vez podria estar'f'
modulando la actividad eplleptlforme en: S

convulsiones por.ECS. La tiroidectomia elev | umbral en ratas pero su efecto no
esta relacionado con los aumentos.del:RNA €. TRH encontrados en las zonas
limbicas después del kindling amigdalino (Kim:1996)..

Kubek (1993) encuentra (utilizando técnicas de 'hibridizacion in sity en ratas
sometidas a kindling amigdalino), un aumento en los niveles de RNAmM de proTRH
desde las 3 horas después de |a ultima estimulagion eléctrica y de la aparicion de
las crisis generalizadas del estadio V, encontrando el pico de respuesta a las 6
horas postictus en la corteza piriforme, la amigdala, y de manera mas notable en
el giro dentado del hipocampo (CA4), asi como una menor hibridizacion en las
células CA3 y CA1. A las 24 horas los niveles regresaron a valores basales
(Kubek 1993).

La unién de los receptores a TRH se encuentra significativamente disminuida en
23% y 30% a 39% en membranas preparadas de hipocampos contralaterales e
ipsilaterales al sitio de la estimulacion (respectivamente) de animales sometidos a
kindling amigdalino 24 horas después de dos dias consecutivos en que los
animales presentaron convulsiones caracteristicas del estadio V. También se
encuentra reducciéon en la unidn a receptores de TRH en membranas de
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amigdala, (sitio inicial de la estimulacién eléctrica) pero no en membranas de
hipotalamo, pons-médula, © ndcleo accumbens.

Todos estos estudios apoyan el hecho de que el kindling amigdalino
(estimulaciones subconvulsivas de baja intensidad y frecuencia) activa a las
neuronas TRHérgicas y lo propone como un paradigma ideal para estudiar el
papel de la enzima PPIl en el funcionamiento de TRH en el SNC.

Il B. OBJETIVOS.

-Definir si es la sintesis, el nivel de regulacion dg la actividad de la enzima PPIl en
el SNC.

-ldentificar las células que presentan niveles de RNAmM de PPIll modificados por
técnicas de hibridizacion in situ.

I JUSTIFICACION.

La actividad de la enzima degradativa del TRH es modificable in vitro en
adenohipdfisis por diferentes efectores: PACAP, AMPciclico, ésteres de forbol, y
por el propio TRH. En condiciones fisioldgicas como el hipotiroidismo e
hipertiroidismo, la regulaciéon tanto de la actividad como de los niveles de RNAmM
en estudios in vivo e in vitro esta ya identificada y caracterizada.

A estos mismos paradigmas, la actividad de la. enzima en regiones cerebrales
como la corteza frontal y el hipotalamo resultd refractaria.

En cambio, utilizando como modelo el kmdllng amigdalino se ha ewdencnado la
regutacion de la actwndad de la enzima en el Slstema Nervioso Central

La regulacién de la - enzima - indica que su actividad- - puede contrlbunr a la
intensidad . de la transmisién del mensaje de . su - sustrato, ‘el TRH; 'y 'dada la
participacion del peptldo en dnversas funciones hiologicas, en la eplleptogeneSIs y
en la narcosis inducida’ por . eletanol,  se manifiesta :como  relevante la
identificacién del nivel de regulacion:de. la’ enzima . asi: como élulas. que
responden a los estimulos: f‘smloglcos suministrados se: podrian
caracterizar el tipo de receptores y.en consecuenmai a snbles moleculas
responsables de este evento.

Esto daria lugar a la busqueda de estrategias y. disefio : de.inhibidores como
agentes terapéuticos que controlando la accidn de la enzima reduzcan la
intensidad de las convulsiones en epilepsia por ejemplo.
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IV. METODOLOGIA.

Manejo de animaies en el kindling amigdalino.

Ratas Wistar macho, de peso entre 250 y 270 g se mantuvieron con un ciclo de
luz-oscuridad de 12 horas (6 a.m. a 6 p.m. de luz), bajo condiciones constantes de
temperatura y humedad, con libre acceso al alimento y al agua. Se anestesiaron
con pentobarbital, se colocaron en un aparato estereotaxico y:se. 1mp|antaron con’

un electrodo bipolar de acero inoxidable. (0.2 mm de" dlametro) en:el.nacleo: . ..
basolateral izquierdo de la amigdala del 16bulo’ temporal El electrodo se fija con": :
resina acrilica. Las coordenadas para impiantar el electrodo son Bregma 2 8 mm :
linea media 5 mm, ventral 8.5 mm (Paxinos 1986)

Una semana después de la cirugia, _se estlmularon dlarlamente (entre las:10'y 1~,‘5
a.m.) con trenes de un segundo de pulsos eléctncos monofésucos de, :

reglstrando
duracuon y‘

s del k:ndllng segun (Racine 1972)

las duferen

Los ‘animales‘control fueron implantados con el electrodo pero no’ estlmulados yo
se sacrlf:caro isma hora que los experlmentales (n 5 para cada grupo) ’

Los anlmayles ueron acrxf:cados por decapltacnon a |as 2 6 y 24 horas despues
de alcanzarla etapa ll o la V, sus cerebros extraidos y congelados a -70°C.

Se disecar s erebros congelados de las regiones del hipotalamo (excluyendo
el area preoptlca), amlgdala y corteza piriforme, nudcleo accumbens, corteza
frontal, hlpocampoy Se ha mostrado que estas regiones responden con cambios
bioquimicos’ stimulo ~ eléctrico en Ila amigdala, contienen TRH en
concentraciones elevadas presentan actividad de la enzima PPIl, RNAmM de TRH
(hipocampo; corteza piriforme, hipotalamo) y presentan camblos en la unién de
los receptor TRHal establecerse el kindling amigdalino (Kubek 7993, de
Gortari 1995): Las reg:ones ipsi y contralaterales al sitio de la estimulacién se
unieron para extraer el RNA totai y medir la expresion del RNAmM de PPIl o de

TRH.

Otro grupo de anlmales ‘se sacrlflco 2h después de alcanzar la etapa Il 6 V del
kindling amlgdahno ‘Los cerebros se congelaron para posteriormente obtener
rebanadas en un:criostato y medur los cambuos en la expresion de PPIl y TRH por
hibridizacion’ In situr
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Manejo de animales en la inyeccion i.p. de etanol.

Ratas Wistar macho, con un peso entre 400 y 500 g, recibieron una séla.. .

inyeccion i.p. de etanol (3g/kg de peso) diluido 1:3 en una solucion salina al 0.8%
(Breese 19885, Morzorati 1993). El grupo de los animales controi se inyectaron con"
solucién salina. Los animales experimentales (n=24) y control (n=24) se’
sacrificaron el mismo dia entre las 10:00 y 13:00 horas, por decapitacion 1, 6'y"
24 horas después de la inyeccion. Los cerebros fueron removidos y congelados a-

-70°C, y la sangre colectada para la determinacién. de TSH. Los:cerebros -
congelados fueron disecados en las mismas regiones que en el’ protocolo del

kindling amigdalino. Una mitad de cada region se analizd para la cuantlflcacmn de,
TRH o para la actividad de la enzima PPII (lquIerdo para TRH dere
PPII) : i

Otro grupo de animales se trataron de la misma manera pero se. sacrlflcaron a Iosl‘-}

30 min,"1h, 2h, 4h, 6h, 16h, 20h, 24h después de la inyeccion mtraperltoneal
dlsecaron las mismas regiones cerebrales y se utilizaron para extraer el RNA total :
y medlr la expresion del RNAmM de PPIl o de TRH. o S

Extracclén de TRH.

Las regiones cerebrales se homogenizaron en una solucién de acudo acetlco atl
20%. ‘Se tomdé una alicuota de S50ul para la determinacidon. de-proteinas. Las
muestras .se  centrifugaron durante 15 minutos a 10 000. rpm a 4°C. Los
sobrenadantes se secaron en un centrifugador bajo. vacio, los residuos se
resuspendieron en 1 m! de metanol y se mantuvieron. en-congelacién toda la "
noche. Las muestras se centrifugaron 15 minutos a 10:000 rpm-a 4°C 'y los:
sobrenadantes concentrados. El TRH se cuantificd por.radioinmunoensayo (RIA)
(Joseph 1979). : o L .
Radioinmunoensayo de TRH.

El anticuerpo R2 utilizado para el ensayo fue. caracterlzado prewamente (Joseph
1979). TRH iodinado con I'*® se preparé y: purlflco mo esta descrito. ‘La mezcla
de incubacién consistid en 100 ! del: antlcuerpo R2: (¢ diluido >1:10:000) ‘en
solucién de RIA, y 100 ul de TRH - 1125y 1t detla preparacnon del“tejido
conteniendo entre 500 y 1000 pg de TRH a-100ul.: Después’ de 48 horas
de incubacidon a 4°C se precipitd el .complejo: antlgeno-antlcuerpo con’1'ml de
etanol absoluto. La sensibilidad del ensayo fue de 10 pg. (30%B/Bo). :Se utilizaron
estandares internos para el tEJIdO hipotalamico y TRH sintético,: y una curva
estandar para corregir las variaciones intraensayo. :

Determinacion de proteinas.

El tejido homogenizado en medio acidificado (acido aceético al 20%) se hidrolizé
por 24 horas a temperatura ambiente con un volumen igual de 4.5N de NaOH Las
proteinas se cuantificaron de acuerdo al método de (Lowry 71957).
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Preparacién de las membranas celulares.

Las regiones cerebrales se sonicaron en el 10% peso/vol de una solucién: de
fosfatos pH 7.4. Esta mezcla se centrifugd durante 15 minutos a 3000 rem a 4°C.
Los socbrenadantes se recuperaron y los residuos se resuspendieron en la mitad
del volumen original de la solucidon de fosfatos y se centrifugaron durante 15
minutos, a 3000 rpm a 4°C y ambos sobrenadantes se mezclaron y centrifugaron
durante 15 minutos a 10000 rpm a 4°C. Los sobrenadantes se desecharon y. los
residuos se resuspendieron en 200 nl de solucion de fosfatos. Se tomd. una
alicuota para la determinacién de proteinas.

Ensayo fluoromeétrico para medir la actividad de la enzima PPII.

La mezcla de incubacidn incluyd 20 ul de la preparacion de las membyranas (1/10
del volumen original) (6 pg/pl de solucién) con 50ul de 1mM inhibidores - de
proteasas (N-metilmaleimida, bacitracina), 10ul de una solucién de 17ug/u! de
dipeptidilaminopeptidasa IV (DAP V) y 160ul de solucion de fosfatos. La
preparacién control no incluyd membranas celulares. Las muestras se
preincubaron 5 min a 37°C y entonces se agregaron a la mezcla 10 ul de p-
glutamil-histidil-prolin-p-naftilamida, como sustrato. Los tiempos. de incubaciéon
fueron de 0, 15, 30 y 60 minutos. La reaccion fue detenida con 250 ul de metanol
absoluto a 4°C, después se centrifugd 15 minutos a 3000 rpm-a 4°C. Los
sobrenadantes se utilizaron para cuantificar la actividad enzimatica:midiendo a
410 nm. Se prepard una curva estandar con 0-800 pmol de B NA (O 01 pglul) (Wilk
7988).

