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RESUMEN

La Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH) es un tripéptido, sintetizado en el niicleo
paraventricular del hipotalamo, controla la secrecién de tirotropina (TSH) y de prolactina
en la hipofisis anterior y en el Sistema Nervioso Central actia como neuromodulador,
produciendo una amplia gama de efectos conductuales. El TRH puede jugar un papel en el
desarrollo y tratamiento de la depresion; mejora los sintomas en un 50% de los pacientes
con depresion severa pocas horas después de su administracion intratecal; los choques
electroconvulsivos inducen la expresion del gen de preproTRH en regiones limbicas por lo
que, el TRH se propone como agente terapéutico valioso. El objetivo del presente trabajo
fue identificar la participacion del TRH del Sistema Limbico de la rata en un modelo de
depresion, en el que se considera a la conducta de inmovilidad como indice de depresion.
Ratas Wistar macho adultas se dividieron en los siguientes grupos: a) control 1, no se
sometieron al nado forzado y sacrificadas el dia 1; b) pre-prueba 30 min, forzadas a nadar
el dia 1 durante 15 min y sacrificadas 30 min después; c) pre-prueba 24 h, forzadas a nadar
el dia 1 y sacrificadas 24 h después; d) control 2, no se sometieron a la prueba de nado
forzado y sacrificadas el dia 2; e) prueba 30 min, forzadas a nadar el dia 1 y el dia 2 durante
15 min y sacrificadas 30 min después. Se registré y analiz6 la conducta de las ratas durante
el nado forzado. Se extrajeron los cerebros y se disecaron en: parte superior del hipotalamo,
hipotdlamo mediobasal, nucleo accumbens, corteza frontal, amigdala, hipocampo y septum.
Se cuantificé por radioinmunoensayo el contenido del TRH, la concentracién en suero de
TSH y corticosterona. Los resultados obtenidos mostraron un aumento significativo en el
contenido del TRH en la parte superior del hipotalamo en pre-prueba 24 h; en el hipotadlamo
mediobasal en pre-prueba 30 min y en la corteza frontal en pre-prueba 30 min. El contenido
del TRH disminuy¢ significativamente en: el hipotalamo mediobasal en prueba 30 min y en
el septum en pre-prueba 30 min y prueba 30 min. Por otro lado, aument6 significativamente
la concentracion sérica de TSH en prueba 30 min y la de corticosterona en pre-prueba 30
min y prueba 30 min. Se obtuvieron correlaciones significativas entre el aumento de
corticosterona y disminucion en el contenido del TRH en el septum en prueba 30 min; entre
el aumento de corticosterona y el nimero de cuentas de la conducta de inmovilidad
(nimero de veces que la rata estd inmoévil en el tiempo de la prueba); entre el nimero de

cuentas de la conducta de inmovilidad y el aumento en el contenido del TRH de la corteza



frontal en pre-prueba 30 min y entre el nimero de cuentas de la conducta de inmovilidad y
la disminucién en el contenido del TRH del septum en prueba 30 min. De esta manera, se
concluye que los cambios encontrados en el contenido del TRH en la prueba de nado
forzado son tejido especificos y varian con el tiempo, lo que pone en evidencia la
activacion de las vias TRHérgicas de las regiones previamente mencionadas, en ratas
sometidas al modelo de nado forzado de Porsolt y se sugiere que el TRH del Sistema
Limbico y del eje Hipotalamo-Hipofisis-Tiroideo (HHT) participa en la conducta de

inmovilidad.



I. INTRODUCCION

1.1 Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH)

Los péptidos son importantes componentes reguladores de la funcion del sistema nervioso
(Nillni et al., 1999) y constituyen una gran familia de moléculas involucradas en la
comunicacion celular en organismos pluricelulares (Joseph-Bravo et al., 1998). La hormona
liberadora de tirotropina (TRH) extraida del nucleo paraventricular (NPV) del hipotalamo
de porcino fue el primer péptido hipofisiotropico purificado y caracterizado por Boler et al.,
(1969) y Burgus et al., (1969). Ambos grupos, trabajando independientemente, reportaron
que el TRH es un tripéptido con la secuencia de aminoécidos piroglutamil-histidil-prolin-

amida (pyroGlu-His-Pro-NH,). La figura 1.1 muestra la estructura quimica del tripéptido.

H, H cz\
c=c D o /7 TCcH
/ H v i/ i
0=, C—~C—N—C—C—N i
g J \H _CcH
H CH, C
| |
H ! i
G =G C==0
i \ X
F/ 3 i
N N NH.
N
S H

Fig. 1.1 Estructura quimica de TRH (Tomado de Lechan y Toni, 2000)

El tripéptido no es especie-especifico, el TRH de porcino tiene la misma estructura que
el TRH de ovino, esta activo en todas las especies de mamiferos, incluyendo humanos

(Fleischer y Guillemin, 1976).

El TRH es sintetizado principalmente en el NPV, se libera en respuesta a un estimulo
fisiolégico a través de la eminencia media para controlar la secrecién de tirotropina (TSH)
[Haisenleder et al.,1992] y de prolactina (PRL) [Grosvenor y Mena, 1980] en la hipofisis
anterior (Boler et al., 1969). La funcion de TRH es central en la regulacion del eje

hipotalamo-hipofisis-tiroideo (HHT, ver fig. 1.2).



Dos terceras partes del total del TRH contenido en el cerebro estan localizados fuera del
hipotalamo (Winokur y Utiger, 1974), y sus receptores estdn extensamente distribuidos en
todo el sistema nervioso central (SNC), particularmente en altas densidades en regiones
limbicas (Manaker et al., 1986). El TRH ha sido encontrado también, en la retina, el tracto
gastrointestinal, el pancreas y en tejidos reproductivos como la placenta, ovarios, testiculos,
vesiculas seminales y prostata (Lechan, 1993). En el SNC el TRH actia como
neurotransmisor y neuromodulador, produciendo una amplia gama de efectos conductuales
que son independientes de su funcién hormonal (Plotnikoff et al., 1972; Nemeroff et al.,

1978).

BN

i i

Hypothalamus

Tryrotropes

Fig. 1.2 Regulacién hormonal del eje hipotalamo-hipéfisis-tiroideo (Zigmond et al., 2003)



1.2 Biosintesis del TRH

El TRH es sintetizado en el reticulo endoplasmico rugoso conforme al mecanismo
biosintetico de los péptidos clasicos a partir del procesamiento postraduccional de una
preprohormona. El preproTRH de la rata es una proteina de 255 aminoacidos con un peso
molecular de 29247 daltons; posee 5 copias de la secuencia Gln-His-Pro-Gly flanqueadas
por pares de aminoacidos basicos, sea Lis-Arg o Arg-Arg (Lechan et al., 1986), mientras

que en el humano hay 6 copias de la secuencia que codifica el TRH (Yamada et al,. 1990).

El gen del TRH esta presente como una sola copia en el genoma de rata, caracterizado
por Lee et al., (1988); su estructura se esquematiza en la figura 1.3. El gen del TRH en
humano ha sido caracterizado (Yamada et al., 1990), y la homologia con el de rata es del
73.3 % y del 89.2 % en la region que codifica para el TRH. La unidad transcripcional de
ambos genes contiene 3 exones separados por 2 intrones. La region 5' contiene la secuencia
promotora que codifica para varios elementos reguladores: el receptor de la hormona
tiroidea (TR), dos unidades sencillas de regiones que unen TR homodimérica como
heterodimérica con proteinas auxiliares de TR; un sitio consenso del receptor (GR) de
glucocorticoides (GC); y dos elementos imperfectos de respuesta a AMPc (CREs) (Joseph-
Bravo et al., 1998). El exo6n 1 codifica para la region 5’ no traducida del RNAm; el ex6n 2
para el péptido sefial y una pequefia porcion del péptido amino terminal; el exon 3 codifica

para la mayor parte de proTRH (Lee et al., 1988).

Fig. 1.3 Estructura del gen preproTRH de rata (Lee et al., 1988)



La biosintesis del TRH y otros derivados peptidicos de proTRH comienza con la
traduccion ribosomal del RNAm, seguida por la protedlisis postraduccional de un gran
precursor proTRH. En los residuos de los pares de aminoéacidos basicos actia la
prohormona convertasa 1 (PC1) y prohormona convertasa 2 (PC2) (Nillni et al., 1995),
seguida de la accion de la carboxipeptidasa E (CPE) para remover los residuos basicos
(Nillni et al., 1997). La secuencia Gln-His-Pro-Gly conocida como TRHGly, se convierte a
TRH por la enzima peptidilglicina oo amidante monooxigenasa (PAM) (Bruhn et al., 1998),
la cual usa el C-terminal Gly como donante de amida y el residuo de Gln es ciclizado a

pGlu (Nillni y Sevarino, 1999).

1.3 Regulacion de la biosintesis del TRH

1.3.1 Hormonas tiroideas

La sintesis del TRH en las neuronas del NPV es regulada por retroalimentacion negativa de
las hormonas tiroideas. La tiroidectomia o la administracion oral de tioaminas en ratas,
produce hipotiroidismo y como consecuencia aumenta el RNAm de proTRH en el NPV. Un
simultaneo incremento en el proTRH y su RNAm sugieren que el hipotiroidismo induce la

transcripcion y traduccion de proTRH en el NPV (Segerson et al., 1987).

El nivel del RNAm de proTRH no presenta cambios bajo la influencia de las hormonas
tiroideas en otras regiones que contienen el TRH, como el nicleo reticularis del tdlamo y el
bulbo olfatorio (Koller et al., 1987; Segerson et al., 1987), probablemente debido a la
distribucion diferencial de los receptores de las hormonas tiroideas y/o a que los factores
transcripcionales necesarios para la actividad de los receptores de las hormonas tiroideas

son tejido-especificos (Hollenberg et al., 1995).

1.3.2 Glucocorticoides
Los glucocorticoides evocan un amplio espectro de respuestas en muchas células
eucaridticas para estimular o reprimir la transcripcion de genes, incluidos los de las

hormonas peptidicas (Beato, 1989).



Los reportes sobre los efectos de glucocorticoides sobre la sintesis del TRH son
contradictorios, los niveles del RNAm de TRH son inhibidos por glucocorticoides in vivo
(Kakucska et al., 1995). Los glucocorticoides inhiben el eje HHT en ratas y en humanos in
vivo, probablemente por un efecto indirecto en las neuronas TRHérgicas, puesto que los
glucocorticoides tienen un efecto opuesto en cultivo de células del hipotalamo, estimulando

la expresion del RNAm de TRH (Luo et al., 1995).

1.3.3 Catecolaminas y neuropéptidos

Las neuronas TRHérgicas del NPV estan en una posicion estratégica en la cual pueden
ser reguladas por factores neuroenddcrinos. Estas neuronas que contienen TRH estan
densamente innervadas por axones de neuronas originadas en otras regiones cerebrales
(Ricardo y Koh, 1978). Shioda et al., (1986) y Liposits et al., (1987) aportaron evidencia
morfoldgica de la presencia de axones catecolaminérgicos en asociacion sinaptica con los

cuerpos celulares y dendritas de las neuronas TRHérgicas del NPV.

Las neuronas TRHérgicas del NPV son innervadas por axones que contienen epinefrina
(E) y norepinefrina (NE) provenientes de la médula y puente que estimulan la secrecion del
TRH (Lechan y Toni, 2000). Se ha propuesto que la dopamina {DA) tiene un papel
inhibidor, probablemente influyendo en la secrecién de las terminales axonales que

contienen TRH en la eminencia media (Price et al., 1983).

Las neuronas del NPV que contienen TRH también reciben innervaciones de neuronas
que liberan el neuropéptido Y (NPY) originadas en el nucleo arcuato del hipotalamo y en
menor cantidad por terminales de somatostatina (SRIF) y péptidos opiodes enddgenos
provenientes del nucleo arcuato y amigdala. Estas sefiales neuroenddcrinas pueden afectar
in vivo los niveles del RNAm de preproTRH y el proceso postraducional de proTRHen el

NPV (Toni y Lechan, 1993).

