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RESUMEN 

 

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) es un tripéptido que fue inicialmente caracterizado 

por su función hipofisiotrópica a partir de la cual recibió su nombre. Desde su caracterización, 

estudios farmacológicos, anatómicos y conductuales han sugerido que el TRH está involucrado en 

el procesamiento de las emociones. El tálamo es una región sensorial y límbica, muchos de sus 

núcleos expresan el ARNm del proTRH, de la enzima  responsable de su inactivación (piroglutamil 

péptidasa II, PPII) y/o de sus dos tipos de receptores descritos a la fecha (TRH-R1 y TRH-R2).  El 

modelo de restricción de movimiento que es un modelo de estrés psicológico,  ha mostrado que la 

expresión de los elementos de la comunicación TRHérgica (niveles de ARNm de proTRH, TRH-R1,  

TRH-R2 y PPII) es regulable en esta condición en el tálamo completo. En esta tesis se muestra un 

análisis detallado de la distribución anatómica basal del ARNm del TRH-R2 en los núcleos talámicos 

de la rata asi como su respuesta a estrés por restricción del movimiento mediante el uso de la 

técnica de hibridación in situ.  

Se sometieron  a ratas macho adultas de la cepa Wistar a restricción de movimiento de forma 

aguda (RAg, una sóla exposición) ó crónica (RCr, 14 exposiciones consecutivas en 14 días) y se 

sacrificaron a los animales 45 min después del último episodio. Se obtuvo sangre troncal y los 

cerebros fueron extraídos y congelados inmediatamente. El peso de los animales se monitoreó a 

lo largo de todo el experimento. De los cerebros, se obtuvieron rebanadas horizontales de 18 µm 

de grosor abarcando desde el inicio del núcleo reuniens (bregma -7.6 mm aproximadamente) 

hasta el final del núcleo paraventricular talámico (bregma -5.10 mm aproximadamente); las 

láminas se almacenaron a -70°C hasta su uso.   

Los animales RCr tuvieron una ganancia de peso menor comparada con la de los animales no 

estresados demostrando que el protocolo de estrés crónico se relaciona con la inhibición de la 

ingesta alimenticia. Los niveles de corticosterona fueron más altos en el grupo RAg que en los 

controles (CI) mientras que los del grupo RCr no fueron diferentes de su control, sugiriendo que el 

eje hipotálamo-hipófisis-adrenal mostró habituación al estrés crónico.  

Por medio de hibridación in situ con sonda marcada radioactivamente complementaria al ARNm 

del TRH-R2, se analizó la distribución basal en varios núcleos del cerebro y los posibles cambios 

por el estrés de la restricción del movimiento en el núcleo paraventricular talámico (PVT) en su 

parte anterior (PVA) y en su parte posterior (PVP). Al cuantificar el ARNm del TRH-R2 en el PVT, 

encontramos  un aumento en la señal positiva para TRH-R2 en el PVA tanto en los animales 

sometidos a restricción aguda como en los sometidos a estrés crónico; el PVP solo mostró 

aumento por la restricción crónica sugiriendo que la vía TRHérgica de esta región, está involucrada 

diferencialmente en las respuestas al estrés agudo y crónico.  
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1. INTRODUCCIÓN 

 
El estudio del cerebro,  de los circuitos neurales y de la actividad neuronal es de gran relevancia 

para entender los cambios tanto estructurales como químicos en respuesta a situaciones que 

pudieran ser amenazantes (McEwen, 2008; McEwen y Gianaros 2011). El cerebro regula las 

respuestas fisiológicas, conductuales, cognitivas  y emocionales que se desarrollan para contender 

contra  los cambios que ocurren a nuestro alrededor. El Sistema Nervioso Central (SNC) se adapta 

o no, como resultado de hacer frente a experiencias estresantes (Figura 1).  Entender estos 

mecanismos contribuirá a diagnosticar y tratar de manera más eficiente enfermedades 

psiquiátricas como el estrés post-traumático, la ansiedad, la depresión, entre otras, ó crónicas 

como la diabetes y obesidad que van en dramático aumento en las sociedades occidentales. 

  

 

 
 

1.1. Definición de estrés 

Desde principios del siglo XIX, Claude de Bernard (Francia, 1813-1878) introdujo la teoría de que 

un organismo comienza a ser más independiente de su entorno cuando desarrolla formas más 

complejas de estabilizar su ambiente interno, contraponiéndose a los cambios en el ambiente 

externo. En 1937 Walter Canon (Estados Unidos, 1871-1945) llamó a esta idea “homeostasis” 

(Johnson et al., 1992).  

En los años 30, Hans Seyle introdujo el  término estrés en el ámbito de la fisiología humana. Este 

concepto ha ido cambiando conforme se ha  avanzado en el conocimiento de las estructuras 

neuroanatómicas y funcionales que procesan los cambios en la conducta, fisiología y bioquímica 

que mantienen la homeostasis (Chrousos et al., 1988).  

En esta tesis definiré al estrés, basándome en los trabajos de Chrousos y Gold (1992), como un 

estado de amenaza a la homeóstasis, donde las fuerzas que irrumpen son llamadas estresores y 

las fuerzas o procesos que se contraponen, respuestas adaptativas.  

Los estresores se pueden clasificar como físicos o emocionales (psicológicos). Los físicos incluyen 

cambios en el ambiente interno como la anoxia, la hipoglicemia, el ayuno. Éstos son reconocidos 

por vías cerebro-viscerales (autónomas), o por vías sensoriales que directamente activan centros 

de  respuesta al estrés en el SNC (Engelmann et al., 2004). En contraposición, los estresores 

psicológicos causan una respuesta en ausencia de un reto fisiológico inmediato y su 

procesamiento involucra, como mencionaré más adelante, a regiones especializadas del SNC como 

amígdala, hipocampo y corteza pre-frontal, entre otras  (Herman et al., 2003). 