Cuantificacién de TSH. ;
Las muestras:de sangre (50 pul) se dnluyeron con’ solucy
(150ul)..100 ul de anticuerpo contra TSH, en una diluci h de
de TSH. 1'*® (7000 cpm/tubo) se agregaron y mez

n'de adlommunoensayof
00,000 y:100 i

de 1:240) y 100 pl de suero normal . de conejo (1 :300; ,.u)
e mcubaron por 2 horas a temperatura amblente

determinaron por conteo de radxacuones gamma (NIDDK)

Extraccuén de RNA total

cloroformo/alcohol isoamilico, el RNA se precipitd con etano| absoluto EI reSIdUO‘
se lava con etanol al 70%, se secd y resuspendid en:agua:tratada con’dietil
pirocarbonato (DEPC). Eil RNA fue cuantificado espectrofotométricamente por
absorbancia a 260 nm ( relacién 260/280 nm=z 1.8), donde-1 O.D::= 40 ug/ml.
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Northern blot.

E!I RNA total de los tejidos: amigdala, hipocampo,n. accumbens, hipotalamo,

corteza frontal de los cerebros . de ratas sacrificadas 24 horas después de

alcanzar la etapa ll o V del kindling amigdalino, se analizaron por Northern blot.

Muestras de 30 pg de RNA total se separaron por electroforesis- (2.2 M

formaldehido y 1.6% agarosa)(Maniatis 1982), se transfirieron a membranas de

nylon por 36 horas 'y secaron a 80°C por 2 horas. Las membranas se

prehibridizaron durante toda la noche a 42°C en una solucion Denhardt’'s 10X con

50% de formamida, 50mM de fosfato de sodio (pH 6.5), 5X SSC, y 1mg de DNA

de esperma de salmon desnaturalizado. La hibridizacidn se realizd por 24 horas a

42°C para la enzima, con una solucion Denhardt’'s 56X, SSC 5X, 50% formamida,

200 mM de fosfato de sodio (pH 7.2), 200 1ig/ml de DNA de esperma de salmon.
desnaturalizado por 10 minutos a 65°C y 6.3 X 10° cpm de 1a- ‘sonda.
complementaria (cDNA) correspondiente al fragmento que incluye del nucleottdo 1"
al 2683 del cDNA de la PPIl y marcada con **P y la sonda de TRH (0.8Kb)" que .

corresponde a la regidn codificada completa del cDNA de ppTRH de rata (Lechan; -

1986); 24 horas después se elimind la solucién de hibridacién y se lavaron'las
membranas dos veces en una solucion 2XSSC y 0.2% SDS por 30 mlnutos tary.
dos veces con 0.1X SSC, 0.2% SDS por 15 minutos a 52°C. : i

Para la reproduccion fotogréfica los autorradiogramas se obtuvneron despues de} <
exponer al film por 3 dias a -70°C (XOMat-Kodak, Rochester, NY) conlas::
membranas.  La. sefal autorradiografica se analizé con  un? scanner :
combinacién con un programa de computacidén para densitometria;.Los’ datos se
corrigieron para ia variabilidad de la concentracion que se cargd en el gel, " como
porcentaje de los valores obtenidos en la medicidon de l|la densidad de las
fotografias del RNA total, se expresaron como area bajo la curva de la banda en
el film sobre e! area bajo la curva de la banda de l|a fotografia.

Los resultados de la extraccion del RNA total y de la estandarizacién de la técnica
de Northern blot para cuantificar el RNAmMm de PPl y TRH en las diferentes
regiones cerebrales se detallan a continuacion:

Extraccién de RNA total de las diferentes regiones cerebrales a analizar.

Para identificar la viabilidad del método de Northern blot en la cuantificacion de
los cambios de las diferentes regiones cerebrales de los niveles de RNAmM de la
PPII en las diferentes regiones del cerebro de interés: n. accumbens, hipotalamo,
amigdala con corteza piriforme, corteza frontal e hipotalamo, se realizaron
extracciones del RNA total de las regiones completas (incluyendo las porciones
de ambos hemisferios) utilizando el método de tiocianato de guanidina
(Chomczynski 1987).

La cantidad de RNA total extraido en estas zonas se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4. Concentracion promedio de ARN total por region cerebral analizada

Tejido ng RNA /tejido ng RNA/mg

Hipotalamo 158+ 1.3 0.528 +0.044
N. accumbens 3902 7.4 0.885 +0.164
Corteza frontal 87.8 + 20 0.73 =+=0.168
Amigdala/corteza piriforme 46.3 = 8.1 0.45 +0.078
Hipocampo 59.3 + 11 0.49 =+0.096

Los datos son un promedio de 4 extracciones &+ ESM

Optimizacion del método de Northern blot para las regiones cerebrales.

La concentracion minima requerida para identificar la sefal correspondiente del

RNAM de la PPIl, por Northern blot, en estas regiones es de 10 ug de RNA
total.

Al hibridar el RNA total de estas regiones cerebrales con el cDNA de la PPIl por
Northern blot por 48 horas de exposicidén, se produjo una sefal correspondiente al
patron reportado (Schauder 1994) (Figura 1.)

Figura 1. Northern de PPIl en regiones cerebrales de animales control.

carril Ay B:hipotalamo: C y D: n. accumbens; E y F: corteza frontal; G y H: amigdala; | y J: hipocampo
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Tabla 5. Analisis del RNAmM de la PPIl en cerebro de rata por Northern blot.

Corteza frontal 100 + %

Amigdala 41.2+ 277 %
Hipocampo 65.2 + 16.2 %
Nucleo accumbens 33 + 5.3 %
Hipotalamo 21.3 4+ 0.67 %

Los datos estan en porcentaje de los valores obtenidos para la corteza frontal,
tomandolo como el 100% = ESM, n=3.

Posteriormente se analizaron con este método los cerebros de ratas sacrificadas
24 horas después de alcanzar la etapa Il y V del Kindling, para:detectar.los
cambios en los niveles de RNAmM de TRH y PPII. Los resultados se muestran en la*
Gréf'ca 1 en Resultados. EI

Para los otros tlempos de sacrificio (2 y 6horas) se decidid utiliza tecnica de,,

RT-PCR. Esto por la dificultad para obtener suficiente RNA total de: cada reguon N
cerebral ‘para analizar por Northern blot y por la‘ consecuente |mposub|hdad de -

repetlmon en caso de algun problema. . 5 R

RT-PCR
Un ng de RNA total de los tejidos de cerebros de ratas sacrlflcadas 2h, 6h,
después de llegar a la etapa Il y V del kindling amigdalino, o de ratas sacrificadas
a-los 30 min,  1h, 2h, 4h, 6h, 16h, 20h°'y ‘24h de la inyeccidn i.p. de etanol, se
diluyd en 10 pl de agua tratada con: DEPC, se desnaturalizé a 80°C por dos
minutos.. Se - transcribié ‘con:laienzima - transcriptasa reversa (MVL reverse
transcriptase) (0.5 pl/ .ng:de’ RNA) oligo dT (1ul/ug de RNA), ditiotretitol (DTT)
3ul/ug de RNA y desoxmucleotldos (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 3ul/ug de RNA
La incubacion se reallza 37°C. por dos horas.

Adicionando  un :oligonucl eotldo smtetlco especifico con una secuencia
complementaria al cDNA(5'- 3) de. la enzima PPIll o del TRH y otro en sentido 3'-
5', se amplificd el nimero de: copias correspondlente al cDNA de la enzima o del
TRH con la ; enzuma“ Taﬂ pollmerasa (0 Sug/muestra). Al mismo tiempo se
eraldehudo 3-P deshidrogenasa).

Los ollgonucleotldos utlllz do: pa a amplificar el fragmento de la PPIl tienen la
siguiente secuencia: el sentido § CTG-GAT-AGA-ATA-CAA-AAA-G 3’ es y el de
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la secuencia en antisentido es &S5'GGA CAC CCA AAT AAT TGC T-3 que
proporcnona un fragmento de 400 pb
l.os ohgonucleotldos utlllzados para amplificar el fragmento de la G:,PDH tienen la
siguiente secuencia: el sentido es 5TGA AGG TCG GTG TCA ACG GAT.TTG GC _ -
3’ y el de ia secuencia en antisentido es 5’CAT GTA GGC CAT GAG GTC CAC'
CAC-3' que proporciona un fragmente de SO0Opb. S o v

L os oligonuciedtidos utilizadbs para amplificar el fragmento de la; TRHtlenen la
siguiente secuencia: el sentido es 5’AAA-AGG-GAG-GAG-GAG-GAA-AA 3y el
antisentido 5'CTT-GAC-TTG-GGG-GAC-ATC-TG & proporcuonando un fragmento
de 214 pb.

La técnica es semlcuantltatlva y la: modificaciéon en Ia expresion del gen de la
enzima se observa comparando con la expresion del.gen de otra proteina que no
cambia con el tratamiento’a: utilizar.' Esta proteina es |a enzima gliceraldehido 3
fosfato: deshldrogenasa (GsPDH), -y ' .para. comprobar que no se modifica su
‘expresxon con’'el kindling, se realizé un ‘Northern blot en el que se hibridd RNA
‘total de corteza frontal, e hipotalamo de animales en etapa V del kindling.

Los resultados obtenidos en la corteza frontai fueron: los animales sham
2.4421.25 (unidades de intensidad de la senal en el film/ la intensidad de la sefal
en la fotografia) y en los animales experimentales 1.66= 0.61 (n=4).

Figura 2. Northern blot de G;PDH

6 PE CIC i 1Ry S I IV e S

carril 14 corteza frontal (sham). 5-8 (kindling V); 9-12 hipotalamo (sham), 13-16 (kindling V); 17-19: RNA
estandard
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Para detectar los cambios -en los niveles de RNAmM de PPIl por RT-PCR se
realizaron curvas de calibracion de la intensidad de la banda en la fotografia del
gel - contra - volumen ~(3;-6-+y--12=ul) ~y--concentraciones - crecientes-de - cDNA -
correspondiente a 0.5, 1, 2 y 4 ung de RNA total, y aumentando el numero de
ciclos para la actividad de la enzima Taqg polimerasa.

A 25 ciclos no pudo detectarse la banda correspondiente al fragmento de la
enzima PPIl con ninguno de los volimenes y copcentraciones de cDNA, mientras
que el fragmento de la G3;PDH se observd en practicamente todos los carriles (a
excepcidon de los correspondientes a 2 y 4 ng de RNA), utilizando 12 pl de cODNA.

Figura 3. RT-PCR de PPIll y G:PDH con 25 ciclos.

Gel superior RT-PCR de PPII
Gel inferior RT-PCR de G3;PDH. Carriles 13-16, 3ul de cDNA y 0.5,1,2,4ul de RNA total; 17-20, 6ul de cDNA;
21-24. 12 pl de cDNA
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A 30 ciclos se detectd débilmente el fragmento de la PPl en todos los carriles, y

el de GiPDH se observd claramente en todas las concentraciones de RNA
utilizadas.

Figura 4 RT-PCR de PPl (30 ciclos) y (35 ciclos).

Gecl’ superior PPl a 30 ciclos. Carriles 1-4: 3ul de cDNA y 0.5,1,2,4ug de RNA total; 5-8: 6 de cDNA; 8-12: 12
ul de eDNA.