Fuera del hipotdlamo el TRH esta colocalizado con la sustancia P (SP) en la médula
espinal y con serotonina (SHT) en el nucleo de raphé. La regulacién de estos sistemas

neurales no ha sido bien caracterizada (Hokfelt et al., 1989). Otros mediadores incluyendo



el 4cido gama aminobutirico (GABA) y las citocinas regular la secrecion del TRH en la

eminencia media (Toni y Lechan, 1993).

1.4 Receptores del TRH

Burt y Snyder (1975) fueron los primeros en demostrar la unién de un receptor con el TRH
tritiado en membranas de tejido cerebral de rata. El receptor tipo 1 del TRH (TRH-R1) ha
sido clonado en ratén (Straub et al., 1990), en rata (De La Pena et al., 1992) y en humano
(Matre et al., 1992). Cao et al., (1998) e Itadani et al., (1998) han clonado el receptor tipo 2
del TRH (TRH-R2) en rata. Ambos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores

acoplados a proteinas G.

El TRH-R1 se encuentra en altas concentraciones en la adenohipéfisis y predomina en
regiones limbicas como la amigdala, la corteza perirhinal, la corteza entorhinal, el giro
dentado y el nicleo accumbens, areas asociadas con la regulacion del estado de animo. La
expresion del TRH-R1 en varios nicleos del tallo cerebral y motoneuronas de la médula
espinal parece estar relacionado con los efectos descritos del TRH en el sistema auténomo

y somatomotor (Heuer et al., 2000).

El TRH-R2 esta altamente expresado en regiones cerebrales involucradas en la
regulacion de la atencién, el aprendizaje, el despertar, el suefio, el control motor y
procesamiento de la informacién sensorial como hipotalamo, tdlamo, hipocampo y corteza

(Heuer et al., 2000).

1.5 Degradacién del TRH

El TRH es resistente a varias enzimas proteoliticas y a la acciéon de muchas enzimas
inespecificas como la pepsina, papaina o termolisina (Burgus y Guillemin, 1970). Se ha
* caracterizado una ectopeptidasa especifica para el TRH, la piroglutamil peptidasa II (PPII)

que lo hidroliza en la unién de pyroGlu-His (Bauer, 1995).



La PP II fue purificada de las membranas sinaptosomales del cerebro del conejillo de
Indias y muestra un alto grado de especificidad con un K, de 40 uM para TRH (O’ Connor
y O’ Cuinn, 1984). El sitio activo de PP II se encuentra orientado hacia el espacio
extracelular, donde entra en contacto con el TRH, sélo cuando es liberado (Charli et al.,
1988). Por eso, PP II se considera como el mecanismo fisiolégico de degradacién del TRH
(Garat et al., 1985). La PP II es una metaloenzima de 230 KDa, que remueve el residuo
pGlu del TRH (Czekay y Bauer, 1993). La localizacién de la PP II en el SNC coincide con
los sitios cercanos a la liberacion del TRH (Vargas et al., 1992). La degradacion del TRH
en suero es a través de la enzima llamada tiroliberinasa (Taylor y Dixon, 1978), que

presenta las mismas propiedades bioquimicas de la PPII (Bauer et al., 1981).

1.6 Funciones del TRH

Es claro que las funciones biologicas del TRH se extienden mas alla de la regulacion del eje
tiroideo. Consistente con su amplia distribucion en areas limbicas del cerebro, por ejemplo
la amigdala, el nicleo accumbens y el hipocampo (Kubek y Sattin, 1984; Sattin et al.,
1987; Kubek et al., 1993) se ha sugerido que tiene un papel de neuromodulador y efectos
farmacoldgicos relacionados con la regulacién del despertar, funciones auténomas,
termoregulacion, revierte el efecto de sedacién provocado por narcéticos o el alcohol,
aumenta la actividad locomotora, regulacién del ritmo cardiaco, respiratorio y motilidad
gastrica, y efectos anoréxicos, antidepresivos y antiepilépticos (O’ Leary y O’ Connor,

1995; Gary et al., 2003).

Por ejemplo el TRH administrado sistémica y centralmente aumenta el tiempo de vigilia
en varias especies (Arnold et al., 1991; Nishino et al., 1997); incrementa la temperatura del
cuerpo cuando es inyectado en la region predptica y disminuye los efectos hipotérmicos
que provocan el pentobarbital y el etanol (Strand, 1999). El TRH aumenta la actividad
colinérgica en los sistemas septo-hipocampal y en el nicleo basalis-cortical (Kalivas et al.,
1981; Giovannini et al., 1991), vias que juegan un papel central en revertir la narcosis
inducida por drogas (Brunello y Cheney, 1981). EI TRH mejora los déficits en aprendizaje

y/o memoria en ratas con deficiencias cognitivas inducidas por tratamientos



anticolinérgicos, choques electroquimicos o lesiones quirtrgicas (Horita et al., 1989;
Ballard et al., 1996); provoca la activacién locomotora cuando es inyectado en el nicleo
accumbens (Miyamoto y Nagawa, 1977; Sharp et al., 1984), en el area tegmental ventral,
en el caudado (Kalivas et al., 1987), en el nucleo septal (Sharp et al., 1984) y en el
hipotdlamo ventromedial (Shian et al., 1985). La inyecciéon de TRH en el hipotdlamo
ventromedial, al igual que la administracion subcutdnea inhibe la ingesta de alimento y
agua (Suzuki et al., 1982; Choi et al., 2002). Por otro lado, estudios tempranos reportan que
la administracion intravenosa de TRH produce una rapida, pero transitoria, mejoria de la

depresion (Kastin et al., 1972; Prange et al., 1972).

El TRH también se ha encontrado activo en una prueba de conflicto que involucra la
respuesta a un castigo (Vogel et al., 1980) un paradigma usado para examinar compuestos
con eficacia clinica en ansiedad. Cambios en el metabolismo del TRH han sido implicados .
en fisiopatologias como la esquizofrenia (Nemeroff et al., 1984), la epilepsia (Renming et
al,, 1992), la enfermedad de Alzheimer (Albert et al., 1993) y la esclerosis lateral
amiotrofica (Griffiths, 1986).

1.7 Sistema limbico

Los componentes de una via colectivamente constituyen un sistema. El término sistema
limbico es asignado a la coleccion de estructuras con extensas interconexiones que parecen
estar involucradas en varias funciones complejas, formando la experiencia emocional. El
término deriva del concepto de “lobulo limbico”, propuesto en 1878 por el neurdlogo
francés Paul Broca. El reconocié un conjunto de estructuras que forman un circulo o borde
alrededor del tallo cerebral, las cudles incluyen el giro cingulado, el giro parahipocampal y

la corteza olfatoria. La figura 1.6 esquematiza estas areas (Bear et al., 1996; Oswald, 2000).
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Fig. 1.4 Broca nombré lobulo limbico al conjunto de estructuras que rodean al tallo cerebral

(Oswald, 2000).

Un nimero de estructuras limbicas estan involucradas en la emocion. En 1937 Kluver y
Bucy reportaron que dafios en estructuras del l6bulo temporal (especialmente en la
amigdala) producen alteraciones en las respuestas emocionales, conductas sociales
anormales e hipersexualidad. En ese mismo afio James Papez definié un circuito que
involucra interconexiones entre el hipocampo, amigdala, septum, cuerpos mamilares, bulbo
olfatorio y corteza (ver figura 1.7). Papez, propuso que estos circuitos juegan un papel
importante en el control de la conducta emocional ya que encontr6 que los tumores
localizados cerca de la corteza cingulada estaban asociados con trastornos emocionales

incluyendo miedo, irritabilidad y depresion (Bear et al., 1996; Oswald, 2000).

El término sistema limbico fue popularizado en 1952 por el fisidlogo Paul MacLean,
quien argumentd que las estructuras limbicas forman una de las tres divisiones funcionales
primarias del cerebro. Estas tres divisiones, segun la teoria de MacLean, son el cerebro
reptiliano, el viejo y el nuevo cerebro de mamifero. De acuerdo con esta teoria la evolucion
de un sistema limbico (del viejo cerebro de mamifero) permitio a los animales experimentar
y expresar emociones, ademas de emanciparlos de las conductas estereotipadas dictadas por

su tallo cerebral [cerebro reptiliano] (Bear et al., 1996; Oswald, 2000).
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. Clngulme cortex

Fig. 1.5 Circuito de Papez (Oswald, 2000).

1.7.1 Hipotdlamo

El hipotdlamo media los sintomas neurovegetativos, como son el suefio, el apetito, la
energia, la libido. Una de sus caracteristicas fundamentales es su papel de coordinador de
las distintas funciones neuroenddcrinas y neurovegetativas que se alteran en la depresion,
como hiperactividad del eje HHA e hipotiroidismo (Dinan, 2001). En algunos estudios de
pacientes con depresion mayor se encontraron alteraciones morfométricas del hipotalamo,

mostrando una disminucién en su volumen (Drevets et al., 1999).

1.7.2 Nucleo accumbens

Mogenson et al., (1980) propusieron que el nicleo accumbens sirve como interfase, al
convertir sefiales motivacionales provenientes de la corteza limbica en acciones o
movimientos. El niicleo accumbens est4 involucrado en los mecanismos de recompensa del
consumo de drogas, asimismo, en la regulacién del estado de animo (Dinan, 2001). En él se
encuentran neuronas dopaminérgicas del sistema dopaminérgico mesolimbico, que se
activan durante situaciones o estimulos ambientales particulares, por ejemplo, el estrés o el

consumo de drogas (Leung et al., 2000).
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Estudios anatémicos muestran que el niicleo accumbens recibe innervaciones sindpticas
de la corteza prefrontal, hipocampo y amigdala basolateral (Goto y O’Donell, 2002). Se ha
reportado que tratamientos antidepresivos aumentan la neurotransmision dopaminérgica en

el nicleo accumbens (Duman, 1999).

1.7.3 Corteza frontal

Los estudios de tomografia de emision de positrones (PET) y de resonancia magnética
funcional (RMF) han mostrado una posible alteracién anatémica en la corteza frontal en
casos de depresion unipolar y bipolar familiar. Esta region tiene extensas conexiones con
otras 4reas que participan en la conducta emocional, como el ntcleo amigdalino, el
hipotdlamo, el nucleo accumbens y los sistemas noradrenérgico, serotoninérgico y

dopaminérgico del tallo cerebral (Kandel et al., 2001).

Los pacientes con lesiones en la corteza frontal presentan alteraciones en la respuesta
autondmica a estimulos emocionales (Damasio et al., 1990). También se ha encontrado que
el metabolismo de la glucosa y el flujo sanguineo de la corteza estin alterados en la

depresion unipolar y bipolar (Drevets et al., 1992).

1.7.4 Amigdala
La amigdala parece jugar un papel en la asignacién del significado afectivo de los estimulos
fisiologicos y sensoriales (Duman, 1999). Ademés condiciona de forma fundamental la

respuesta a estimulos temerosos y agradables, es decir elabora la memoria emocional

(Dinan, 2001).

La amigdala estda implicada en la acciéon farmacologica de los tratamientos
antidepresivos (Gorka et al.,, 1979; Ducan et al., 1986). También se ha observado un
incremento anormal del flujo sanguineo vascular y del metabolismo de la glucosa en
pacientes con trastorno depresivo familiar y bipolar en la amigdala (Drevets et al., 1992;

1995).
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1.7.5 Hipocampo

El hipocampo esta involucrado en el control de la emocién, aprendizaje, memoria y
regulacion del eje HHA, asi como también en otros procesos vegetativos. Cambios en la
estructura o funcién de las neuronas del hipocampo podrian resultar en anormalidades
afectivas, neuroendécrinas, cognitivas y vegetativas (Duman et al., 1997). Animales
expuestos al estrés fisico o psicosocial cronico presentan atrofia en las neuronas
piramidales CA3 del hipocampo (Magarinos et al., 1999). Dafio en el hipocampo conlleva a
una reduccién de la retroalimentacion negativa sobre el eje HHA, manteniendo elevada la
actividad glucocorticoidea y causando un mayor dafio hipocampal. Estudios de imagen
cerebral demuestran que el volumen del hipocampo estd reducido en pacientes con

depresién o trastorno post-traumatico (Bremmer et al., 1995).