Gel inferior PPIl a 35 ciclos. Mismas condiciones
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Tabla 6. Intensidad de la sefal del fragmento de la PPIl amplificado por PCR
con 30 ciclos.

3 ul de cDNA 6 1l de cDNA 12 1l de cDNA
ng de RNA] Intensidad 11g de RNA Intensidad |ug de RNA | Intensidad
[ 05 3657 " 0.5 2492 0.5 2551
1 5199 1 6058 1 6013
2 4307 2 4603 2 3851
4 1649 4 2390 4 1500
r =-0.7903] p = 0.210 = -0.3736 p = 0.626 = -0.565 p = 0.435
La concentracién de los oligos de 1a PPIl es de 15 pmol (17.7 ng)

A 35 ciclos, la PPIl se observd claramente, pero la G;PDH estuvo en los niveles
de saturacion

Tabla 7. Intensidad de la senal del fragmenta de la PPil amplificado por PCR
durante 35 ciclos

6 nl de cDNA 12 nl de cDNA
ng de RNA |iIntensidad |ug de RNA Intensidad
0.5 11630 0.5 13264
1 12559 1 8624
2 14199 2 10561
4 7181 4 3425
r= -0.7136 | p =0.286 r = -0.8904 p =0.110

[PPIli]15 pmol/muestra

Las correlaciones negativas, indican que hay una saturacidon de la actividad de la
enzima con las concentraciones mas altas. Por ello se hicieron nuevamente
correlaciones solo con las concentraciones de 0.5, 1, 2 ug de RNA, descartando
la de 4 ng. Los valores fueron los siguientes para la PPIl (Figura 4).

Tabla 8. Correlaciones de la intensidad de la sefal de la PPIl con diferentes
concentraciones de RNA total.

30 ciclos I 35 ciclos
3 pulde cDNA | 6 ul de cDNA (1211l de cDNA |6 ul de cDNA[12 il de cDNA
r = 0.2407 r=0.4253 r=0.1895 r=0.9995 * | r=-0.4155
p = 0.845 p=0.720 p =0.879 p=0.020 * | p=0.727
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Intensidad de la sefial del fragmento de la PPl y del de G;PDH amplificados
simultaneamente por PCR durante 35 ciclos por PCR

En funcion de que la correlacién significativa se encontré a 35 ciclos con 6 il de
cDNA, estas fueron las condiciones que se utilizaron para amplificar ahora en
forma conjunta, el fragmento de la PPIl y de la G;PDH. Sin embargo, puesto que a
35 ciclos la amplificacion de GiPDH se encontro saturada desde 0.5 ng de RNA, y
a 30 ciclos no se detectd en forma clara la PPII pudiéndose correr el riesgo de
perder la sefial en algunas muestras, la amplificacion simultanea de los
fragmentos de las dos proteinas se realizé disminuyendo la concentracion de los
oligos de G3;PDH de 15 ng a 10 ng a 35 ciclos.

Figura 5 PPIl y G:PDH ampilificados en conjunto a 35 ciclos.

Banda superior G:PDH, inferior PPIl Carnites 1-3 3ul de cONA y 0.5.1,2 nug de RNA total: 4-6. 6 de cDNA, 7-
9 12 ul de cDNA
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Tabla 9. Intensidad de la seiial de la PPIl y G;PDH amplificadas en conjunto.

PPIl (15pmol/muestra) (17.7 ng).

3 1l _de cDNA 6 pul de cDNA 1211 de cDNA
ng de RNA | Intensidad ug de RNA | Intensidad | ug de RNA | Intensidad
0.5 0.467 0.5 0.686 0.5 0.836
1 0.611 1 0.743 1 0.851
2 0.662 2 0.817 2 0.802
r =0.8966 p =0.292 r =0.9934 p =0.073 r=-0.804| p =0.405

G3;PDH ( 10 ng)

3 ul de cDNA 6 nl de cDNA 12ul _de cONA
ng de RNA | Intensidad ng de RNA Intensidad | ng de RNA | Intensidad
0.5 0.088 0.5 0.273 0.5 0.128
1 0.302 1 0.470 1 0.756
2 0.293 2 0.546 2 0.464
r=0.7311 p =0.478 r=0.9045 p = 0.281 r=0.3653| p=0.762

Las correlaciones mas cercanas a 1 fueron las de 6 ul para la amplificacién de los
dos cDNAs, sin embargo no fueron significativas debido a que el numero de
puntos es bajo (Nn=3). Esto indica que es factible observar cambios en la
amplificacion de los fragmentos estudiados en esas condiciones, y que se puede
utilizar como curva de calibracién pero teniendo en mente que el error al
interpolar valores experimentales puede ser alto. Para los experimentos
subsiguientes, se utilizd la concentracion de 1 pg de RNA total para iniciar la
transcripcion, y 1/5 det volumen de reaccién (6 1l de cDNA) para la PCR, 15 pmol
de los oligos de PPIl y 10 ng de GsPDH. :

Preparacién de las sondas.

Para la Hibridizacion in situ de PPII se disefaron dos cincuentameros con base
en la secuencia del ADNc de la enzima (Schauder 1994) obtenido de la rata.
Estas sondas comprenden de los nucledtidos 207 al 256 (oligo A) y del 690-739
(oligo C) . Para el disefio de los oligonucledtidos, se utilizé el programa de
computo Oligo (NSB), que considera parametros como la estabilidad del hibrido vy,
la posiblidad de que el oligonucledtido hibride sobre si mismo. De los fragmentos
que resultaron candidatos se verificd que tuvieran una proporcién de GC entre el
50 y 65% y que hibridaran en la region traducida del ADNc (Schauder 1994). Se
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seleccionaron los oligonucledtidos: que: al compararlos con la base de datos

- “Gene=Bank” no presentaran homologia-:significativa. con -las: otras -secuencias
presentes: con la excepcion de. la-de la: PPIl. -Estas caracteristicas llevaron a
escoger dos oligonuciedtidos (A y C) que se sintetizaron en la Unidad de Sintesis
de macromoléculas del IBT, anadléndose al final un paso de eliminacién de
exceso de sales.

La sonda para la identificacion del 'RNAm 'dé, - TRH' es . un cincuentamero
sintetizado quimicamente en el IBT comprendido entre los nucledtidos 300al 560.

Marcaje de las sondas.

Los oligomeros se marcaron en el extremo 3’ con ‘a (¥S) dATP: (actividad
especifica 1000 Ci/mmol (Amersham) para la hibridacidn in situ, ¢ bien con: o -
(3?P) dATP (actividad especifica 3000 Ci/mmol para el Northern blot con'la enzima
desoxirribonucleotidil terminal transferasa (25 U/ul). Una mezcla ‘de 2 pmol de
oligébmero, 3 ul de solucién amortiguadora para la enzima, 4.5 ul de’ CoCI2 5mM;
50 uCi de o dATP *°S 6 50 pCi de oo dATP 2P, agua para un volumen final de 15
ul y al final se agregé 1.5 ul de la enzima. La reaccion se incubd por. 30 minutos a
37°C, se detuvo con 15 ul de Tris-EDTA (TE) (Maniatis 7982) y 1 ul seutilizdé para
medir el porcentaje de incorporacién del nucléotido marcado a‘los: ollgomeros El
resto de la reaccidn se precipitd con 2ul de EDTA -0.5M pH 8; 3p.l de - RNAt
(10mg/mt); 3.5 nul de NaCi 4M y 102 ul de etanol absoluto’'a -70°C* por.una hora.
Se centrifugd a 15 000 g por 30 minutos a 4°C,: el precipitado se 'lavé con 200 ul
de etanol 70% en agua y se centrifugd nuevamente a 15:000 g por 10 minutos a
4°C; el precipitado se resuspendié en 25 ul de TE con:10mM DTT (dltlotreltol) Se
determind el porcentaje de recuperacnon yla acthldad especnfca S

Hibridizacién in situ.

Los cerebros de las ratas sacrificadas 6h' después de Ha etapa II y V del kmdlmg
amigdalino se rebanaron en 12 um a -20°C, se montaron en portacbjetos tratados
con aminoalkilsilano y se fijaron transfiriéndolos en ' secuencia a través de un bafo
con solucion de fosfatos 1X (PBS) y 4% de formaldehido por 15 minutos; lavados
en PBS por 10 minutos; tratados conuna solucidn de SSC 4X con anhidrido

acético 0.25% y trletanolamma (TEA) 0.1 M (pH 8.0) por 10 minutos; lavados con
2X SSC por 2 minutos, deshidratados con series de etanol al 75%, 80%, 95% y
100% por dos minutos en cada uno; rehidratados con etanol al 95% por dos
minutos cada uno. Todo el tratamiento se efectud a t.a.

Hibridacidn con los oligonucledtidos. Sobre cada corte se agregaron 50 ul de una
solucién de hibridacidn de 4X SSC, 50% de formamida desionizada, 1X de
solucion Denhardt’'s, 10% de sulfato de Dextran, 500 g/ml de esperma de salmon
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desnaturalizado por 10 minutos a 95°C y 100 ng/ul de RNAt, 50mM de DTT y
A pmol/ml de cada oligonucledtido marcado, con una actividad especifica.entre 6.y
9:X10% cpm/ 1ig.  Los cortes se cubrieron con parafilm para que no se evapore |la
solucion ‘de  hibridacion. Se mantuvieron por 12 horas 'a 42°Clen’”una:camara
humeda.Después de este tiempo, se lavaron las laminillas en una“ soluciéon 1X
SSC a t.a. por 15 minutos; dos veces con 1X SSC 50% formamida por:: 30 ‘minutos
a42°C'y 4 veces con 0.1X SSC y 0.2% de SDS por 30 minutos a 52°C. Al final de
los lavados, los tejidos se deshidrataron con series de etanol al 75, 80; 95 Yy 100%
y se dejaron secar. E! analisis macroautorradiografico se realizd por Ia exposxcnon
a una pelicula Biomax MR, Kodak por 21 dias. Después se reveld .

La deteccion del RNAmM de la PPII o TRH a nivel celular se realizd por la
exposicion de los tejidos directamente a una emulsién fotografica (Amersham). La
emulision se fundié a 42°C por 10 minutos en el cuarto oscuro. Con el propdsito
de obtener una capa homogénea deemulsion sobre el tejido se eliminaron los
grupos y las burbujas mecanicamente. Los cortes se sumergieron en la emulsiéon
por 3 segundos y se dejaron secar por 3 horas a t.a. en el cuarto oscuro. Se
expusieron a 4°C por 35 dias y se revelaron. Para el revelado se secaron los
tejidos a t.a. por media hora en la oscuridad, se sumergieron en el revelador (D18
de Kodak) por 3 minutos, con el agua 1 minuto y con el fijador (GBX,Kodak) por 6
minutos, y posteriormente se cambid el fijador y se mantuvieron en &l por.otros 3
minutos. los cortes se lavaron con abundante agua con agitacidn. constante 2°
veces por 15 minutos. El revelador, el filador y el agua se mantuvieron.entre 15y
18°C durante todo el proceso. Posteriormente los cortes 'se:  tifileron con
hematoxilina-eosina. . S SRR RPN

Tincion con hematoxilina eosina. Los cortes de tejldo se sumergleron en etanol al
96% por un minuto, en agua por un minuto,:en: hematoxnllna poris minutos;:en

agua hasta eliminar el exceso de colorante, en etarnol’ absoluto con: Hcl 'al 1% dos

veces, en agua por un minuto, en eosina tres veces ‘rapidam

cubreobjetos.
Analisis estadisticos.
Para las comparaciones de los valore de’ !os

controles se realizaron utilizando la prueba de
de p<0.05.

Para comparar los cambios de los valores de Ios grupos a Io largo del tlempo se
utilizé el Analisis de Varianza. .
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V. RESULTADOS

Extracciéon de RNA total de las diferentes estructuras a analizar.

Para identificar la viabilidad del! método de Northern blot en la cuantificacion de
los cambios de los niveles de RNAmM de la PPIl en las diferentes regiones del
cerebro de interés: n. accumbens, hipotalamo, amigdala con corteza piriforme,
corteza frontal e hipotalamo, se realizaron extracciones del RNA total de las
regiones completas (incluyendo las porciones de ambos hemisferios) utilizando el
meétodo de tiocianato de guanidina (Chomczinzky 1987).

Los resultados se detallan en: METODOLOGIA.

Posteriormente se analizaron con este método los cerebros de ratas saérifcadas
24 horas después de alcanzar la etapa H y. V: del: Klndhng, para’ detectar;los
cambios en los niveles de RNAmM de TRH y PPIL Los resultados se: muestran en la
Grafica 1. :

Para los otros tiempos de sacrificio (2 y 6 horas) se decidié utilizar la técnica de
RT-PCR.Esto por la baja proporcion en que se encuentra el RNAmM de la PPIl con
respecto al RNA total de cada regién cerebral y por la consecuente imposibilidad
de repeticion.

Optimizacion de la técnica de RT-PCR (Transcripcién reversa-reacciéon en
cadena de la polimerasa), para detectar RNAmM de la enzima PPII.

Dada l|la baja concentracion de RNAmMm de PPl en las diferentes regiones
cerebrales (entre 130 y 1076 fg/ug de RNA total) (Lin 1998), se decidid utilizar la
técnica de RT-PCR cuyos requerimientos son de 1ug de RNA total y permite
amplificar la sefal del RNAmM a estudiar hasta niveles detectables.

La técnica es semicuantitativa y la modificacion en la expresion del gen de la
enzima se observa comparando con la expresion del gen de otra proteina que no
cambia con el tratamiento a utilizar. Esta proteina es la enzima gliceraldehido 3
fosfato deshidrogenasa (G;PDH), y para comprobar que no se modifica su
expresidon con el kindling, se realizé un Northern blot en el que se hibridé RNA
total de corteza frontal, e hipotalamo de animales en etapa V del kindling.

Los resultados de la estandarizacion de la técnica para la cuantificacion de RNAm
de la PPll y TRH se detallan en el apartado de: METODOLOGIA, e incluyen, el
Northern blot de la enzima Gliceraldehido 3-P deshidrogenasa en regiones
cerebrales de animales sometidos a kindling amigdalino, como evidencia de que
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1 FAL-.hn et s

Su expresion no p'res:entavc'afnbio en este paradigma, y asi poder utilizarla. como
-referencia_de las alteraciones. en.la.expresion de la PPIl y TRH por RT-PCR......-

Ademés /a curva de. e mtens:dad de /a banda - correspondlente al
cDNA de‘la PPII; y G:PDH vs'el volumen inicial . de cDNA y vs la concentracién de
RNA total a diferentes c:c/os de amp//f fcacion de'la ser’fa/ ut/I/zando /a act/wdad de
Ia Taq polimerasa. -

En funcidn de los resultados de optimizacidn de la técnica de RT-PCR, se utilizd
la concentracién de 1 ng de RNA total para iniciarla transcripcion, 1/5 del
volumen de reaccidén (6 ul) de cDNA para la PCR, 15 pmol de los oligos de PPl y
10 ng de G;PDH a 35 ciclos.

Modelo del Kindling Amigdalino.
Kindling. Los animales que alcanzaron |la etapa |l del kindling necesitaron 7 =+
0.332 numero de estimulaciones. Los que llegaron a la etapa V necesitaron 15 =

0.829 numero de estimulaciones. La duracién y frecuencia de las postdescargas
aparecen en la Tabla 10.

Tabla 10. Parametros electrofisiolégicos de los animales durante el Kindling.

Duracion en seg. Frecuencia en Hz
Etapa ll 12+ 2.2 29+ 2.2
Etapa VvV 78 + 12 34 + 3.0

Los resultados son el promedio + el error estandar de la media. n = 10

Contenido de RNAmM de TRH vy PPII.

Se analizaron las regiones de amigdala, corteza frontal e hipocampo (ipsi y
contralateral en conjunto) en los cerebros de los.animales sacrificados 2, 6 y 24
horas después de presentar caracteristicas electrograﬁcas y conductuales de la
etapa Il y. V del Kindling amigdalino.

L os primeros experimentos de analisis de los niveles de RNAmM de TRH tuvieron
como objetivo corroborar los cambios ya reportados, y validar asi el modelo a
utilizar. Knoblack (1997) detectd, por hibridizacion in situ, un pico de la expresién
del RNAmM de TRH a las 3 horas postictalicas en la etapa V en amigdala, corteza
piriforme, y en el hipocampo, decreciendo a niveles basales a las 24 horas. Este
dato aparece en las (Graficas 1-4).
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E! analisis de los cerebros de animales que alcanzaron la etapa V y fueron
sacrificados a las 24 horas se. reahzaron por Northern blot, y los de 2h y 6h .de
sacrificio por RT-PCR.

Los resultados en los niveles deiRNAm de TRH por Northern y RT-PCR
resultaron comparables con los reportados (Grafica 1).

Algunos se analizaron por Northern' blot (24 horas) (Grafica 1 ) y una vez
optimizado el método de RT-PCR se utullzo para medir los cambios en los niveles
de RNAmM de PPIll y TRH en los anxmales sacrlflcados a las 2 y 6 horas (Graficas
2,3,4).

En la Corteza Frontal se encontraron sélo valores significativamente elevados de
RNAM de la enzima que degrada ‘al . TRH en el grupo de animales sacrificados a
las 24 horas (140 %) de alcanzarila’ etapa Il,"al comparar contra el control (100%),
y una disminucién significativa (mas o.menos-.a 60% de Ios valores normales) a
las 24 horas de alcanzar la etapa V (Gréf‘ca 2).

Al medir el contenido de RNAm de TRH se encontré un aumento significativo en
el grupo de animales sacrificado a las 24h después de alcanzar la etapa |l de casi
un 300% y a las 2 h después de llegar a la etapa V (405%) (Grafica 2).

En ta amigdala, los cambios en el contenido de RNAmM de PPIl se encontraron en
el grupo experimental de 6h de alcanzar la etapa Il ( +298%") y una disminucidén
significativa de (mas o menos el 50%) desde las 2 horas, que se mantiene a las
24 horas después de alcanzar la etapa V (Grafica 3).

El contenido de RNAmM de TRH en la amigdala incrementd en un 288% en el
grupo sacrificado 2 h después de llegar a la etapa V (Gréafica 3).

En el hipocampo, se encontraron aumentos en el contenido de RNAmM de la
enzima PPl en el grupo sacrificado a las 6 horas de llegar a la etapa lI, una
disminucion a las 2h en la etapa V y niveles basales a las 24 h (Grafica 4).

El contenido de RNAmM de TRH aumentd en el grupo de 24 horas después de la
etapa 1l (casi 200%) y en el de 2h después de etapa V a 593% el valor de los
animales control (Grafica 4.).

Hibridizacion in situ

-TRH, en cerebros de animales sacrificados 6 horas después de la etapa ll
del Kindling amigdalino.

Con S dias de exposicion al film, en los animales control, se observd una
distribucion del RNAmM de TRH limitada. Aparecié una sefal importante en la zona



=100%)
[NCI )

(sham

Porcentaje con respecto al control

Grafica 1. Cambios en el contenido de RNAm
de PPIl y TRH durante el kindling.

B RNAm TRH

A CF. H A CF. H

Etapall Etapa V

TRH etapa V realizado por h.i.s. y publicado por Kubek 1993
A= amigdala; C.F = corteza frontal; H.= hipocampo. *p<0,05

)
5
(



Porcentaje con respecto al control

(sham=100%)

.‘de RNAmM de PPIl y. TRH durante el kindling,
utilizando Northern biot (24h) y RT-PCR (2,6h)

& RNAm PPII
o RNAmM TRH

500
450

400

[AA)
[o 1))
[a]Na]

250
200

- a
anon
000 Oo

-

6h
Etapa Il Etapa VvV

TRH etapa V.24h realizado por h.i.s, (Kubek 1993)

Porcentaje con respecto al control

{sham=100%)

Grafica 3. Amigdala: cambios en contenido de
RNAmM de PPIl y TRH durante el kindling,
utilizando Northern blot (24h) y RT-PCR (2,6h)

| RNAM PPI
CIRNAmM TRH

400
350

< a N
momogg
O 0O 0o o oo o

6h 24h 2h 24h
Etapa Etapa v
TRH etapa V. 23 horas por h.i.s. (Kubek 1993)

~ A &




Porcentaje con respecto al control (sham=100%)
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del  hipotalamo.  El nulceo paraventricular, el reticular talamico, el hipotalamo
lateral y.dorsomedial se observaron claramente en estos animales. La sefial en la
zona de la corteza cerebral y del hipocampo resulté débil en la mayoria de las
secciones analizadas.

Seis horas después de alcanzar la etapa H del kindling, se observé un incremento
en la senal del RNAmM de TRH en la corteza piriforme, en la amigdala, en la
corteza frontal, el hipotalamo y en el hipocampo. Aparecieron cambios
significativos en mayor cantidad de zonas en las regiones ipsilaterales que en las
contralaterales. Se obtuvieron cambios significativos en la corteza piriforme, la
amigdala, la corteza frontal, el hipocampo, y el hipotalamo de la region ipsilateral
(Grafica 5). Se encontraron aumentos significativos tanto ipsi como
contralateralmente soélo en el hipotalamo y en el hipocampo (Grafica 6). El n.
accumbens no presentd cambios.

-PPIl en cerebros de animales sacrificados 6 horas después de alcanzar la
etapa Il del kindling amigdatino.

Otligonucledtidos. Los tejidos hibridados con los oligonucledtidos se mantuvieron
por tres semanas en exposicion al film y 2 meses en autorradiografia por
emulsion, después de este tiempo se revelaron. £l analisis de estos resultados se
realizé con los tejidos emuisionados que permiten identificar el tipo celular que
esta respondiendo al estimulo del kinding.

Se encontraron cambios significativos en las células CA1 del hipocampo tanto ipsi
(371 + 87%) (Lamina 1) como contralateralmente (277 + 47%) al sitio de la
estimulacion; en las células CA2 del hipocampo, ipsi (225 + 34%) (Lamina 2) y
contralateralmente (230 + 25%). La corteza -piriforme mostré un aumento
significativo sdélo en la regidn ipsilateral (466 -+ :83%)  (Lamina 3). Estos
resultados coinciden con la dimension de los cambios observados por RT-PCR en
esta hora de sacrificio (Graficas 7y 8).