1.7.6 Eminencia media (o hipotdlamo mediobasal)
El tratamiento crénico con drogas antidepresivas (amitriptilina y clorimipramine) provoca

un ligero aumento en el contenido del TRH en la eminencia media (Lighton et al., 1985).

1.7.7 Septum

El nicleo del septum lateral esia involucrado en la regulacion de la ansiedad y la depresion
experimental (Contreras et al., 1995). Se ha reportado que ratas sometidas a la prueba de
nado forzado presentan una reduccidn (aproximadamente del 50%) en la velocidad de
disparo de las neuronas del septum lateral (Contreras et al., 2004). La conducta de
inmovilidad es revertida por la administracion sistémica de antidepresivos en el nicleo del
septum lateral de ratas sometidas a la prueba de nado forzado (Estrada-Camarena et

al.,2002).

Ishikawa et al., (1986) indicaron que neuronas TRHérgicas del hipotalamo lateral,
grupo perifornical y area predptica lateral proyectan hacia el septum lateral. Las
innervaciones al nucleo septal derivan del hipocampo, amigdala y corteza cingulada

© (Oswald, 2000).
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1.8 Depresion

El Manual Estadistico y Diagndstico 4° edicion (DSM-IV, 1998) describe que la depresién
es una alteracion del estado de animo que se caracteriza por la presencia de sentimientos de
tristeza, desesperanza, falta de valor, culpa y desesperacion. Frecuentemente los pacientes
presentan pérdida de apetito, insomnio o hipersomnio, disminucion del deseo sexual, fatiga
y retardo motriz o agitacion. Entre los sintomas fisicos pueden incluirse problemas
digestivos y dificultad para respirar. La depresién severa puede ser extremadamente

debilitante y puede terminar en suicidio.

De acuerdo al DSM-IV, la depresién se puede clasificar de la siguiente forma:
1) La depresién reactiva: se presenta en respuesta a un factor medio ambiental como la
pérdida de un ser querido o por el estrés.
2) La depresion enddgena: en la que no se reconoce una causa aparente en el medio
ambiente.
3) La depresion asociada a alguna enfermedad (por ejemplo hipotiroidismo) o bien, como

consecuencia del consumo de un medicamento.

En un episodio depresivo, los sintomas permanecen por al menos 2 meses y en un
trastorno depresivo, los sintomas duran por un periodo de tiempo mucho mas prolongado

(DSM-1V, 1998).

Conforme al DSM-IV, los trastornos depresivos se clasifican en:
1) Trastorno depresivo mayor: se presentan al menos 5 de los sintomas mencionados con
anterioridad durante al menos 2 semanas, sin manifestar un episodio de mania o un
episodio mixto.
2) Trastorno distimico: presencia de humor crénicamente deprimido la mayor parte del dia
durante al menos 2 afios.
3) Trastorno depresivo no especificado: incluye los trastornos que no alcanzan los criterios

de depresion mayor, de distimia o de trastorno de ajuste con depresion y ansiedad.
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Los trastornos depresivos anteriores son considerados como unipolares, pero cuando se
presentan episodios de mania (estado de dnimo elevado, lo que a menudo se presenta como
sentimientos de excesiva confianza, de poder, de energia y creatividad) alternados con
episodios de depresion se considera como trastorno bipolar. La prevalencia de los sintomas
depresivos es determinada por medio de pruebas psicologicas como la escala de grado
Hamilton (Hamilton, 1960) y pueden ser agrupados en dos categorias: unos relacionados

con la cognicion y otros asociados a las funciones somaticas.

La depresion se ha convertido en uno de los trastornos mentales mas frecuentes entre la
poblacion de diferentes paises y ha sido reconocida como un problema de salud publica
(Blazer et al., 1994). La depresiéon ocupa en la actualidad el cuarto lugar entre las
enfermedades mas discapacitantes y estimandose que para el afio 2020 sera la segunda
causa de morbilidad (Caraveo-Arduaga et al., 1999). La prevalencia de episodios
depresivos en diferentes paises varia de 2.6% a 5.5% en los hombres y de 6.0% al 11.8% en

las mujeres (Lehtinen y Joukama, 1994).

1.9 Neurobiologia de la depresién

La depresion es un trastorno afectivo heterogéneo, los niveles implicados van desde las
alteraciones moleculares, desregulacion de la neurotransmision, neuroendocrinolégica y
neuroinmune, hasta las manifestaciones afectivas, cognitivas y conductuales de la
enfermedad (Duman et al., 1997; Manji y Lenox, 2000). Se estan empezando a describir
alteraciones en el funcionamiento de algunas proteinas, que determinan los mecanismos
celulares y que producen alteraciones en el neurotrofismo y la neuroplasticidad de
determinadas poblaciones celulares, tanto neuronales como gliales (Duman et al., 1997,
Altar, 1999). El esquema de la figura 1.4 refleja de manera grafica uno de los modelos

fisiopatologicos de la depresion.

En la depresion se cree que estan involucradas multiples 4reas cerebrales que se

interrelacionan entre si produciendo los sintomas de la enfermedad como son: la corteza
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prefrontal, el tdlamo, el niicleo caudado, el niicleo accumbens, el hipotdlamo, el hipocampo

y la amigdala (Drevets et al., 1999).

Cognicién
Afectividad

A
ONDUCT Psicomotricidad

Sistema Neuroendocrino
Neurotrasmisién

Neurotrofismo
Neuroplasticidad
Remodelaci6n del citoesqueleto

Proteinas -G

PKC & MARCKS

GSK-3B & sustratos

MAP Kinasas

Calcio

Familia de proteinas Bcl-2
BDNF

MOLECULAR

CREB
Factores de transcripcion|

mRNA .
Importacién/exportacién nuclear

Fig. 1.6 Modelo fisiopatolégico (tomado de Zandio et al., 2002).

Estudios preclinicos y clinicos indican que la 5-HT y NE estan involucradas en la
fisiopatologia y tratamiento de la depresion. Estudios clinicos demostraron que el
tratamiento con reserpina interfiere con la acumulacién de monoaminas y por lo tanto, la
disminucion de sus niveles pueden causar depresion en algunos individuos. Esto lleva a la
hipétesis de que la depresion resulta de la reducida disponibilidad de 5-HT y/o NE
(Schildkraut, 1965; Bunney y Davis, 1965; Coppen, 1967). Esta hipdtesis fue apoyada por
el descubrimiento de drogas antidepresivas: los triciclicos y los inhibidores de la
monoamina oxidasa (MAQO) que incrementan los niveles de monoaminas en la sinapsis

(Duman, 1999).

Las vias de transduccién de sefial intracelular que pueden intervenir en la depresion,
estan divididas dentro de dos grandes categorias. La primer categoria incluye las vias que
son controladas por un receptor acoplado a segundos mensajeros (por ejemplo, adenosin 3°,

5’-monofosfato ciclico [AMPc], inositol trifosfato [IPs], Ca’* y 6xido nitrico) y son
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usualmente reguladas por neurotransmisores clasicos, aminoacidos y neuropéptidos; como
la cascada del AMPc que es regulada por 5-HT y NE. La segunda categoria incluye las
vias que son controladas por receptores que contienen o interactian con, protein-tirosina
cinasa y son usualmente reguladas por factores neurotréficos y citocinas; por ejemplo una
de las vias activadas por el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) es la cascada
de la proteina activada de mitogen (MAP) cinasa. Estas vias controlan todos los aspectos de
las funciones neuronales y en ultima instancia apoyan la capacidad del cerebro a adaptarse

y responder a estimulos farmacoldgicos y ambientales (Duman, 1999).

Otra de las hipétesis actuales de la depresion se basa en lo que denominan “plasticidad
neuronal”, que representaria la capacidad que tienen las células cerebrales para adaptarse a
las distintas situaciones, reflejando la interaccion del sujeto con el medio ambiente como
fenomenos de génesis y muerte neuronal. Constituye un mecaniSmo necesario de
adaptacion de sefiales intracelulares (Gage, 2000). Asi fallas en la plasticidad neuronal
pueden contribuir a generar enfermedades neurodegenerativas. Las estructuras limbicas son
las zonas cerebrales que se han implicado en este proceso y coinciden con las detectadas en
técnicas de neuroimagen como el hipocampo en el humano (Nestler et al., 2002). Mediante
mecanismos intracelulares, diversas situaciones o sustancias (como glucocorticoides y
aminoacidos excitadores) originarian una pérdida de plasticidad neuronal y descenso en las
funciones neurotréficas (Gage, 2000). El modelo de plasticidad neuronal une la via de los
factores de crecimiento y de los segundos mensajeros con los efectos atroficos de los
glucocorticoides en poblaciones neuronales (Duman et al., 1997; Brown et al., 1999;

Nestler et al., 2002).

En pacientes con enfermedades endocrinas (tiroideas) se ha observado una alta
prevalencia de trastornos de estado de 4nimo y en particular con depresion mayor (Esposito
et al, 1997). La incidencia de sintomas depresivos en personas que sufren de
hipotiroidismo es cerca de 50% mientras que con hipertiroidismo es del 28% (Boswell et
al., 1997). Las anormalidades del eje HHT en pacientes depresivos son: elevada
concentracion de Ty, alteraciones en la respuesta de TSH a TRH, presencia de anticuerpos

antitiroideos y elevada concentraciéon de TRH en el liquido cefalorraquideo (Bahls y
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Carvalho, 2004). El eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal (HHA) es fundamental en la respuesta
al estrés, pacientes con depresion mayor exhiben un incremento de la actividad del eje
HHA, como un aumento en la secrecion de cortisol. El efecto de los glucocorticoides
consiste en la regulacion del metabolismo general y del comportamiento afectivo por medio
de su accion directa en numerosas regiones cerebrales, por ejemplo el hipocampo e

hipotalamo (Carpenter y Bunney, 1971).

Estudios epidemioldgicos reflejan que el 40-50% del riesgo de padecer un trastorno
depresivo es de origen genético, por lo que se debe considerar a la depresién como una
enfermedad con alto componente hereditario. Pero hasta la fecha la bisqueda de los genes
especificos no ha sido exitosa. También se ha involucrado el papel etiolégico de los
factores no-genéticos como el estrés, los traumas emocionales o las infecciones virales

(Nestler et al., 2002).

Existe una variedad de tratamientos y estrategias disponibles para tratar la depresion,
cada uno de estos tiene limitaciones en términos de costos, latencia o duracion de respuesta,

efectos indirectos y porcentaje de respuesta (Huxley et al., 2000).

1.10 El TRH y depresién

Varios estudios sugieren que el TRH puede jugar un papel en el desarrollo y tratamiento de
la depresion. La administracion intravenosa del TRH como tratamiento de la depresion
obtuvo resultados positivos (Kastin et al., 1972; Prange et al., 1972), aunque estos
resultados no fueron reproducidos al administrar TRH por via oral e intravenosa (Coppen
et al., 1974; Ehrensing et al., 1974; Hollister et al., 1974). Posiblemente se deba al hecho de
que el TRH tiene una minima penetracion en la barrera hematoencéfalica (Metcalf et al.,
1981; Brooks et al., 1988) y es rapidamente degradada en la periferia [su vida media en
suero es de aproximadamente cinco minutos] (Bassiri y Utiger, 1973). Otros estudios
sefialan que administracion intratecal del TRH mejora los sintomas en un 50% de los

pacientes con depresion severa (Callahan et al., 1997; Marangell et al., 1997).
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Se ha encontrado en pacientes con depresion mayor una disminucion en la respuesta de
TSH al TRH administrado via intravenosa (Loosen, 1985). El TRH se ha encontrado
elevado en el liquido cefalorraquideo de pacientes con depresién mayor (Banki et al.,
1988). Post y Weiss (1992) han sugerido que tales incrementos en el TRH pueden
representar una adaptacion homeostatica o compensatoria a los estados depresivos antes de

un proceso fisiopatolégico primario.