La expresion de la PPIl en amigdala no presenta diferencia significativa en .
ninguna de las dos regiones (ipsi o contralateral), lo que hace suponer que los
cambios observados por RT- PCR se deben a las modificaciones que presenta la
corteza piriforme, ya que para analizarlos por dicha técnica, se disectan juntos
(Grafica 3).

La relevancia de estos resultados radica en que se han identificado las células
hipocampales que estan siendo estimuladas para la expresion de la enzima PPII
durante las primeras etapas del kindling. Este aumento en concentracidn de
RNAM coincide con el aumento observado en la actividad de la enzima en la
etapa Il (en animales sacrificados a las 24 horas), lo que indica que el evento de
regulacion de la enzima en esta etapa es a nivel de su sintesis. Aunque no hay
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LAMINA 3

RNAmM de la enzima PPIl en tas células de la corteza piriforme en animales
sacrificados 6 horas después de alcanzar la etapa Il del kindling
amigdatino.

sham

— s0Jd-



600 T

500

400

300

200

Porciento de cambio

Grafica 7. Contenldo de RNAmM de PPl en el Kindling etapa Il

spor H.1.8. Cambios lps:laterales

-

,' AMIGDALA

OKindling & Sham

500

450

400

350

300

250

200

Porciento de cambio,

150

100

50

por H 1. S Camblos contralaterales.

* -

CA3 CA2 CA1 C.PIRIFORME AMIGDALA

Resultados expresados como porcentaje de cambio vs el control
(sham=100%) +/- e.s.m. n=6

Graf‘ca 8. contemdo de RNAm'de PPil en el Kindli g’i"e't'a'pa' "

OKINDLING

& SHAM




51

sintesis del péptido en esta regidn, si existe TRH inmunorreactivo, con probables
acciones como modulador de la accién de acetiicolina y/o glutamato.

-PPIl en cerebros de animales sacrificados 24 horas después de alcanzar ila
etapa Il del Kindling amigdalino.

Los cerebros de un grupo de animales que alcanzaron la etapa Il y sacrificados
24 horas después se rebanaron produciendo cortes transversales y se hibridaron
con los oligonucledtidos de la PPIl. El film se expuso durante 3 semanas y se
analizdé. Estos tejidos no se emulsionaron.

Se encontré soélo un aumento significativo tanto ipsi (109+ 0. 7%) como~,"

contralateralmente (106 + 1.3%) al sitio. de la estimulacién en la corteza frontal..El .
aumento es pequerio comparado con.el obtenldo por Northern: a Ia mylsma hora de; :

Modelo de etanol.

Aproximadamente unos 5-10 minutos después de la myecc:on i.p de etanol: todos .
los animales quedaron sedados por el efecto del narcético'y. comenzaron a
despertar 80 * 15 min. Los animales inyectados con la solucion salina, no
presentaron ningun cambio de comportamiento.

Contenido de TRH y Actividad de la enzima PPIl.

Las modificaciones en el metabolismo de TRH en el SNC después de la inyeccién
i.p. de etanol se evalud midiendo la concentracién de TRH por RIA y la actividad
de la enzima PPIl, asi como el contenido de RNAmM de! péptido y su enzima
degradativa. Para los primeros dos eventos se analizaron los cerebros de las
ratas sacrificadas 1h, 6h y 24 horas después de la inyeccion. Se analizé la
porcidon izquierda de cada zona del cerebro para TRH y la derecha para la
actividad de la enzima.
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Grafica 13. Hipocampo (células CA1): cambios en actividad de PPil, contenido de TRH y
niveles de RNAm en la etapa Il del Kindling
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Grafica 14. Amigdala/c. piriforme ipsilateral. Cinética de
cambios durante el kindling en TRH y PPIl (con todas las
técnicas utilizadas).
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Grafica 16. Corteza frontal contralateral. Cinética de cambios durante el kindling en TRH y PPIl (con todas las
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Todas las regiones cerebrales estudiadas mostraron cambios en el contenido de
TRH y en la actividad de la enzima después de una séla inyeccion i.p. de etanol.

El nucleo accumbens mostrd los cambios mas rapidos. El TRH en esta region
participa en la actividad motora de los animales (Miyamoto 1977, Yamamura
7997) ya que interacciona con las vias dopaminérgicas a través de los receptores
D2.. La actividad de la PPIl disminuyd en e! grupo sacrificado a las. 6h:

postinyeccidon mientras que en el de 24 horas se encontrd aumentada

significativamente al comparar contra los controles (Grafica 17).

El.contenido de TRH en el hipocampo también mostré cambios rapidos (1° hcira'.;
después de la inyeccidn de etanol), pero se observdé un aumento. del 60% al:
comparar contra los valores control que representan el 100% y a las: 24 horas ‘se’:
normalizaron. La actividad de la PPIl disminuye en el grupo sacrificado 6:horas’::
postinyeccidn mientras que a las 24 horas el efecto ya no se observ G g
18).

La amigdala, el hipotalamo y la corteza frontal también ‘mo's‘tyi'a
en la concentracion de TRH pero mas tarde que la observada’en’

grupo de animales sacrificados a la hora, sin manifesta modxflcacu nes prevnas en‘y"
el contenido de TRH (Graficas 19,20). ) 5
Los cambios mas tardios se observaron en el hlpotélam con uné disminucion -
en el contenido de TRH 6 horas p.i. y una elevacuon en.la: ‘ctnvndad de la enzima
PPl en el grupo de 24 horas (Grafica 21). g

La actividad de la enzima decrecid 1 hora después’'de |a‘inyeccion de etanol en la
corteza frontal y 6 horas después en el n. accumbens para luego aumentar a las
24 horas en ambas regiones. Este comportamiento bifasico en la actividad de la
enzima que degrada al TRH en las mismas regiones cerebrales, después de
estimular eléctricamente a los animales (kindling amigdalino, de Gortari 95).

Cambios dependientes del tiempo en el metabolismo de TRH.

En el hipotalamo y la corteza frontal, el contenido de TRH aumentd gradualmente
desde las 6 horas (-22% hasta 150%) hasta las 24 h p.i. La actividad de la PPII
mostré también una elevacion dependiente del tiempo de sacrificio de los
animales, en las mismas regiones cerebrales (-60% hasta valores normales).
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Grafica 18. Hipocampo: contenido de TRH y actividad de
PPIl después de la inyeccién i.p. de etanol
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Grafica 19. Corteza frontal: contenido de TRH y actividad de
PPIl después de la inyeccion i.p. de etanol.
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Figura 20. Amigdala: contenido de TRH y actividad de PPIl después de lainyeccion i.p. de
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Grafica 21. Hipotélamo: contenido de TRH y actividad de PPIl después de una inyeccion ip.
de etanol.
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El - hipocampo presehto un comport'amlento opuesto, ya que se observaron:

disminuciones. 5|gn|fcat|vas en:el contenido.de TRH comparando.con.los: valores,»,,- s

mas elevados que aparemeron una hora p.i.(+160% hasta valores normales)

La concentracnén de TRH en’ el n.” accumbens Nno mostré un camblo SIgnlf‘catlvo g
con el tiempo, pero la actividad de'la PRIl si se incrementd a parur de- las 6 horas -
p.i. de -25%, hasta alcanzar valores de 125% a las 24 horas g

La amigdala no tuvo modificaciones en eI contenldo de TRH m en Ia actwndad de
la PPII con respecto al tiempo. : : ol )

Concentraciéon de TSH:

Después de la administracién de la inyeccién'intraperitoneal de etanol, los valores
séricos de TSH disminuyeron a casi tres veces los valores normales en el grupo
de animales de 1 hora y se normalizaron en el grupo de 6 horas (Grafica 22).

Contenido de RNAmM de TRH y PPII.

Para analizar los cambios en la sintesis de TRH y de la PPIll se obtuvieron ‘los
cerebros de grupos de animales sacrificados 30 min,.1 h, 2°h,’4 h, 8 h, 16 h,/20 h
y 24 horas después de la inyeccién i.p. de etanol’. y.sdlo en: las: reglones de
hipotalamo sin area predptica, hipocampo .y . corteza frontal,: j ]
observar cambios previos y posteriores en el contenido:.de’RNAm de TRH:y": F’Pllr
(analizado por RT-PCR) con respecto a las: modlf'camones observadas en’la
concentracion del péptido y en la actividad de la enznm e :

En la corteza frontal. Se analizaron los cerebros obt‘ ‘los 30 min, 2h 4 h,
ye6hvy encontramos una disminucion en: el’ contemd .RNAmM . de la PPII del
62% a los 30 min, a las 2h, los niveles se: reestablecueron y-allas 4 h p.i.
aumentaron sngnlflcatlvamente en un 328.7% a ‘compara ontra los valores de
los animales control, para ir disminuyendo a partlr ‘oras (Grafica 23).

El contenido de RNAmM de TRH disminuyd en esta: regxo del cerebro a 1 hora un
23%. ‘

En el hipotalamo. Los niveles de RNAmM .de TRH mostraron un aumento
significativo con respecto a los valores de los anlmales control desde 1 hora
después de la inyeccidn de etancl de 244% y todav:a ‘un aumento posterior de
401.4% a las 20 horas aunque a las 16 horas encontramos valores parecidos a
los control. En cambio los niveles de RNAmM de PPIl se encontraron normales a
las 4 horas, a las 6 horas disminuyeron a un 58.6% pero la diferencia no es
significativa, para aumentar a las 16 horas en un 400.16% (p<0.05) (Grafica 24).
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Figura 22, Concentracion de TSH sérica después de la inyeccion i.p. de etanol.
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Grafica 23. Corteza frontal: cinética de cambios en el

contenido de RNAmM de PPH y TRH en el modelo de etanol
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Grafica 24. Hipotalamo: cinética de cambios en el
contenido de RNAmM de TRH y PPIl en el modelo de etanol.
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En el hipocampo. Los animales : sacrlfucados .30 mlnutos después del

tratamiento, mostraron niveles - S|gmf|cat|vamente elevado‘s‘i de= RNAm de ~TRH~

inyeccion.

El RNAm de la PPIl en cambio, no. pre
los 30 minutos después de la inyeccid
significativo de 271% para regresar. a va
25).

- {Grafica

Las Graficas 26,27, 28 muestran la cmetlca e n.el contenldo de RNAmM
de PPIll vy TRH sobre las modnflcacnones “actividad .de: la“enzima y en el
contenido de TRH por RIA , donde pueden apreciarse | camblos en los niveles de
RNAM previos a los camblos en actlwdad; e la enzuma
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Grafica 25. Hipocampo: cinética de cambios en el

contenido de RNAmM de PPIl y TRH en el modelo de etanol.
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Grafica 26. Corteza Frontal: cambios de TRH y PPIl después
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Gréafica 27. Hipotalamo: cambios en TRH y PPIl después de
la inyeccién i.p. de etanol
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Grafica 28. Hipocampo: cambios en TRH y PPIl después de
la inyeccion i.p. de etanol.
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Y
VI. DISCUSION. \7MJJP 'U | e Aads

Modelo del kindling amigdalino.