Andlogos del TRH, como la EEP (pGlu-Glu-Pro-NH,) tienen efectos analépticos,
euforicos, antiamnésicos y antidepresivos; su administracion intraperitoneal produce una
disminucion en la conducta de inmovilidad de ratas sometidas a la prueba de nado forzado
(Lloyd et al., 2001). El litio es empleado como tratamiento en la depresion, incrementa los
niveles de union de los receptores del TRH en el nucleo accumbens y la amigdala, aumenta
la concentracion del TRH en la corteza piriforme y el estriado (que puede deberse al
incremento de su biosintesis y/o disminucion de la liberacién) y reduce el contenido del
TRH en el nicleo accumbens, la corteza entorhinal, cingulada anterior, el septum y el
cerebelo lateral (Sattin et al., 2002). Los choques electroconvulsivos usados como
tratamiento en la depresion severa inducen la expresion del gen de preproTRH en regiones
limbicas y extralimbicas, lo que contribuye a la acumulaci¢a de evidencia de que estos
péptidos son mediadores del efecto antidepresivo de la terapia electroconvulsiva (Pekary et

al., 2000, Sattin et al., 1994; Sattin, 1999).

1.11 Modelo animal de depresién

Los modelos animales de depresion son usados por varios propositos: como una forma de
descubrir drogas con propiedades antidepresivas, para investigar aspectos de la
neurobiologia de la depresion y para el estudio de los mecanismos de accién de las drogas
antidepresivas (McKinney, 1984; Willner, 1984; Jesberger y Richardson, 1985; Henn y
McKinney, 1987; Willner, 1990).

Se han establecido tres criterios para validar los modelos animales de depresién: 1)

validez predictiva, implica que todas aquellas manipulaciones que modifican el estado
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patolégico en los humanos también deben hacerlo en el modelo animal y se determina por
la respuesta a los tratamientos farmacoldgicos; 2)validez de apariencia, se refiere a la
semejanza fenomenoldgica entre el modelo y el trastorno modelado; 3) validez hipotética,
hace referencia a las bases tedricas subyacentes al trastorno psiquiatrico y establece las

hipétesis que explican las causas del trastorno psiquiatrico (Willner, 1984; 1986; 1991a).

En los intentos de analizar la acciéon de antidepresivos y de predecir nuevos
componentes con actividad antidepresiva, Porsolt et al., (1977a, b, 1978) reportaron un
nuevo modelo conductual en ratas. La prueba esta basada en la observacion de la conducta
de las ratas cuando son forzadas a nadar en un espacio restringido del cual no pueden
escapar; después de un periodo inicial de actividad vigorosa, eventualmente desisten de sus
intentos de escapar y permanecen inmoéviles, realizando so6lo aquellos movimientos
necesarios para mantener su cabeza sobre el agua esta conducta se define como conducta de
inmovilidad (ver fig. 1.5), la cual refleja un estado de dnimo bajo o desesperanza porque el
animal ha aprendido que el escape es imposible. La conducta de inmovilidad es reducida
por una variedad de agentes terapéuticamente efectivos en depresion como lo triciclicos, los
inhibidores de la monoamina oxidasa y por tratamientos no farmacoldgicos como los
choques electroconvulsivos, la privacion del suefio REM y la exposicién a un medio
enriquecido (un lugar acondicionado con una variedad de objetos estimulantes para las ratas
como son los rollos de papel, una rueda para correr y madera, ademas con acceso a una
dieta variada). La prueba de nado forzado es sensitiva y especifica ya que discrimina el

efecto de los antidepresivos de la accion de los neurolépticos y ansioliticos.
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Fig. 1.7 Rata en la tipica postura de inmovilidad después de varios minutos de

inmersion en el agua.
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1. JUSTIFICACION

La depresion es un problema de salud publica, el estrés psicosocial que en muchos casos
conlleva a la depresion afecta principalmente a la poblacion en edad productiva (edad
promedio de inicio de este tipo de trastorno es de 31 afios en México; Caraveo-Anduaga,
1999) y con responsabilidades familiares. Generalmente las personas deprimidas pierden el
interés por realizar sus actividades cotidianas, repercutiendo en el ambito econémico,

académico, familiar y social.

El TRH participa como neuromodulador en el SNC ya que modula y normaliza efectos
fisiologicos y conductuales en animales y humanos. Muchos de estos efectos pueden
originarse de la actividad de los sistemas TRHérgicos localizados en areas limbicas. Se han
relacionado cambios en el metabolismo del TRH con los trastornos de ansiedad (Jaworska-
Feil et al., 1997), anorexia nervosa (Vijayan y McCann, 1977), epilepsia (Kubek y Garg,
2002) y depresion (Marangell et al., 1997), por estos motivos, se propone al TRH como un

agente terapéutico valioso.

La conducta de inmovilidad inducida por la prueba de nado forzado de Porsolt, puede
ser reducida con compuestos antidepresivos efectivos clinicamente, se ha reportado que la
administracion de analogos del TRH (en particular pglu-glu-pro-NH,) disminuyen el
tiempo de inmovilidad en animales que pasan por el nado forzado (Lloyd et al., 2001).
Ademas. después de una serie de choques electroconvulsivos, el contenido del TRH y
TRHgly en algunas regiones limbicas ha correlacionado con un incremento en el nado de
animales sometidos al modelo de depresion (Sattin et al., 1994). Las inyecciones de TRH

en pacientes con depresion reducen los sintomas del trastorno (Marangell et al., 1997).

Aunque se ha propuesto que el TRH estd involucrado en la depresion no existen
reportes de cuantificacion del TRH enddgeno en regiones del sistema limbico de ratas
sometidas al nado forzado. Asi este estudio permitird identificar si ocurren cambios en el

contenido del TRH de regiones limbicas relacionadas con la depresion, después de la
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prueba de nado forzado y asimismo, evidenciar si los cambios en el contenido del TRH

estan involucrados con la conducta mostrada por los animales sometidos al nado forzado.

1L HIPOTESIS

Los cambios en el contenido del TRH indicaran que las vias TRHérgicas participan en la
conducta relacionada con la depresion (inducida por el modelo de nado forzado). esto sera
definido al encontrar una correlacion entre la concentracion del TRH de una o mas regiones
limbicas que se han involucrado en la depresion y el nimero de cuentas de inmovilidad de

los animales.

Si existe una correlacion entre los cambios en la concentracion de corticosterona y del

contenido del TRH, entonces los cambios del TRH podrian deberse al estrés.

IV. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es: identificar la participacion del TRH en la conducta
de inmovilidad, como una medida de depresion, en el sistema limbico de la rata utilizando

un modelo animal.

En tanto los objetivos particulares son los siguientes:
1) Comparar los cambios en el contenido del TRH de las regiones cerebrales del sistema
limbico entre animales sometidos al nado forzado versus animales control.
2) Relacionar la concentracion del TRH de las regiones limbicas con la conducta de
inmovilidad en animales sometidos al nado forzado.
3) Relacionar la concentracion de corticosterona sérica con los cambios en el contenido del

TRH en las areas estudiadas.
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prueba de nado forzado y asimismo, evidenciar si los cambios en el contenido del TRH

estan involucrados con la conducta mostrada por los animales sometidos al nado forzado.

1L HIPOTESIS

- Los cambios en el contenido del TRH indicaran que las vias TRHérgicas participan en la
conducta relacionada con la depresion (inducida por el modelo de nado forzado). esto sera
definido al encontrar una correlacion entre la concentracion del TRH de una o mas regiones
limbicas que se han involucrado en la depresion y el numero de cuentas de inmovilidad de

los animales.

Si existe una correlacion entre los cambios en la concentracién de corticosterona y del

contenido del TRH, entonces los cambios del TRH podrian deberse al estrés.

IV. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es: identificar la participacion del TRH en la conducta
de inmovilidad, como una medida de depresion, en el sistema limbico de la rata utilizando

un modelo animal.

En tanto los objetivos particulares son los siguientes:
1) Comparar los cambios en el contenido del TRH de las regiones cerebrales del sistema
limbico entre animales sometidos al nado forzado versus animales control.
2) Relacionar la concentracion del TRH de las regiones limbicas con la conducta de
inmovilidad en animales sometidos al nado forzado.
3) Relacionar la concentracion de corticosterona sérica con los cambios en el contenido del

TRH en las areas estudiadas.



V.MATERIALES Y METODOS

5.1 Animales

Ratas Wistar macho adultas con un peso de 200-250 g se mantuvieron en grupos de diez
por caja, con ciclos de luz-oscuridad invertidos (luz de 22:00-10:00 h), con temperatura
controlada (22° C), con acceso ad libitum a comida y agua, en el bioterio del Departamento
de Farmacologia del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAYV),
Unidad Sur.

5.2 Grupos experimentales

Se formaron cinco grupos de diez ratas:

1) Control 1: ratas que no se sometieron al nado forzado y sacrificadas al mismo tiempo
que el grupo experimental del dia | (pre-prueba 30 min).

2) Pre-prueba 30 min: ratas forzadas a nadar el dia 1 durante 15 min y sacrificadas 30 min
después.

3) Pre-prueba 24 h: ratas forzadas a nadar el dia | y sacriﬁéadas 24 h después.

4) Control 2: ratas que no se sometieron a la prueba de nado forzado y sacrificadas al
mismo tiempo que el grupo experimental del dia 2 (prueba).

S) Prueba 30 min: ratas forzadas a nadar el dia 1 y dia 2 durante 15 min y sacrificadas 30
min después.

La prueba de nado forzado el dia 1 y 2 se realizaron entre las 8:30 y 11:00 h.

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion, los cerebros se extrajeron y se congelaron
a —70° C en un ultracongelador (Termo Forma ultra freezer) para su posterior diseccion y
analisis, se colectd la sangre y una vez coagulada se centrifugd a 3000 revoluciones por
minuto (rpm) durante 20 min (Eppendorf Centrifuge 5810 R) se tomaron alicuotas del
suero centrifugado para cuantificar TSH y corticosterona por radioinmunoensayo y se

guardaron a —70° C.
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Se reviso el atlas Palkovits (Palkovits y Brownstein, 1988) para realizar los cortes y
disecar el lado izquierdo y derecho de las siguientes regiones cerebrales: parte superior del
hipotalamo (sin cuerpos mamilares ni area predptica), niicleo accumbens, corteza frontal,
amigdala, hipocampo, septum e hipotdlamo mediobasal (completo). Durante este
procedimiento se utilizé hielo seco para mantener congelados los cerebros y las regiones,
estas fueron colocadas en tubos Eppendorf de 1.5 ml que después se almacenaron a —70° C

para posteriormente extraer y cuantificar el TRH por radioinmunoensayo.

5. 3 Prueba de Nado Forzado

Las ratas fueron individualmente forzadas a nadar durante 15 minutos dentro de un cilindro
vertical de plexividrio (40 cm de altura y 18 cm de diametro) conteniendo 30 cm de agua,
aproximadamente a 24" C. Solamente un grupo de ratas (prueba 30 min) se sometié al nado
forzado por segunda ocasion 24 h después de la pre-prueba (dia 1) durante 15 minutos. Al
finalizar la sesion de nado las ratas fueron removidas del cilindro y secadas; por 20 minutos
se mantuvieron bajo temperatura controlada a 32" C, se regresaron a sus cajas hasta el

sacrificio.

Las conductas de los animales durante la pre-prueba y prueba de nado forzado se
registré con una videograbadora (Sony) para posteriormente analizar las conductas de nado,

escalamiento e inmovilidad.

5.4 Analisis Conductual

Se registr6 a intervalos de cinco segundos, la conducta realizada por el animal en ese
instante, que podia ser una de las siguientes tres categorias:

1) Inmovilidad: flotando en el agua, sin hacer esfuerzos, realizando sélo aquellos
movimientos necesarios para mantener la cabeza sobre el agua, considerada la conducta
relacionada con desesperanza y depresion.

2) Nado: realizando movimientos suaves, mas que los necesarios para simplemente
mantener la cabeza sobre el agua, por ejemplo movimientos alrededor del cilindro o de

buceo.
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3) Escalamiento: realizando movimientos vigorosos con las patas delanteras dentro y fuera

del agua, usualmente dirigidas directamente contra las paredes del cilindro.

De esta forma, al final se obtuvieron un total de 60 cuentas (o veces) repartidas en las

tres conductas evaluadas.

5.5 Extraccion del TRH

Los lados izquierdos de cada region cerebral (tejido completo del hipotalamo mediobasal)
se sonicaron (vibra cell) en 500ul de acido acético (Merck) al 20%. Del homogenado
obtenido se tomaron alicuotas de 30pl para la cuantificacion de proteinas por el método de
Lowry (Lowry et al., 1951). El homogenado sobrante se centrifugd a 14000 rpm durante 15
min a 4° C. Del sobrenadante se extrajeron 420ul al cual se le agregaron 800pl de metanol
(J. T. Baker) al 100%, agitdndose con vértex (Daigger Vortex Genie 2) y se mantuvieron a
—20° C durante 12 horas (Congelador y Refrigerador General Electric Profile). Las
muestras se centrifugaron a 10000 rpm durante 15 min a 4° C, se obtuvo todo el
sobrenadante y se secod en el concentrador con vacio (Eppendorf Vacufuge 5301) para

obtener el pellet utilizado en la cuantificacion del TRH por radioinmunoensayo.

5.6 Radioinmunoensayo del TRH

El pellet del TRH se resuspendié en 250pl de buffer RIA para el nicleo accumbens,
amigdala, hipocampo, hipotdlamo mediobasal y septum, y en 500ul para la parte superior
del hipotdlamo y corteza frontal. Estas muestras se centrifugaron a 10000 rpm durante 5
min a 4° C, se tomaron por duplicado 100l del sobrenadante y se adicionaron 100pl de
butfer RIA. Para hacer la curva estandar se prepararon tubos por triplicado que contenian
las concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 y 2000pg del TRH (Sigma) en
100pl de buffer RIA (ver anexo). Se prepard un estandar interno hipotalamico. tubos por
triplicado con 20. 40 80 160ul de un extracto de hipotalamo de rata que fueron
resuspendidos en 100pl de buffer RIA. Se prepararon los tubos controles por triplicado: los

totales (T) con 5000 cuentas por minuto (cpm) en 100pl; los NSB (unién no especifica) con
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200ul de buffer RIA y los By (sin el TRH) con 100ul de buffer RIA. A todos los tubos
excepto T y NSB se afiadieron 100ul de anticuerpo contra el TRH (R, 1:100000), también a

Il25

todos los tubos se les agregaron 100ul de I > TRH equivalente a 5000 cpm. Se agitaron los

tubos y se dejaron incubar durante 48 horas a 4° C.

Transcurrido el periodo de incubacion, se procedié a adicionar | ml de etanol frio al
100% (Merck) a todas las muestras excepto totales, se agitaron en un vortex para lograr la
precipitacion del antigeno unido al anticuerpo y se centrifugaron a 3000 rpm durante 30
min a 4° C. El sobrenadante se aspiré y se determinaron las cpm de cada tubo durante 1

minuto en un aparato de conteo de radiaciones gamma (Wizard 1470).

Se convirtieron los valores de cpm de la curva estandar y de las muestras a pg-de TRH
utilizando el Software “enri” de transformacion matematica a través de una regresion logit-

log.

5.7 Cuantifiéaci()n de Proteina Total por el Método de Lowry

A las muestras se les agregaron 30ul de NaOH (J. T. Baker) 4.5N y se dejaron hidrolizando
de 12-18 horas a temperatura ambiente. Se tomaron alicuotas por duplicado: hipocampo y
corteza frontal 10ul y para la parte superior del hipotdlamo, ntcleo accumbens, amigdala,
septum e hipotdlamo medio basal 20ul. Las alicuotas se completaron a un volumen de
200pl con NaOH 0.5N. Se prepar6 la curva estandar utilizando albiimina sérica bovina
(BSA, Sigma), se prepararon tubos por duplicado que contenian 100ul de agua con las
siguientes concentraciones de albimina: 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 y 100ug. Se afadieron

100ul de NaOH (Lowry et al.. 1951).

A los tubos de la curva estdndar y muestras se agregaron 900ul de Soluciéon E (ver
anexo), se agitaron y se incubaron por 10 min a temperatura ambiente, después se
adicionaron 100l de Solucién Folin IN (Sigma Folin y Ciocalteus’s Phenol Reagent, folin

2N + H,O 1:1). se agitaron en el vortex y se dejaron incubar durante 30 min a temperatura
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ambiente. La curva estandar y muestras se leyeron en un espectrofotometro a 595nm

(Eppendorf BioPhotometer).

5. 8 Radioinmunoensayo de Corticosterona

Se hizo una dilucién 1:500 de todas las muestras de suero, se tomaron 10ul de suero y Sml
de buffer diluyente de esteroides (ver anexo). De la dilucion se extrajeron 500l de todas
las muestras. Para hacer la curva estandar se tomaron 500l por tubo y por triplicado de las
soluciones preparadas de corticosterona estandar (ICN Farmacéutica) que contenian: 10,
25. 50, 100, 250. 500, 1000, 2000 y 5000pg en 500pl. Se prepararon los tubos controles por
triplicado con las siguientes cantidades de buffer diluyente de esteroides: tubos de cpm
totales (T) 800ul, tubos By (sin corticosterona) 500ul, tubos NSB (unién no especifica)
600pul. Todos los tubos se incubaron a 98° C durante 10 min, después se dejaron enfriar a

temperatura ambiente.

El anticuerpo (Ab) contra corticosterona (ICN Farmacéutica) se preparé a partir de
alicuotas de 20pl a una dilucion inicial de 1:12. Cada alicuota fue diluida con 1.98ml de
agua destilada, para obtener una dilucion de trabajo de 1:1200. Se adicioné a todos los
tubos excepto T y NSB 100ul de Ab. Después se agregaron 100ul de corticosterona tritiada

(*H-Cor. Amersham) [ver anexo], se agitaron los tubos y se incubaron por 24 horas a 4° C.

Transcurrido el periodo de incubacion, se afiadieron 200l de la solucidn carbon-dextran
a 4° C a todos los tubos (excepto T), se agitaron por 20 segundos y se incubaron por 20 min
a 4° C. Fueron centrifugados a 3000 rpm durante 15 min. El sobrenadante de cada tubo se
transtirio a tubos para conteo de radiaciones beta y se adicionaron 4ml de liquido de
centelleo (Ecolite, ICN). Se determinaron las cpm de cada tubo durante | minuto en un

aparato de conteo de radiaciones beta (Beckman).
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Se transformaron los valores de cpm de la curva estandar y de las muestras a pg de
corticosterona utilizando el Software “enri” de transformacion matematica a través de una

regresion logit-log. Los resultados se muestran en ng/ml de corticosterona.

5.9 Radioinmunoensayo de TSH

La curva estandar se realizé por triplicado con 10, 25, 50, 100, 250. 500, 1000. 2000 y
4000pg de TSH en 200ul de buffer RIA (ver anexo). Se prepard una curva con suero de
ratas controles (eutiroideas) tubos por triplicado con 10, 25, 50, 100 y 200ul de suero y se
completaron a 200pl con buffer RIA. Se prepararon tubos controles por triplicado: los
totales (T), los NSB que se les agregé 300ul de buffer RIA y los By con 200yl de buffer
RIA. Para preparar los tubos de las muestras problema, se tomaron por duplicado 100yl de
suero de cada muestra y se agregaron a todos los tubos 100pl de buffer RIA. A todos los
tubos excepto T y NSB se les adicionaron 100ul de anticuerpo contra TSH (ver anexo).

Se incubaron todos los tubos a temperatura ambiente por 18-24 horas. Transcurrido el
periodo de incubacion se adicionaron a todos los tubos 100ul de la marca 1'® TSH
equivalente a 10000 cpm y se dejaron incubar a temperatura ambiente por 18-24 horas.
Después se afiadieron a los tubos (excepto T) 100ul de AblgG de conejo dilucion 1:40 en
buffer de fosfatos (ver anexo) y ) 100ul de suero normal de conejo al 2% en PBS (ver
anexo), los tubos se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas. Transcurrido este
tiempo, se adiciond a los tubos (excepto totales) 1ml de polietilenglicol al 4% en PBS y se
centrifugaron a 5000 rpm durante 30 min. Se aspir6 el sobrenadante y se determinaron las
cpm de cada tubo por | minuto en el aparato de conteo de radiaciones gamma (Wizard

1470).

Se convirtieron los valores de cpm de la curva estandar y de las muestras a pg de TSH
utilizando el Software “enri” de transformacion matematica a través de una regresion logit-

log. Los resultados se muestran en ng/ml de TSH.



5.10 Anilisis Estadisticos

Se realizaron analisis de varianzas de dos vias (ANOVA) y prueba de post-hoc de Fisher
para comparar entre los grupos controles y experimentales los datos obtenidos en las
determinaciones bioquimicas y del analisis conductual. Se consideréd una diferencia

estadisticamente significativa cuando p<0.05.

Se obtuvieron coeficientes de correlacion de Pearson entre: pg de TRH por region y
ng/ml de corticosterona; pg de TRH por regiéon y nimero de cuentas de la conducta de
inmovilidad; ng/ml de corticosterona y nimero de cuentas de la conducta de inmovilidad.

Se considero un coeficiente de correlacion estadisticamente significativo cuando r>0.5.



VI. RESULTADOS

6.1 Cambios en el eje tiroideo

En la parte superior del hipotdlamo (Gréafica 1) hubo un aumento significativo en el
contenido del TRH (F4, 37 = 2.28; p< 0.05) en el grupo de pre-prueba 24 h de 129 + 13%
comparado con el 100 = 9% del control 1 (el porcentaje de cambio hace referencia a pg de
TRH/tejido, cuyo valor es similar al obtenido de TRH/mg de proteina, por lo que todas las

graficas se mostraran en pg de TRH/tejido).
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Grafica 1. Contenido del TRH en la parte superior del hipotalamo. Ratas sometidas al modelo de nado forzado
(n =10, por grupo); dia | el grupo de pre-prueba 30 min (sacrificadas 30 min después) y el de pre-prueba 24 h
(sacrificadas 24 h después), dia | y 2 el de prueba 30 min (sacrificadas 30 min después) y animales controles.
Los valores estan expresados en pg, media * error estandar de la media (media £ ESM); * p< 0.05 comparado

con los controles.



En el hipotalamo mediobasal (Grafica 2) el contenido del TRH mostr6 un aumento
significativo (F4 29 = 21.64; p< 0.05) en pre-prueba 30 min (149 + 8%) comparado con el
control 1 (100 £ 11%), pre-prueba 24 h (102 + 20%) y prueba 30 min (26 = 3%); sin
embargo el contenido del TRH disminuyé significativamente (p< 0.001) en prueba 30 min

comparado con el control 2 (100 + 12%).
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Grafica 2. Contenido del TRH en el hipotalamo mediobasal. Ratas sometidas al modelo de nado forzado (n =
10. por grupo): dia 1 el grupo de pre-prueba 30 min (sacrificadas 30 min después) y el de pre-prueba 24 h
(sacrificadas 24 h después), dia 1 y 2 el de prueba 30 min (sacrificadas 30 min después) y animales controles.
Los valores estan expresados en pg (media = ESM); p< 0.05 en pre-prueba 30 min versus control 1(*), pre-

prueba 24 h (b), prueba (c) y control 2 (d) y p<0.001 en prueba 30 min versus *, by d.