El kindling amigdalino activa la via TRHérgica de las regiones cerebrales
epileptogénicas, como amigdala, hipocampo, corteza frontal, n. accumbens .y
también del hipotalamo, modificando el contenido de TRH, su'liberacién, ‘su
sintesis, asi como la actividad y los niveles de RNA mensajero de-su-enzima
degradativa, la PPII, esto ultimo sdélo en amlgdala corteza frontal e hlpocampo

El aumento en la expresion del gen de TRH se observ por RT-PCR desde las
dos horas de alcanzar la etapa V en la: amlgdala/corteza piriforme y en el
hipocampo. Por hibridizacion in situ los :aumentos! pudleron detectarse en los
animales sacrificados a las 6 horas después de:alcanzar la etapa |l, con mayor
intensidad en las regiones ipsilaterales . de la. ‘corteza - piriforme, frontal,
amigdala, hipotalamo e hipocamp. En las regiones contralaterales los cambios
significativos solo aparecieron en el hipocampo 'y el hipotalamo. Esto
concuerda con lo observado por Rosen et al, quien midié el contenido de
RNAmM de TRH en la etapa |, en la corteza entorhinal y piriforme y en el giro
dentado (Rosen 1992) por hibridizacion in situ. Los niveles de RNAmM de TRH
aparecen de novo en estas regiones; son transitorios, ya que en animales
sacrificados dos semanas después de las crisis generalizadas, son
comparables a los de los animales sham. Los cambios que nosotros
encontramos a las 6 horas de alcanzar |a etapa Il no son mayores del 30% en
ninguna de las regiones estudiadas. Sin embargo, los incrementos son
consistentes y significativos.

Rosen et al, (1993) encontrd que la elevacion en los niveles de RNAmM de TRH
en el giro dentado tiene una correlacion positiva con’' la duracién de las
postdescargas, de la misma manera que el RNAmM de c-fos en'la etapa | del
kindling. C-fos, es un proto-oncogene localizado en neuronas que se
transcribe entre 15 y 30 minutos después de un estimulo como la aparicion de
las convulsiones, y se ha utilizado como marcador de la-activacion neuronal
(Dragunow 71989). Las regiones cerebrales que presentan altraciones en los
niveles de RNAmM de TRH durante el progreso de! kindling corresponden a las
areas donde Dragunow et al (7989) ha encontrado que el RNAmM de c-fos
incrementa con las convulsiones.

Entre las bases moleculares del fendmeno del: kindling se encuentran los
cambios en la expresion de genes y el aumento de c-fos [como consecuencia
de la estimulacion eléctrica (Labiner 1993) y quimica (con inyecciones de PTZ)
(Erdtman 1998)] se ha observado en el hipocampo (Dragunow 7987) y en la
corteza entorhinal, piriforme y perirhinal (Rosen 7993) por hibridizacidn in situ.
Ademas, 5 horas después de la tercera convulsion de la etapa V del kindling,
existe colocalizacién de inmunorreactividad de Fos y expresién de TRH en la



corteza. entorhinal, piriforme, perirhinal y en el giro dentado del hipocampo
(Rosen 71993). Estas son las principales células eferentes que proyectan desde
‘dichas-estructuras. La corteza piriforme ‘tiene’la mayoria de las proyecciones’
hacia’ areas como el bulbo olfatorio, la amigdala y las cortezas entorhinal'y
perirhinal. La perirhinal proyecta hacia las cortezas piriforme y entorhinal .y la
amigdala. La corteza entorhinal es la principal zona de entrada hacia el giro
dentado y éste proyecta hacia la region CA3 del hipocampo. Asi:se-forma un
circuito continuo de interrelacién entre las areas limbicas donde se encuentra
‘colocalizada la expresion aumentada de Fos y TRH por kindling: amigdalino.
Cada una de estas regiones juega un papel diferente en la aparicion de las
convulsiones. Las cortezas piriforme y entrohinal se han propuesto como
generadores epileptogénicos. La corteza perirhinal principalmente actua
propagando la actividad epileptiforme hacia otras &areas limbicas. El giro
dentado regula la dispersion de las convulsiones desde la entorhinal hacia el
propio hipocampo promoviendo la amplificacién de la actividad convulsivante
(Rosen 71993). Nosotros encontramos en estas zonas (de Gortari et al 1998)
una correlaciéon positiva (r>0.65) y significativa (p<0.05) entre la frecuencia de
las postdescargas de animales estimulados electricamente en la regidon de la
amigdala, con los cambios en el contenido de TRH durante el progreso del
kindling. Este analisis defini®é a ia corteza frontal ipsilateral como la region mas
responsiva en cuanto al contenido de TRH con respecto al aumento en
frecuencia y duracidon de la PD, seguida de la amigdala ipsi y contralateral y >
que el n. accumbens ipsilateral. Los valores de la pendiente de la regresion
lineal variaron dependiendo de la regidn analizada, siendo los mas altos los de
la corteza frontal ipsilateral (m=6.7), seguida de la amigdala ipsilateral (m=3.7)
cuando la regresion se realizé hasta la etapa V y de 2.7 hasta la IV, y los mas
bajos en el n. accumbens (m=1.6 contralateral y m=1.3 ipsilateral). L.a tasa de
cambios en la concentracidon de TRH en relacién a la frecuencia y duracién de
las PD sugiere diferencias en la respuesta bioquimica entre las zonas limbicas
y otras regiones del SNC. Ademas, concuerdan con los resultados de Rosen
7993 en cuanto a la mayor sensibilidad que muestra la corteza cerebral en la
presentacion de aumentos en la inmunorreactividad de Fos colocalizados con
la expresion de TRH, y en el sentido de que la propagacion de las PD inducen
cambios en el contenido de TRH en amigdala e hipocampo.

La expresion aumentada de TRH desde |la etapa | y detectada por nosotros en
la Il puede explicarse por su colocalizacidn con c-fos. Después de la
estimulacion, los niveles mas altos de la proteina Fos se presentan de 1-4
horas después de las convulsiones, y la expresiéon de TRH aparece hasta 1
hora después de la estimulacion con el pico de incremento entre 6 y 12 horas
después, quedando presente hasta las 24 horas post-crisis, lo que sugiere que
Fos puede actuar como factor de transcripcion para TRH en el giro dentado y
en la corteza de la zona limbica con el kindiing amigdalino (Rosen 7992). La
induccion de |la expresion de TRH puede ser causada por c-fos, ya que el
dimero que forma con c—jun (AP-1) tiene un sitio de reconocimento en i{a regién
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promotora det gen (Lee 7998). La magnitud de la induccidn de c-fos esta
relacionada a la aparicion de las postdescargas (Chiasson 7995) y con'la
-etapa alcanzada (Erdtman 1998), de la misma manera que-el:aumento-en:e|--
contenido del péptido desde la etapa Ii tiene una correlacion con'la frecuencia -
y duracion de las PD en la corteza frontal, amigdala e hipocampo (de Gortari
7998), lo que puede ser refiejo de la induccidon de sintesis del: TRH observada -
en la misma etapa en este estudio y por otros autores. (Rosen 71992).

En la amigdala la expresién de c-fos esta asocia con:los mecanismos
cerebrales que llevan a retardar el desarrollo del kindling, porque ‘su inhibicion
utilizando oligodesoxinucleétido en antisentido vs.c-fos acelera el desarrollo de
las convulsiones de la etapa V de! kindling (Chiasson (1998, Rocha 1998). De
modo que que el efecto que tiene sobre el:TRH apoyaria la participacién del
péptido en uno de los mecanismos compensatorios que.disparan las mismas

convulsiones. PR e )

También existen estudios que, implican a  c-fos con.  los cambios en la
pbsticidad funcional y estructural del hipocampo, tal como la proliferacion de
las fibras musgosas inducida por el kindling. Esto se ha: probado en ratones
transgénicos con una mutacién total (null) de c-fos (Watanabe 1996).

La expresion de neurotrofinas (BDNF, NGF) y sus receptores trkB y trkC es
inducida 2 h después de una sdéla estimulacién de kindling (Ernfors 1991) envel

giro dentado del hipocampo. Estos factores y sus receptores participan en:la-. ..
formacién de las conexiones aberrantes y circuitos recurrentes caracteristicos': -

del establecimiento del kindling hipocampal (Bengzon 1993, Kang 1996). El
BDNF aumenta los niveles de RNAM de TRH de 2 a 3 veces durante las’
primeras etapas de desarrollo de neuronas in vitro y en respuesta a estrés por
inmovilizacion el BDNF se coexpresa en células TRHérgicas : del" nucleo
paraventricular del hipotalamo. Ademas, por dobie hibridacion .in situ, se ha
detectado el RNAmM de BDNF (trkB) en neuronas maduras del PVN (Joseph-
Bravo 171998). La distribucion del RNAmM del BDNF es amplia y se ha
identificado en la amigdala, corteza ceberal, piriforme y giro-dentado, donde
también se expresa TRH durante el kindling. Queda por-definirse si el BDNF
afecta la expresidon de TRH en zonas limbicas como resultado de la actividad
eléctrica para contrarrestar |la actividad neuronal incrementada o bien, para
activar la proliferaciobn de las fibras musgosas y de los cambios en
conectividad celular asociados con el kindling.

Ademas del efecto que el BDNF puede tener sobre la expresién de TRH
durante el progreso del kindling, también existe la posibilidad de que el TRH
modificando la actividad de los receptores a NMDA (Renaud 1979, Nistri 1990,
Rekling 1992, Koenig 1996), interfiera con la accidn de la neurotrofina, ya que
la inyeccién de un blogueador de los receptores a NMDA (MK.801), que
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retarda el desarrollo del kindling, induce una disminucion de ta expresion de
BDNF, de trkB, c-fos y no de trkC (Hughs 1998).

Dada la inexistencia de un antagonista de TRH, aigunas estrategias que se
podria utilizar para definir la participacion del péptido en la epileptogenesis,
son el bloqueo de su sintesis utilizando oligonucledtidos en ' antisentido,
previamente probada para observar la regulacion del péptido en la motilidad
gastrica (Sivarao 1997); o bien, la inyeccidn i.c.v. de anticuerpos anti TRH para
inhibir el efecto del péptido, tal como se ha hecho para somatostatina (Monno
1993); o bien, después de bloquear |la expresién de c-fos en ratas estimuladas
por kindling, las que presentan una aceleracién del mismo (Chiasson 71998,
Rocha 1998), medir los cambios en el metabolismo de TRH.

Puesto que otros sistemas de neurotransmisores y neuropéptidos [el factor de
liberacion de la corticotropina (CRF), somatostatina (SRIF), opioides, DA, NE,
etc.] se activa durante el progreso del kindling, que se sabe estan relacionados
con la expresion de TRH, los cambios encontrados en este estudio reflejan la
respuesta integrada a todos estos estimulos de las neuronas TRHérgicas. Ej.
la “naloxona (10mg/Kgi.p.), un antagonista de los receptores a opioides,
inyectada 30 min antes de aplicaciones de PTZ durante el kindling, inhibe el
aumente de c-fos inducido por el anticonvulsivante (Erdtman 1998); el kindling
(crisis generalizadas) y los choques electroconvulsivos (3 consecutivos)
aumentan los niveles de RNAmM de CRF en el giro dentado al comparar contra
los valores de los animales sham (Smith 79917). Ademas los animales con una
produccién deficiente de CRF (Lewis) y por lo tanto con una inadecuada
respuesta al estrés necesitan mas estimulaciones para alcanzar la etapa V del
kindling (Weiss 1993). Este péptido puede afectar también la expresion de
TRH (Kacucska 1995).