La concentracion de TSH sérica (Gréfica 3) solo mostré cambio en el grupo de prueba

30 min. en donde se observd un aumento significativo (178 £ 28%; Fy 30 = 4.27; p< 0.05)

con respecto al control (100 +26%) y a los otros grupos.
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Grafica 3. Concentracion de TSH sérica medida en ratas sometidas al nado forzado y animales control. Los
datos estan expresados en ng/ml (media £ ESM); n = 10; p< 0.05 en prueba 30 min versus control 1(*), pre-

prueba 30 min (a). pre-prueba 24 h (b) y control 2 (d).

El contenido de corticosterona en suero (Grafica 4) aument6 significativamente (Fy_ 37 =
19.7: p< 0.0001) en los grupos de pre-prueba 30 min (257 £ 17%), asimismo en prueba 30
min (211 £ 18%; p< 0.001) comparandolos con el control 1 (100 = 15%) y el control 2 (98

+ 24%); en pre-prueba 24 h la concentracion de corticosterona fue igual a los controles.
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Grafica 4. Concentracion de corticosterona en suero medida en ratas sometidas al nado forzado y animales
control. Los datos estan expresados en ng/ml (media £ ESM); n = 10; p< 0.001en prueba versus control 1 (*),

pre-prueba 24 (b) y control 2 (d) o p<0.0001 en pre-prueba 30 versus *, by d.



6.2 Cambios en el sistema limbico

En la amigdala (Grafica 5) el tinico cambio en el contenido del TRH, fue en pre-prueba 30
min (68 £ 10%), en donde disminuy? significativamente (F, 35 = 2.16; p< 0.05) respecto a

pre-prueba 24 h (133 £28%) y prueba 30 min (115 £ 15%).
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Grafica 5. Contenido del TRH en la amigdala. Ratas sometidas al modelo de nado forzado (n = 10, por
grupo): dia | el grupo de pre-prueba 30 min (sacrificadas 30 min después) y el de pre-prueba 24 h
(sacrificadas 24 h después), dia | y 2 el de prueba min (sacrificadas 30 min después) y animales controles.
Los valores estan expresados en pg (media + ESM); p< 0.05 en pre-prueba 30 min versus pre-prueba 24 h (b)

y prueba 30 min (c).

En la corteza frontal (Grafica 6) se present6 un incremento significativo (F4 33=4.11; p<
0.05) en la concentracién del TRH en el grupo de pre-prueba 30 min (178 + 38%) con
respecto al control 1 (100 £ 7%) y al grupo de prueba 30 min (47 £ 7%). en este ltimo
grupo hubo una disminucion significativa comparado con pre-prueba 24 h (156 = 37%: p<

0.05).
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Grafica 6. Contenido del TRH en la corteza frontal. Ratas sometidas al modelo de nado forzado (n = 10, por
grupo); dia 1 el grupo de pre-prueba 30 min (sacrificadas 30 min después) y el de pre-prueba 24 h
(sacrificadas 24 h después), dia 1 y 2 el de prueba 30 min (sacrificadas 30 min después) y animales controles.
Los valores estan expresados en pg (media + ESM); p< 0.05 en pre-prueba 30 min versus control 1 (*),

prueba 30 min (c) y control 2 (d) y diferencia significativa en prueba 30 min versus pre-prueba 24 h (b).

En el septum (Grafica 7) la concentracion del TRH disminuy¢ significativamente (Fy 29
= 2.69; p< 0.05) en pre-prueba 30 min (58 * 6%) comparado con el control 1 (100 + 23%);
la disminuciéon también resultd significativa (p< 0.05) en prueba 30 min (59 + 6%)

comparado con el control 2 (90 + 9%).

En el hipocampo (Grafica 8) y en el niucleo accumbens (Grafica 9) no existieron
diferencias estadisticamente significativas en la concentracién del TRH al comparar entre

los grupos controles y los experimentales.
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Grafica 7. Contenido del TRH en el septum. Ratas sometidas al modelo de nado forzado (n = 10, por grupo);
dia 1 el grupo de pre-prueba 30 min (sacrificadas 30 min después) y el de pre-prueba 24 h (sacrificadas 24 h
después), dia 1 y 2 el de prueba 30 min (sacrificadas 30 min después) y animales controles. Los valores estan

expresados en pg (media = ESM); p< 0.05 en pre-prueba 30 min versus control 1 (*) y control 2 (d) y en

prueba 30 min versus * y d.
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Grafica 8. Contenido del TRH en el hipocampo. Ratas sometidas al modelo de nado forzado (n = 10, por
arupo); dia | el grupo de pre-prueba 30 min (sacrificadas 30 min después) y el de pre-prueba 24 h

(sacrificadas 24 h después), dia 1 y 2 el de prueba 30 min (sacrificadas 30 min después) v animales controles.

Los valores estan expresados en pg (media + ESM).
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Grafica 9. Contenido del TRH en el niicleo accumbens. Ratas sometidas al modelo de nado forzado (n = 10,
por grupo); dia 1 el grupo de pre-prueba 30 min (sacrificadas 30 min después) y el de pre-prueba 24 h
(sacrificadas 24 h después), dia | y 2 el de prueba 30 min (sacrificadas 30 min después) y animales controles.

Los valores estan expresados en pg (media £ ESM).

Se realizaron correlaciones entre los valores de la concentracion de corticosterona sérica
y los del contenido del TRH por regién, en cada grupo experimental. Se encontrdé una
correlacion significativa (> 0.5; p< 0.05) en el septum en prueba 30 min (Grafica 10)
observandose que si aumenta la corticosterona disminuye el contenido del TRH (no hubo

correlacion significativa en pre-prueba 30 min).
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Grafica 10. Correlacion de Pearson entre la disminucion del contenido del TRH en el septum y el aumento en

la concentracion de corticosterona, en prueba 30 min: r = -0.89, p< 0.05.

Se correlacionaron los cambios en la concentracion de corticosterona en suero y el
numero de cuentas de la conducta de inmovilidad (ver anexo 2) en cada grupo
experimental; se presentaron correlaciones significativas (r> 0.5; p< 0.05) en pre-prueba 30
min (Grafica 11) y en prueba 30 min (Grafica 12), indicando que los dos parametros

analizados aumentan paralelamente en ambos grupos.

Se hicieron correlaciones entre los cambios del contenido del TRH por regién y el
ntimero de cuentas de la conducta de inmovilidad; obteniéndose correlaciones significativas
(r> 0.5: p< 0.05) en la corteza frontal en el grupo de pre-prueba 30 min (Grafica 13),
observandose que entre mayor contenido del TRH mas inmovilidad se presenta y en el
septum en prueba 30 min (Grafica 14), en donde hay menor contenido del péptido

conforme aumenta la inmovilidad.
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Gratica 11. Correlacion de Pearson entre el aumento de corticosterona y el nimero de cuentas de la conducta

de inmovilidad, en pre-prueba 30 min: r = 0.75, p< 0.05.
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Grafica 12. Correlacién de Pearson entre el aumento de corticosterona y el numero de cuentas de la

conducta de inmovilidad, en prueba 30 min: r = 0.69, p< 0.05.
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TRH y conducta de inmovilidad en pre-prueba 30 min
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Grafica 13. Correlacién de Pearson entre el aumento del contenido del TRH en la corteza frontal y el nimero

de cuentas de la conducta de inmovilidad, en pre-prueba 30 min: r = 0.77, p< 0.05.
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Grafica 14. Correlacion de Pearson entre la disminucion del contenido del TRH en el septum y el nimero de

cuentas de la conducta de inmovilidad, en prueba 30 min: r = -0.76, p< 0.05.
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El contenido del TRH aumenté o disminuyé significativamente dependiendo de la

region y tiempo de estudio, como se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Comparacion de los cambios en el contenido del TRH en las diferentes regiones cerebrales en sus

respectivos tiempos de estudio.

Area

Pre-prueba 30 min

Pre-prueba 24 h

Prueba 30 min

Parte superior del
hipotalamo

T

Hipotalamo
mediobasal

Amigdala

Corteza Frontal

Septum

“ o « -

Nicleo accumbens

Hipocampo

T Denota incremento significativo en el contenido del TRH comparado con el control.

1 Denota disminucién significativa en el contenido del TRH comparado con el control. En

comparado con los dos grupos experimentales.

— Contenido del TRH similar al control.

la amigdala es
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VIIL. DISCUSION

En el presente estudio se cuantificd el contenido del TRH en regiones limbicas, con el
objetivo de determinar si las neuronas TRHérgicas de alguna region responden al
paradigma experimental. El contenido del péptido puede ser el resultado de varios eventos
como son: biosintesis, procesamiento, liberacion y degradacion; que acontecen en
coordinacion y son susceptibles a regulacion. Estimulos hormonales (por ejemplo la
corticosterona), neuronales y otros efectores como el frio y la succiéon pueden afectar la
biosintesis o la liberacién del TRH, esto se refleja en un aumento o disminucion en el
contenido del TRH o de su RNAm, que a su vez indica la activacion de las vias TRHérgicas
(Zoeller et al., 1990; Uribe et al., 1993; Covarrubias et al., 1994). También puede ocurrir un
incremento o disminucion en el procesamiento de TRHgly a TRH, afectando asi la
concentracion del TRH. La degradacion intracelular no parece estar involucrada en
determinar el contenido del TRH, ya que la PPII entra en contacto con el péptido, cuando es

liberado (Charli et al., 1987, 1988).

Alteraciones en la actividad neuronal del SNC, pueden resultar en una hiper- o
hipofuncion de las neuronas, que clinicamente puede manifestarse como depresion. El
sistema neuronal TRHérgico puede activarse por la perturbacion en la funcion del SNC y
responder para restituir la homeostasis del sistema, lo que puede implicar cambios en el

metabolismo TRHérgico (Gary et al., 2003).

7.1 Cambios en el eje HHT

7.1.1 Parte superior del Hipotdalamo

El aumento en el contenido del TRH en el grupo de pre-prueba 24 h podria deberse a un
previo aumento en la concentracion del RNAm del TRH. Lo anterior resulta mas factible
que un aumento en el procesamiento del precursor del péptido, puesto que Pekary et al.,
(2000) encontraron que el contenido de TRHgly en el hipotalamo de ratas sometidas al
nado forzado y ratas controles fue similar, sugiriendo que el nado forzado no provoca

aumento en la conversion de TRHgly a TRH en ésta region.



Entre las moléculas que pueden tener efecto sobre la expresion del gen de TRH en el
hipotalamo esta la corticosterona, la cual in vivo se ha demostrado que la inhibe (Kakucska
et al., 1995), mientras que in vitro aparece tanto una inhibicion como un aumento
dependiendo de la concentracion de dexametasona utilizada (Pérez-Martinez et al., 1998) y
ademas existe una interaccion con otras proteinas que afectan la expresion del TRH tales
como CREBP y protein cinasa 1 (AP1), por lo que los cambios en el TRH son resultado de
diferentes efectores sobre las neuronas que lo sintetizan, sin embargo, en este estudio no
podemos saber que otros factores pudieran tener efecto sobre la expresion del TRH. Por
otro lado, la diseccién de la parte superior del hipotalamo en este estudio no sélo incluy6 el
NPV sino otros nicleos que sintetizan el TRH, sin embargo el aumento de glucocorticoides
(GC) no parece ser el responsable de cambios en la sintesis del péptido, puesto, que en
pacientes con depresion tratados con corticosteroides se ha observado una disminucioén en

la expresion del TRH en el NPV del hipotalamo (Alkemade et al., 2004).