La sintesis de TRH aumentada desde la etapa Il es responsable de la
recuperacion de los niveles en el contenido del péptido que se observa en el n.
accumbens y en el hipotalamo, donde disminuyen desde la etapa Il y van
incrementando hasta alcanzar los valores de los animales control en la etapa V
(de Gortari 1995). El aumento en la actividad de la enzima durante el kindling,
desde la etapa I, y la inhibicion de un 30% después de la aparicion de las
convulsiones generalizadas, principalmente en la amigdala, corteza frontal y el
hipocampo (de Gortari 1995), parecen ser el reflejo de una regulacion de ia
sintesis de la enzima en ambos estadios, ya que existe un aumento en la
sintesis desde las 6 horas después de alcanzar la etapa |l en la amigdala y en
el hipocampo (identificado por RT-PCR y corroborado por HIS), aunque sdlo
después de 24 horas en la corteza frontal (por Northern) (Grafica 2), y una
disminucion en los niveles de RNAmM de PPIl a las 24 horas despuées de la
etapa V en |la amigdala, hipocampo y corteza frontal. Puesto que la liberacion
de TRH durante el kindling se ha observado en rebanadas de hipocampo de
animales que presentaron convulsiones generalizadas sometidas a una alta
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concentracién de potasio, dependiente de calcio (Knoblach 1997), es factible
suponer que al menos algunos de los camblos en la sintesis de la PPl pueden
+ser provocados por el TRH.

" Existen evidencias indirectas de que la PPIl es una enzima postsinaptica, ya
que la degeneracion de las neuronas TRHérgicas después de |la inyeccidn de
la droga §, 7 dihidroxitriptamina provoca disminuciéon:del contenido de TRH y

. no de la actividad de la enzima, ademas de que enla regién lumbar aparecid
un incremento en actividad después de 6 a 8 semanas ‘(Joseph-Bravo 1994),
tal como sucede para los receptores de TRH enila: medula espinal con este
modelo (Sharif 1983). No existe una correlacion clara’ ‘entre la distribucion de la
actividad y el RNAmM de la PPIl y los receptores de TRH (Lin 1998, Heuer
7998), pero las regiones que tienen alta”concen‘tracuén de los receptores a
TRH también tienen alta actividad de. la:PPll.y.su. desarrollo ontogenético
coincide con la sinaptogénesis (Vargas 7992b). .

Por otro lado, uno de los cambios moleculares que se le atribuyen al TRH en el
SNC es la modificacidon de la actividad:.de los receptores a NMDA (Renaud
1979, Rekling 1992, Koenig 1996) altera la conductancia de iones de potasio e
induce despolarizacion de la membrana,’ activando a la neurona postsinaptica.
El mecanismo propuesto para’que el TRH induzca estos cambios es a través
de su receptor (Stocca 7995) y no tanto-por un efecto directo sobre la
resistencia de la membrana -plasmatica.. En ovocitos de Xenopus que
coexpresan canales de K' y receptor de TRH, el péptido induce una
desactivacion dependiente de voltaje de los canales de K'. Sus efectos son
imitados por una activacion farmacoldgica de la PKC con B-forbol-12-miristato,
13 acetato (PMA), y antagonizados por un inhibidor especifico de la PKC que
también bloquea la regulacion de los canales de K" dependiente de PKA
(Barros 1998). Asi el TRH afectaria la transmision sinaptica durante el kindling,
pero ademas con la activacion de la PKC, los canales de .calcio de los
receptores a NMDA se abririan permitiendo un-influjo de este ion (Stocca
7995) que activaria la transcripcion de genes como’el 'de’la‘enzima PPIil. La
activacidn. diferencial de las subespecies de la-PKC! enel cerebro de rata
durante “el kindling hipocampal (Ono 7994) podna ser necesarla para la
regulacuon de la actividad de la enzima.

El efecto de TRH sobre la actividad de la PPIl en :adenohipdfisis es una
inhibicidn que es imitada por la activcion de la PKC -utilizando ésteres de
forbol. Los efectos de las dosis maximas del TRH y de los ésteres de forbol no
son aditivos, lo que sugiere un mecanismo de accién comun (Vargas 1994).
Tomando en cuenta los tiempos para observar el efecto de TRH sobre la
actividd de la PPH en ceélulas de adenohipdfisis en cultivo (16 horas) la
regulacion parece ser a nivel de sintesis, ya que midiendo el nivel de RNAmM de
la PPIl, éste disminuye previamente a la inhibicion en actividad de la enzima
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en respuesta a TRH- (Vargas 171998, Joseph-Bravo 71998). En células
hlpotalamlcas o corticales en cultivo,- no ha podldo observarse eI efecto de
TRH.. _— . st o :

Nuestros resuitados en cambio, muestran :una regulacion bimodal de los
niveles de RNAmM de la enzima. Un aumento ‘en |la etapa“ll y una inhibicién en
la etapa V, que ademas concuerda con los resultados previos en actividad en
respuesta al kindling amigdalino. El TRH tambven produce una respuesta
bifasica, involucrando diferentes proteinas G, en .células de hipdfisis de rata
(Bauer CK 7994). Una liberacién inicial del @ Ca?" almacenado, induce una
hiperpolarizacién de la célula, y después una despolarizacién inducida por la
reduccién ya caracterizada de la corriente de entrada de K provoca al mismo
tiempo un aumento en la frecuencia del potencial de accidn y un p/ateau en el
incremento de Ca*". Se ha propuesto que las dos fases sean inducidas por las
acciones del |nos:to| 1.4,5 trifosfato (IP3). y por la PKC, respectivamente. Sin
embargo, también es posxble que la divergencia sea a nivel de las proteinas G
(Bauer CK 1994) lo que explicaria las diferencias en respuesta de las células
dependiendo de la regién cerebral en estudlo y los cambios bimodales en la :
transcripcion de la enzima.

Se han identificado sitios probables de fosfornlacnon de la enzima (Schauder
1994), sin embargo aqui se muestra que al menos uno de los eventos
regulables de la actividad de la PPIl es su sintesis, sin descartarse cambios en
su conformacién, los que tendrian efecto a tiempos mas cortos, y que seran
detectables en el momento en que se cuente con anticuerpos contra la enzima.’

Puesto que el kindling amigdalino activa otros sistemas de neurotransmisores, -
como glutamato, GABA, NE, DA, segundos mensajeros CREB (Deiseroth: -

71996), factores de transcripcion como c-fos (Labiner 1993), factores tréficos

(BDNF), estos no pueden descartarse como efectores de la regulacién de.la
transcripcion de la enzima.

El contenido de RNAmM de la PPl analizado- por - hibridizaciéon in situ, se
encuentra especificamente incrementado  en::las- células CA2, CA1-:del
hipocampo, y en la corteza cerebral, en los animales.sacrificados 6 h desués
de la etapa Il del kindling. Estos resultados, junto a la relativa preponderancia
de la expresion de PPIl en estas regiones comparada con la del mesencéfalo o
el tallo cerebral, apoyan la idea de que la PPl tiene un papel importante en la
modulacién del efecto del TRH sobre las funciones cognitivas, locomotoras y
sensoriales (Heuer 71998).

La proporcién del aumento en la expresién de la PPl en la etapa |l (6 horas)
coincide con el aumento en su actividad a las 24 horas de sacrificio, y es este
momento, los niveles de RNAM regresan a los basales.
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La inhibicion de la etapa V tanto en actividad como en niveles de RNAmM
concuerdan con la disminucidn en la union de los receptores de TRH
encontrada en las mismas regiones durante el establecimiento del kindling
(Kubek 71993), lo que apoya la localizacion post-sindptica de la enzima y su
relevancia en la funcién de TRH como neuromodulador, puesto que su
receptor esta modificado.

Aqui se evidencia que el kindling amigdalino activa la via TRHérgica, y tal
como se planted en la hipdétesis, esto permitié identificar cambios en los
niveles de RNAmM de la enzima PPl desde las primeras etapas. Estos
cambios son previos a los encontrados en su actividad, 1o que sugiere
que son reflejo de una regulaciéon transinaptica de la sintesis de la
enzima.

Su participacién en los mecanismos compensatorios en los que el TRH
participa durante la epileptogenesis parece relevante, pero no esta
definida.

Dado que la estimulacion eléctrica de este modelo tiene como blanco principal
las neuronas postsinapticas y existe evidencia indirecta de que la PPIl se
encuentra en este tipo de neuronas, pudiera sugerirse que el kindling regula la
sintesis de la enzima y que ésta participa en el control de la epileptogenesis,
regulando la concentracién del péptido en la sinapsis.

En funcion de los tiempos en que se modifica la sintesis de la PPIl (6 horas
etapa Il y 2 horas etapa V), pudiera esperarse una-: actwacnon previa de
factores de transcripcion com. c—fos e

Los ‘estudios de hlbrldlzamo “in situ, permiten” identificar . las - células que
efectivamente responden al kindling modificando’'la sintesis’'de PPIl. Esto abre
la posibilidad de definir los receptores de las células responsivas y por lo tanto
disefar ‘nuevas ~estrategias ‘para’ dellnear su | regUlaciénj -en diferentes
condiciones. gl

La activacion de’ las vias TRHérgicas con este: modelo abre muchas
posibilidades sobre los mecanismos y moléculas responsables de la regulacion
transinaptica de la PPIi. El reto siguiente involucra la busqueda de estrategias
para identificar el papel del TRH con la epileptogenesis y con conductas
modificadas durante el kindling. Esto llevd a utilizar otro modelo de activacion
del metabolismo de TRH en las mismas regiones cerebrales pero que induce
otras conductas e involucra mecanismos de accion diferentes, que es la
inyeccidén de etanol intraperitoneal.
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Modeio de la inyeccion i.p. de etanol.

El etanol inyectado intraperitonealmente activa la via TRHeérgica en el SNC a
los tiempos de 30 min a 1 hora. Las diferentes regiones analizadas presentan
cambios en el contenido de TRH, en la expresién de su gen (hipocampo,
hipotalamo, corteza frontal), en la liberaciéon de TRH y en la actividad de la
enzima que lo degrada. Si bien, el etanol actia en todo el SNC y no se han
identificado sus receptores especificos, el efecto que tiene inyectado
intraperitonealmente en el metabolismo de TRH sigue un patron diferente para
cada regidn y en algunas de ellas, esta en relacidn o con la conducta que
presentan los animales, o con la funcién que regula el area del cerebro en

cuestion.
Asi, la inyeccidn i.p. de etanol resulta ser un modelo idea!l para defmlr el nivel
de regulacion de fa enzima PPII. .