7.1.2 Hipotdilamo mediobasal (o eminencia media) y TSH.

La segunda sesion de nado forzado (grupo de prueba 30 min) increment6 la liberacion del
TRH en el hipotalamo mediobasal (sin presentar cambio en la parte superior del
hipotalamo) y aparecidé un consecuente aumento de tirotropina en suero; esto parecio ser
especifico de la conducta relacionada con depresion, ya que el mismo estimulo de la
primera sesion (pre-prueba 30 min) no alteré el funcionamiento del eje tiroideo. En
pacientes con depresion el aumento de GC provoca un aumento en la liberacion del TRH
(James et al., 1994; Bahls y Carvalho, 2004) tal como se observa en el grupo de prueba 30

min.

Se ha reportado en pacientes con depresion que la respuesta de TSH a TRH disminuye
(Loosen y Prange, 1982: Nemeroff. 1989). mientras que en otros se reporta un incremento
(Kraus et al., 1997), este altimo coincide con la activacion del eje tiroideo en el grupo de
prueba 30 min. En este estudio no encontramos la baja respuesta de TSH a TRH ya que

inclusive en pre-prueba 30 min, la concentracion de TSH no disminuyé.

44



En estudios posteriores seria conveniente incluir un grupo experimental sacrificado a un
tiempo posterior a 30 min para determinar si la liberacion del TRH permanece o no y si
lleva a cambios adaptativos en la respuesta de TSH a TRH por inhibicion de la sintesis de
los receptores del TRH, tal como se ha propuesto (Kjeiiman et al., 1984; Nemeroff, 1989;
Jackson y Asamoah, 1999).

La regulacion diferente del eje HHT en prueba 30 min con respecto a la pre-prueba 30
min, sugiere una adaptacion y respuesta diferencial a similares y repetidos estimulos
(Duman, 1999). Es posible que la influencia de alglin neurotransmisor pueda estimular la
liberacion del TRH. En este sentido, Toni y Lechan, (1993) identificaron que la NE
estimula la secrecion del TRH, ademas, se ha reportado que neuronas noradrenérgicas
innervan densamente la parte medial y externa de la eminencia media (Sawchenko y
Swanson, 1982) y se ha documentado que el neurotransmisor esta involucrado en la
fisiopatologia (por las alteraciones en los niveles de NE y sus receptores) y tratamiento de
la depresion (ya que los antidepresivos aumentan los niveles de NE y la activacién de sus
receptores) [Duman, 1999]. La segunda sesion de nado forzado induce en ratas un aumento
én la liberacion de NE de la corteza prefrontal y del hipocampo (Jordan et al., 1994;
Yoshitake et al.. 2004), esta misma respuesta de la NE por el nado, pudo acontecer en el
hipotdlamo mediobasal. apoyando la idea de que el aumento en la liberacion del TRH en
prueba 30 min fue en parte por la estimulacion de la via noradrenérgica. En el presente
estudio no es posible determinar la relacion entre la via TRHérgica y la del
neurotransmisor, pero puede ser la base para la realizacion de estudios posteriores sobre su

interaccion en el hipotalamo mediobasal.

7.1.3 Corticosterona

La concentracion de corticosterona sérica aumento significativamente en los grupos de pre-
prueba 30 min y prueba 30 min comparados con los controles, esto puede considerarse
como una respuesta endocrina de las ratas al estrés. Se ha reportado en diferentes cepas de
ratas y ratones. que al ser sometidos al modelo de nado forzado (las dos sesiones y
sacrificadas 30 min después). presentan un aumento en la secrecion de corticosterona en

suero (Armario et al.. 1995: Rittenhouse et al., 2002), tal como se observd en nuestros
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resultados. Ademas pacientes con depresion exhiben un incremento de la actividad del eje
HHA, que produce una excesiva produccion de cortisol (Nelson y Randy, 2000). El grupo
de pre-prueba 24 h se recuper6 al estimulo estresante y su concentracion de corticosterona

fue similar a la del grupo control.

El aumento en la concentracion de corticosterona esta relacionado con la depresion y
ésta a su vez con la conducta de inmovilidad que presentan los animales sometidos al
modelo de nado forzado, por lo que es posible pensar en que el modelo funciono
adecuadamente, induciendo en la ratas un estado similar a la depresion. Aunque el modelo
de nado forzado induce un estrés agudo y la depresion resulta de uno cronico, pudimos
observar una correlacion positiva entre la conducta de inmovilidad y la concentraciéon de
corticosterona en los grupos de animales sometidos al nado forzado una o dos veces (pre-

prueba y prueba).

7.2 Cambios en el sistema limbico

7.2.1 Amigdala

En el grupo de pre-prueba 30 min disminuy6 el contenido del TRH, lo que sugiere su
liberacion. La amigdala es un importante componente del circuito neural que media las
respuestas inducidas por estrés (Vyas et al., 2004). Existen evidencias de que la amigdala se
activa para formar la memoria emocional de experiencias (principalmente situaciones que
provocan miedo) y estimulos percibidos por un animal (Diamond et al 2004). Moriceau et
al., (2004) mencionan que el aumento en la concentracion de corticosterona influye en la
actividad de la amigdala que a su vez permite expresiones conductuales ante el miedo. Se
ha encontrado en ratas una baja concentracién del TRH y del numero de sus receptores en
la amigdala por efecto del estrés inducido por inmovilidad de restriccion (Takayama et al..
1986), lo que apoya la idea de que el estrés ocasionado por el nado forzado influye en el
cambio del contenido de TRH en pre-prueba 30 min. La concentraciéon del TRH disminuye
en la amigdala de humanos con depresion post mortem (Biggins et al., 1983), esto
concuerda con los resultados obtenidos en pre-prueba 30 min, pero en el caso del grupo de

prueba 30 min no se presenta esta baja concentracion, mas bien los datos muestran un valor
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similar al de los controles y al de pre-prueba 24 h, sugiriendo que esta region responde
diferente ante la repeticion del nado forzado. Existe un estudio que indica que el niimero de
receptores de corticosterona disminuye en la amigdala de ratas que presentan un aumento
sostenido de corticosterona circulante por la repeticion de un estimulo estresante (Sapolsky
et al., 1984), y como se sabe que la corticosterona regula el metabolismo TRHérgico, el
anterior reporte sugiere que en la segunda sesion de nado forzado puede comenzar a
disminuir el nimero de receptores de corticosterona, lo que pudo implicar una respuesta

diferente entre la pre-prueba y prueba de nado.

7.2.2 Corteza frontal

Estudios sobre el efecto del estrés inducido por el modelo de nado forzado, reportan que se
altera la funcion de sistemas de neurotransmision (NE, DA y 5-HT) en la corteza frontal,
implicandola en la fisiopatologia de la depresion (Kelliher et al., 2000; Fujino et al., 2002).
En el presente experimento se encontraron cambios en el contenido del TRH en la corteza
frontal, la concentracion del péptido aumento significativamente en el grupo de pre-prueba
30 min, considerando que el estrés pudo influir en esta respuesta. Existe evidencia que
indica que hay una alta expresion del RNAm de los receptores de GC én la corteza de ratas
[naive] (Sousa et al., 1989). La actividad de neurotransmisores como la NE, la DA y la 5-
HT también pueden mediar la respuesta de la via TRHérgica, ya que se ha reportado en la
corteza frontal cambios en el contenido y liberacion de estos neurotransmisores entre la
pre-prueba y prueba de nado forzado (Jaffe et al., 1993; Jordan et al., 1994; Fujino et al.,
2002), aunque no hay evidencia anatémica que apoye directamente la accion de la NE, DA
y 5-HT sobre la neuronas TRHérgicas en la corteza frontal, se propone esta relacion porque
en otras regiones como el hipotdlamo y la eminencia media existe colocalizacion del TRH
con NE y DA y en el nicleo de raphé el péptido colocaliza con 5-HT (Price et al., 1983;
Sawchenko y Swanson, 1982; Hokfel et al., 1989; Toni y Lechan. 1993).

La estimulacion de la corteza frontal con descargas eléctricas o quimicas induce la
inmovilidad en ratas (Leung et al., 2000), y las descargas eléctricas aumentan el contenido
del TRH (Sattin et al., 1994). La corteza frontal parece estar involucrada en la

manifestacion de la conducta de inmovilidad en la prueba de nado forzado, ya que en este
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estudio se encontrd una correlacion significativa entre el aumento en la concentracion del
TRH y el nimero de cuentas de inmovilidad en el grupo de pre-prueba 30 min, sugiriendo
que la falta de liberacién del TRH en la corteza frontal provoca que las ratas presenten una
mayor frecuencia de la conducta de inmovilidad durante la primera sesion de nado. Una
segunda exposicion al nado provocd una disminucion significativa en la concentracion del
TRH en el grupo- de prueba 30 min comparado con pre-prueba 30 min y 24 h,
probablemente se haya liberado el péptido. Se ha reportado que en la corteza frontal de
individuos con depresion (analizados post mértem) presentaron bajos niveles del RNAm de
los receptores de GC, considerando la desregulacion de los mismos en el trastorno afectivo
(Webster et al., 2002). El estrés ocasionado por inmovilizacién (restriccion) induce una
reduccion en el contenido del TRH en la corteza frontal de ratas (Takayama et al., 1986),
sugiriendo que el estrés del nado forzado produjo un efecto diferente o falta de estimulacion

en las neuronas TRHérgica del grupo de prueba 30 min.

En el grupo de pre-prueba 24 h no hubo cambios significativos en el contenido del TRH
con respecto a los controles, asi el efecto del nado forzado sobre la via TRHérgica de la
corteza frontal fue transitorio, como se ha observado en otros paradigmas a ese tiempo de
estudio, por ejemplo la administracion de etanol induce cambios en el contenido del TRH
en horas posteriores, pero transcurridas 24 h el contenido del péptido retorna a niveles

basales en la corteza frontal (de Gortari et al., 2000).

7.2.3 Septum

Existe evidencia de que el septum lateral regula procesos relacionados con el estado de
animo y la motivacion; modula respuestas conductuales (relacionadas con el miedo) cuando
su actividad neural es estimulada o inhibida, ademas de influir en la fisiopatologia de la

depresion y en la eficacia terapéutica de drogas antidepresivas (Sheehan et al.. 2003; 2004).

Se ha reportado que la concentracién del TRH y la unién con su receptor disminuyen en
el septum a causa del estrés inducido por inmovilizacién [de restriccion] (Takayama et al.,
1986). Nuestros datos indican que si bien la concentracion de corticosterona esta elevada en

pre-prueba 30 min y en prueba 30 min, sélo hay correlacién significativa con el contenido
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del TRH (disminucién) en la prueba 30 min. Esto significa que los cambios del TRH no
necesariamente se deben al estrés experimentado por los animales al someterse por primera

vez al nado.

El septum lateral ha sido implicado en la mediacién de un déficit conductual conocido
como desesperanza aprendida (Ronan et al., 2000), la cual se asocia con la conducta de
inmovilidad observada en los animales sometidos al modelo de nado forzado. La tasa de
disparo de las neuronas del septum esta relacionada con los aspectos motivacionales de la
conducta (Thomas 1988; Gogate et al., 1995). Contreras et al., 2004 observan una
disminucion en la tasa de disparo de las neuronas del septum lateral en un 50% de ratas
sometidas a dos sesiones de nado forzado (15 min el primer dia, y 5 minutos el segundo), y
sugieren que esto esta relacionado con un aumento en la liberacién de serotonina en el
septum lateral, ya que la SHT tiene un efecto inhibidor en la tasa de disparo de las
neuronas. Ademas, en el ntcleo del raphé dorsal aumenta la liberacion de la serotonina por
la administracion de fluoxetina (inhibidor de la recaptura -de SHT). provocando una
disminucion de SHT en el septum y un consecuente aumento de la tasa de disparo y a su
vez de la movilidad de las ratas. La serotonina y el TRH colocalizan en las neuronas del
raphé, de modo que esto sugiere que la disminucion en el contenido del TRH que nosotros
observamos tanto en pre-prueba 30 min como en prueba 30 min puede relacionarse con un
aumento de la liberacion del péptido tal como se ha visto para serotonina y puesto que
correlaciona negativamente con la inmovilidad (en prueba 30 min), es posible que igual que
SHT, en esta zona esta funcionando como un depresor. La otra posibilidad es que el efecto
inhibidor de SHT sobre las neuronas del septum esté afectando la liberacion del TRH y por
lo tanto la disminucion de contenido y liberacion del péptido sean cambios compensatorios
y entonces si se podria considerar un antidepresivo. Para conocer lo anterior se necesitaria

medir la liberacion del TRH.
Se ha encontrado que el estrés inducido por inmovilizacion [de restriccion] afecta

transitoriamente la liberacion del TRH en el septum in vitro, ya que retorna a condiciones

basales 3 horas después dado el estimulo (Kiss et al., 2004), una condicién similar pudo
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presentarse en los animales que nadaron, ya que en el grupo de pre-prueba 24 h la

concentracion del péptido fue aproximado al control.

7.2.4 Hipocampo

El hipocampo es una region limbica susceptible al estrés (Meaney et al., 1993), los altos
niveles de GC observados durante condiciones de estrés, han sido asociados con dafio en
las neuronas hipocampales, el trastorno de estrés postraumatico se relaciona con la
reduccion del volumen hipocampal, déficits en la funcion de la memoria declarativa y se ha
encontrado un volumen reducido del hipocampo en pacientes con depresién mayor
(Bremner et al., 1995; Bremner, 1999). En el presente trabajo no se encontraron cambios
significativos en el contenido del TRH hipocampal entre grupos experimentales y controles,
por lo que es posible que el estrés de cada sesion de nado no fue suficientemente fuerte o
duradero para inducir la activacién o inhibicion de las neuronas TRHérgicas. Existe
evidencia de alteraciones en el nivel del RNAm del receptor de GC especificas al estresor
(Karandrea et al.. 2002), por ejemplo en el hipocampo de rata macho tiende a incrementar
el nivel del RNAm de estos receptores, después de la segunda sesion de nado forzado
(Drossopoulou’et al., 2004). es posible que en el presente estudio faltaran otros tiempos de
estudio para evidenciar si el metabolismo del TRH en el hipocampo es afectado por la

corticosterona o permanecen condiciones similares a las reportadas.

7.2.5 Nucleo Accumbens

El nicleo accumbens estd involucrado en el desarrollo de trastornos depresivos (Nestler et
al., 2002), en los mecanismos de recompensa de consumo de drogas (Koob, 1992), en la
motivacion (Fibiger, 1993) y en la actividad locomotora (Mogenson et al., 1980). El
contenido del TRH disminuye en el niicleo accumbens después de la aplicacion de choques
electroconvulsivos (Lighton et al.. 1984b) y por la administracion de litio (Sattin et al.,
2002). En este estudio no se presentaron cambios en la concentracion del TRH de grupos
experimentales y controles. infiriendo que la actividad fisica que implica el nado forzado no
afect6 la via TRHérgica. El estrés de la prueba de nado tampoco indujo cambios en el
metabolismo del TRH. se ha reportado que sistemas de neurotransmision como el

dopaminérgico y serotoninérgico del nucleo accumbens si son afectados por el nado
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forzado (Zangen et al., 2001), por lo anteriormente mencionado, resulta sugerente que la

via TRHérgica a largo plazo podria ser alterada por su interaccion con DA y 5-HT.

Los resultados indican que la primera sesiéon de nado forzado aumenta
significativamente el contenido del TRH después de 30 minutos en el hipotalamo
mediobasal y en la corteza frontal y hasta 24 h después en la parte superior del hipotdlamo,
pero el contenido del TRH disminuy6 significativamente en la amigdala y el septum. Una
segunda sesion de nado forzado no indujo cambios en la parte superior del hipotalamo ni en
la amigdala, sin embargo provocé el mismo efecto en el septum, pero en contraste con
primer dia disminuy6 la concentraciéon del TRH en el hipotadlamo mediobasal y en la
corteza frontal. Kirby y Lucki (1997) encontraron cambios significativos en la
concentracion extracelular de 5-HT uUnicamente después de la primera sesion de nado
forzado, incrementando el nivel de 5-HT en el estriado, pero disminuyendo en el septum
lateral, indicando que el efecto del nado forzado en el sistema serotoninérgico es region-
especifico y diferente en una segunda exposicion. Estos datos sugieren que algo similar
ocurre en el sistema TRHérgico, ya que la parte superior del hipotalamo y la amigdala
responden con cambios en el contenido del TRH sélo en la primera sesion de nado. La
amigdala esta involucrada en la asignacion del significado afectivo de estimulos estresantes
(Rogan y LeDoux, 1996), ademas de regular la expresion de diferentes conductas y
respuestas neuroenddcrinas, ya que proyecta hacia el NPV del hipotalamo (Gray et al
1989), por lo anterior, resulta sugerente que la via del TRH tiene una regulacion similar en

la amigdala que en el hipotalamo.

La respuesta diferencial del sistema TRHérgico en las regiones del eje HHT y limbicas
puede ser consecuencia de las interacciones que tienen las neuronas de TRH con sistemas
de neurotransmision, por ejemplo el dopaminérgico que se subdivide en varios sistemas. tal
como el mesolimbico y mesocortical, este tltimo, proyecta principalmente hacia la corteza
frontal, la cual es parte importante en las funciones cognitivas y en la manifestacion de
respuestas conductuales (Glowinsski et al., 1977; Smelik. 1987). Se ha reportado que
experiencias estresantes alteran el metabolismo y liberacion de la DA (Imperato et al.,

1992), sin embargo la repetida exposicion al estrés puede provocar respuestas diferentes en
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el sistema dopaminérgico (Tafet y Bernardini, 2003). Por otro lado, el sistema
noradrenérgico que es regulado primariamente por el nucleo del locus coeruleus y que
proyecta hacia la amigdala, el hipocampo, la corteza frontal y el hipotalamo (Charney et al.,
1995), presenta alteraciones, particularmente, por la exposicion a un estrés incontrolable o
del que no se puede escapar (como el nado forzado) [Robbins y Everitt, 1995]. Lo anterior
mencionado, sugiere que la respuesta del sistema TRHérgico puede estar influenciada por
la actividad de los neurotransmisores durante el nado forzado y esta actividad no es la
misma en las distintas regiones limbicas. Sin embargo, los cambios del TRH son diferentes
dependiendo del tipo de estrés al que se somete a los animales y al tipo de conducta que
tienen como respuesta, ya que en modelos de ansiedad (enterramiento defensivo) los
cambios encontrados son en la amigdala e hipotalamo pero no aparecen en corteza frontal y
septum; una hora después de una inyeccion i.p. de etanol (3g/kg de peso) causa elevacion
de la concentracién de corticosterona que produce cambios en el contenido del TRH en
hipocampo y nucleo accumbens (de Gortari et al., 2000), regiones en las que el nado
forzado no produce efecto. Ademas, el hecho de que hay diferencias en el contenido del
TRH dependiendo de si los animales se someten una o dos veces al nado forzado, sugiere
que si puede estar participando en la conducta de inmovilidad (causada por la desesperanza

que experimentan los animales en esta prueba) y no a cambios en movilidad.
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VIII. CONCLUSIONES

1. Los cambios encontrados en el contenido del TRH en la prueba de nado forzado son
tejido especificos y varian con el tiempo, lo que implica la activacién de las vias
TRHérgicas en ratas sometidas al modelo de nado forzado de Porsolt y se sugiere que el
TRH del sistema limbico y del eje HHT participa en cambios de la conducta de

inmovilidad.

2. La correlacion entre la corticosterona y el contenido del TRH indican que la via
TRHérgica del septum, en prueba 30 min, es la mas susceptible al estrés inducido por el

nado forzado.

3. La correlacion entre la corticosterona y la conducta de inmovilidad, en pre-prueba 30
min y prueba 30 min, indica que el estrés de la prueba de nado forzado induce desesperanza

en las ratas.

4. El aumento en el contenido del TRH de la corteza frontal y la disminucion en el
contenido del TRH del septum facilitan la manifestacién de la conducta de inmovilidad, asf

el TRH tiene una participacion diferente dependiendo de la region.



IX. PERSPECTIVAS

Se recomienda cuantificar el contenido del RNAm de TRH en el sistema limbico para
conocer si la biosintesis del péptido se modifica en el modelo de nado forzado, ademas,
para establecer si el procesamiento del TRH es alterado sera conveniente cuantificar
TRHgly, asimismo, el RNAm de los receptores del TRH para determinar la activacion o
inhibicion de la via TRHérgica, con estos datos se podrian especificar los eventos
involucrados en los cambios del contenido del TRH en las regiones limbicas. Para conocer
las interacciones entre los sistemas de neurotransmision y el TRHérgico se podrian usar

farmacos que intervinieran en su funcién.
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ANEXO 1

Buffer RIA para el TRH: amortiguador de fosfatos S0mM pH 7.5 + BSA al 0.25% +
150mM de NaCl.

Soluciéon E: 9ml Na,CO; + 1ml tartrato de Na y K al 2% (CsHs KNaO, Baker Analizer) +
Iml CuSO; al 1%.

Buffer diluyente de esteroides: amortiguador de fosfatos 50mM pH 7.5 + 150mM de NaCl.

Corticosterona tritiada: 1ul de *H-Cor + 9ml de buffer diluyente de esteroides ~ 10000

cpm/100pl.

Buffer RIA para TSH: amortiguador de fosfatos 50mM pH 7.5 + 150mM NaCl +BSA al
0.25% + 50mM EDTA.

Anticuerpo contra TSH: 1ul Ab (1:125) en 3000l de buffer RIA.

Buffer de fosfatos: amortiguador de fosfatos SOmM pH 7.5 + 150mM NacCl.



ANEXO 2

Analisis de la conducta de inmovilidad en las ratas sometidas al nado forzado

Pre-pru In.5” |In. 10” |{In. 15° |Media |Pre-pru In.5” {In. 10° [In. 15 | Media
30 24

1 29 47 47 41 1 22 45 55 41
2 29 40 22 30 2 25 40 15 27
3 43 50 55 49 3 29 32 39 33
4 36 45 14 32 4 35 36 31 34
3 35 48 36 40 S 35 38 41 57
6 17 46 25 29 6 24 38 28 30
7 37 50 47 45 7 23 43 51 39
8 45 60 53 53 8 27 40 48 38
9 15 33 31 26 9 19 41 36 32
10 28 44 36 36 10 31 49 34 38
M 31 46 37 38 M 27 40 38 35
St 10 i 14 9 St 5 5 12 +
ESM 3 2 4 3 ESM 2 1 3 1
Continuacion

Pre-pru {In. 5" |In. 10* [In. 15" |Media |Prueba [In.5” |In. 10" |In. 15" |Media
eba

1 31 40 40 37 1 44 47 33 41
2 26 29 25 27 2 3 52 50 47
3 27 15 18 43 3 36 36 28 33
4 32 56 42 43 4 34 52 29 38
5 45 40 46 44 5 20 50 50 40
6 31 54 53 16 6 14 52 48 38
7 37 24 16 26 7 40 49 36 41
8 38 56 50 48 8 19 47 42 36
9 36 45 46 42 9 12 46 47 35
10 42 56 57 51 10 49 54 58 54
M 34 41 39 40 M 31 48 42 40
St 6 15 14 8 St 13 5 10 6
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