El etanol administrado en forma aguda (3g/Kg de peso) mduce narcosns en los
animales aproximadamente: 5 minutos: despues del: tratamlento despertando
alrededor de una hora y media’ deSpues .Eneste lapso de tiempo:los‘cambios
en el contenido de TRH:seiob ervaron  principalmente en’el’:n.: accumbens
(disminucion) e hlpocampo-(aumento),/mlentras que:a partir de: las 6 horas
regresaron a sus niveles normales. Que la concentracnon de TRH se encuentre
modificada en el n. accumbens  durante’ el tiempo que ‘dura la narcosis del
animal concuerda con la capacidad que tiene el TRH como agente analéptico.
El péptido interacciona con las neuronas que " utilizan dopamina como
neurotransmisor y cuya sintesis es disminuida por el etanol (French 1993).

Puesto que los animales con mayor sensibilidad al efecto narcdético del etanol
presentan disminucién en la actividad de la tirosina hidroxilasa en un 30-60%,
y esto es revertido por una inyeccidén i.c.v. de TRH (0.1 a 20ug), existe la
posibilidad de que el péptido bloqueé el efecto del etanol aumentando la
actividad de las vias dopaminérgicas (French 7993). Los resuitados obtenidos
apoyan esta hipdtesis. A las 6 horas p.i. la concentracidon de TRH esta
normalizada y los animales se encuentran ya despiertos.

La disminucion en el contenido de TRH en esta regidon parece ser debida a un
aumento en la liberacién de!l péptido (con una posible activacién de las vias
dopaminérgicas), ya que se presenta un subsecuente aumento en la sintesis
del péptido que contribuye a normalizar los niveles de TRH a las 6 horas
después de la inyeccion. El etanol puede afectar este evento modificando la
expresion de c-fos en el n. accumbens o en neuronas del hipocampo que
proyectan hacia esta region (Crabbe 71997), o bien ser un efecto indirecto del
etanol sobre las neuronas glutamatérgicas del hipocampo ya que éstas
innervan el n. accumbens (Criado 7995). Esto ha sido propuesto en otros
modelos experimentales (Urnbe 71993) y se ha observado para diferentes
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péptidos en el SNC (Goodman 71997) el acoplamiento del mecanismo que
induce la liberacidn con el de sintesis.

En el hipotélamo también disminuyd el contenido de TRH pero sélo a las 6
horas después de la inyeccion. En estas neuronas se evidencia la activacion
de la liberacion del TRH si observamos que las concentraciones de TSH
séricas se encuentran reducidas una hora p.i. pero a las 6 horas cuando el
contenido del péptido disminuye, se encuentran normales (Grafica 21). Estos
resultados concuerdan con el efecto que el tiene el TRH sobre la temperatura
corporal después de la inyeccion de etanol. Este, induce hipotermia y
disminucién de los niveles de hormonas tiroideas, lo que provoca un aumento
en la expresion del gen de TRH en el ndcleo paraventricular del hipotalamo de
animales mantenidos a 25°C, asi como de su liberacién (Arancibia 1983,
Zoeller 1990, Uribe 1993). De. hecho se ha visto que el mecanismo que
estimula la secrecion esta acoplado al que estimula la sintesis en estas
células, ya que la expresion genética neural esta regulada por la actividad
sinaptica y por-despolarizacion de la membrana celular.  Ademas el etanol
reduce el incremento en contenido de RNAmM de TRH en el NPV cuandn los
animales son sometidos a frio. E|l efecto del etanol sobre la sintesis de TRH es

especifico, ya que no cambian los niveles de RNAmM de otras protemas como la

B actina en el NPV o vasopresina del NPV o del nlcleo supradptico (NSO), o el

RNAmM del TRH en otros nucleos de! hipotalamo (cuantificado con técnicas de”
hibridizacion in situ) (Zoeller 1992). El acoplamiento entre liberacion y sintesis

se observa en nuestros resultados por la disminucidn en el contenido de TRH.

a las 6 horas p.i. y un aumento en su sintesis desde 1 hora hasta las 20 horas

después de la inyeccion (Grafica 27). El efecto del etanc! puede ser_directo .
sobre ‘las neuronas de TRH; & a través de la activacion de las terminales-
adrenérgicas que-innervan el NPV; pudiera ser secundario: al hipotiroidismo
que provoca el etanol, .ya que en animales tratados con propiltiouracilo’(PTU) o
tratados con niveles muy altos de T3, el etanol no puede alterar los niveles:del
RNAMmM de TRH: (Zoeller 1988). Existe la posibilidad de que el: etanolialtere la
expresuon de factores de transcripcidon y estos la smtesns de TRH (Crabbe
1997). . .

La amigdala y la corteza frontal (regiones involucradas en: el abuso de drogas,
en conductas depresivas y en aprendizaje), presentaron-los mismos cambios
en el metabolismo de TRH. La administracion aguda de etano! induce la
expresion de c-fos en el nucleo central de la amigdala, que representa un
sustrato anatdmico para las drogas de abuso participando en la via de
recompensa del SNC. El 70% de las neuronas inmunorreactivas para c-fos se
identificaron como GABAérgicas y como el sustrato neuronal de las acciones
del etancl en esta regidn (Morales 7998). Que las vias TRHérgicas se
encuentren activadas en esta area después de 6 horas de la inyeccion de
etanol en una region donde el etanol afecta neurotransmisores inhibidores,
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y St

argumenta en favor de la accion bloqueadora del péptido sobre los efectos del
etanol, ahora sobre otra conducta, que es la de recompensa

La corteza frontal mostré el mismo comportamlento en cuanto a’ los camblos .
en el contenido de TRH que la amigdala y el hipotalamo: reduccién’de:
el 60% a las 6 horas pl y recuperandose a los niveles: normale

capacidad cognoscitiva de los animales, y el TRH i.c.v. 1
su efecto sobre Ias neuronas cohnerglcas la inyeccion de-bloqu

relacionado con Ias vias colmerglcas ya que los antagomstas de:la‘acetilcolina -
blogquean este efecto del TRH (French 1993). El etanol .y el TRH |nteractuan en

esta region sobre la actividad de los canales idnicos de los receptores a

GABA; uno aumentando su actividad y el TRH disminuyéndola (Barbieri 1997,
Crews 7996); o bien alterando la neurotransmision glutamatérgica; 1o que se

ha visto en neuronas corticales en cultivo (Stocca 7995, Kasparov 1994). La

depresidn del SNC que provoca el etanol puede ser causada, al menos en

parte, por su efecto sobre los receptores a NMDA. Después de inducir cambios

en la expresion de c-fos, las enzimas proteina cinasa C.(PKC) y/o proteina

cinasa A (PKA) pueden fosforilar canales L de calcio dependientes de voltaje

induciendo inactivacidén de! sistema nervioso. El NMDA 'y el compuesto Bay K

8544 bloquean este efecto del etanol (Crews 7996). Que el contenido de TRH

se encuentre modificado en la corteza frontal a las 6 horas de la inyeccidn i.p.

de etanol es otra evidencia de que se altera la via TRHérgica en otra zona mas

donde el péptido tiene funciones carcterizadas. Los niveles de RNAmM de TRH

en esta zona, disminuyeron a la hora p.i. EIl papel del etanol en esta regidn

parece inhibitorio.

El hipocampo, regién bien estudiada por su participacion en la facilitaciéon de
la memoria espacial (Horita 71989), y particularmente susceptible al estrés
(Meaney 7993) mostrd incrementos en los niveles de RNAmM de TRH 1-6 horas
después de la administracidon de etanol, mientras que el contenido del péptido
se incrementé una hora después y regresd a valores basales a tiempos mas
largos. Seria de interés medir la liberacion de TRH a una hora para definir si el
nivel elevado del péptido se debe a inhibicién de este evento y si se relaciona
con la narcosis producida por el etanol. Los niveles de TRH no aumentaron
después de las 6 horas, probablemente porque existe un aumento en la
liberacidn que pudiera ser reflejo del efecto analéptico en el que se ha
involucrado.

Que el etanol induzca narcosis, depresion de la capacidad cognoscitiva o de
la conducta de recompensa o modificaciéon de la memoria y, pueda alterar el
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metabolismo del TRH en la neurona presinaptica por el mismo mecanismo, es
sujeto de estudios subsiguientes, ya que también existe la posibilidad de que
-el-efecto del etanol sobre el-TRH sea a través de |la regulacion de:la-sintesis 'y
liberacion de otras moléculas  como el CRF (Kakucska ' 1995) o6 la
somatostatina (Zoeller 1992). SRV TR

PPl actividad y sintesis.
Los cambios en la actividad de la enzima debidos a la ln eccidn i.p. de etanol
reafirman que la ectopeptidasa es regulable en el SNC. - Lo :
La regulacion bifasica que se observa en la cortez:
accumbens (Graficas 17,19) ya se habia mostrado:er
utilizando el kindling amigdalino como activador.'de’:
Gortari 1995).

y en el n.
studlo anterior,
RHerglca (de

Se presentan cambios en la actividad de |la enzima ‘pre:‘vibs alos de contenido ‘
de TRH sobre todo en la amigdala y en la corteza frontal, lo que hace pensar .
que no es el TRH quien modifica a la enzima. i S

E! etanol que afecta tanto las neuronas presinapticas como postsinapticas
puede ser el responsable de la modificacion de la actividad de la enzima.
Fierros 7993 mostré que en células hipotalamicas en cultivo, el etanol tiene
efecto sobre la actividad de la PPIll. Las dosis bajas de etanol (5mM)
disminuyen la actividad especifica de la PPIl a tiempos largos (24, 72’y 96
hrs), lo que apoya la idea de que el efecto puede ser a nivel transcripcional

En este estudio se observa que efectivamente, al menos uno de los
niveles de regulacién de la PPIl es su transcripcion. : R

Las regiones cerebrales con cambios en la actividad de la enzima, presentan

alteraciones previas en el contenido de RNAmM de la PPIl (identificado por RT- -

PCR). En la corteza frontal se observan los cambios mas tempranos (30 'min
p.i. de etanol) que son una disminucidon de mas del 60% en el contenido de
RNAM de PPII, para después observar una disminucién en actividad a la hora
p.i. que puede deberse a la activacion de genes inmediatos tempranos
inducida por el etanol. La disminucidon en actividad de ia PPI| puede favorecer
el aumento del efecto de! TRH subsecuente (liberacidén maxima de las 6 horas
p-i.) y éste contrarrestar la accidn del etanol. El aumento en el contenido de
RNAM de la PPIl a las cuatro horas p.i. puede ser el mecanismo responsable
del incremento en actividad observado a las 24 horas. Si este es un efecto del
mismo etanol, quien puede alterar la concentracion de los iones de calcio
modificando la actividad de los receptores a NMDA, o bien del TRH liberado
antes de las 6 horas (que no fue medido), quien activa factores de
transcripcidn (lruchijima 1989, Li 1996, Straub 1990, Akita 1990, Yajima 1990),
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o de otro neurotransmlsor collberado por las neuronas: actlvadas queda por

otras conductas son los retos a los que llevan estos resultados::

Vil CONCLUSIONES.

El kindling amigdalino y la inyeccidn mtraperltoneal de etanol actlvan la via
TRHérgica de las regiones cerebrales estudladas

La activacion del metabollsmo lyde, TRE
identificar cambios en la actividad y )

Las células que responden con:aumentos en Ios niveles de RNAmM de la PPII
en la etapa:llidel: kindling amlgdalmo son'las CA2, CA1 del hipocampo, asi
como las de la corteza plrlformc?
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