Los  estresores también pueden clasificarse por la intensidad de la respuesta al estrés y la duración 

del estímulo (agudo y crónico).  
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Homeostasis Adaptación
 

Figura 1. Participación central del cerebro en el mantenimiento de la homeostasis y en las 
respuestas conductuales y fisiológicas a  estresores. Modificado de McEwen et al. (2008) 
 

 

 

1.2. Respuesta al estrés 

La respuesta al estrés es mediada por vías autonómicas, endócrinas y conductuales, que 

coordinadamente neutralizan los efectos del estresor.  Para un mejor entendimiento temporal y 

bioquímico de la respuesta al estrés debe tomarse en cuenta que los estresores pueden actuar 

simultáneamente  (Johnson et al., 1992).  

La principal rama simpática del Sistema Nervioso Autónomo (SNA) involucrada en la respuesta al 

estrés es la del locus coeruleus (núcleo localizado en el tallo cerebral) que libera norepinefrina 

(NE). Este sistema al activarse libera NE a una gran cantidad de regiones cerebrales (corteza 

prefrontal, núcleo accumbens, amígdala, hipocampo, núcleo paraventricular del hipotálamo, entre 

otras),  provocando el  aumento en el estado de alerta-vigilancia (alerta-vigilia) y las conductas de 

ansiedad (Chrousos y Gold, 1992). Este sistema participa en la respuesta de “pelea o huida” de un 

organismo y se activa de forma inmediata. 

Por otro lado, la respuesta endócrina al estrés es regulada por la hormona liberadora de 

corticotropina (CRH), producida por el núcleo paraventricular del hipotálamo (PVN), que aumenta 

su síntesis y liberación ante el estrés y provoca finalmente un aumento en los niveles de 

glucocorticoides circulantes (cortisol en humano y corticosterona en roedores). 
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Conductualmente la respuesta a estrés implica estrategias de huida o pelea o de defensa; se 

observan aumentos en las frecuencias cardíaca y respiratoria, aumento en la tasa de defecación, 

etc., que son producto del aumento en la actividad del SNA y del endócrino.  

 A continuación se describen en mayor detalle la respuesta endócrina y emocional al estrés.  

 

1.2.1. Eje Hipotálamo-Pituitaria-Adrenal (HPA). 

El componente endócrino de la respuesta al estrés es conocido como el eje HPA cuya actividad es 

regida por el PVN el cual integra numerosos estímulos provenientes de distintas regiones del 

cerebro (Zigmond et al., 1999). El PVN  sintetiza, entre otras moléculas, CRH (hormona liberadora 

de corticotropina) considerada la molécula más importante en la respuesta neuroendócrina y 

conductual al estrés (Coste et al., 2001). Durante la respuesta aguda a un estresor, las neuronas 

parvocelulares  que producen CRH aumentan su síntesis; estas neuronas proyectan hacia la  

eminencia media (EM), región donde se libera el péptido maduro a la circulación portahipofisiaria 

en respuesta a un estresor. La pituitaria anterior sintetiza y libera corticotropina (ACTH) en 

respuesta a CRH. La Arginina-Vasopresina (AVP) producida en el PVN también participa en 

estimular la liberación de ACTH por parte de la adenohipófisis. La ACTH viaja por el torrente 

sanguíneo y  actúa en la corteza adrenal estimulando la liberación de glucocorticoides (GCs) (de 

Kloet et al., 2005).  

Tanto el estrés psicológico como el físico, producen activación del eje HPA, lo que resulta en la 

elevación de los niveles de GCs en la circulación sanguínea periférica (Engelmann et al., 2004). 

Los GCs participan tanto en el control de la homeostasis como en la respuesta al estrés. En 

situación basal se secretan GCs de manera  ultradiana y circádiana, es decir, los niveles fluctúan 

cada una y cada 24 horas, respectivamente  (Lightman, 2008.) Aproximadamente el 95% de los 

GCs  circulantes se encuentran  unidos a una alfa globulina llamada “transcortina” o “globulina de 

unión a corticosteroides” (CBG). Los  GCs unidos a la CBG son fisiológicamente inactivos. La 

fracción libre de GCs representa la fracción activa de la hormona la cual ejerce efecto de 

retroalimentación negativa  sobre la liberación del CRH en el SNC  y de ACTH en la pituitaria 

(Johnson et al., 1992).  

Los GCs  pueden ejercer efectos fisiológicos a través de receptores citoplasmáticos. Una vez que el 

GC se encuentra unido al receptor, este último se trasloca al núcleo. En el núcleo al  interactuar  

como homodímero se une directamente a secuencias de ADN conocidas como elementos de 

respuesta a glucocorticoides (GREs) (Pratt, 1990), regulando la actividad transcripcional de genes 

blanco. Los GCs promueven el catabolismo de glucógeno, músculo y grasas, movilizando así la 

energía requerida para la  respuesta al estrés. (Munck et al., 1984) 

En el cerebro, los GCs actúan  a través de dos tipos de receptores:   
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-  Receptores a mineralocorticoides (MRs). Están principalmente en órganos 

circumventriculares  y estructuras del sistema límbico como hipocampo y el septum lateral 

(Johnson., et al., 1992).  En los dos últimos se modula la respuesta a estímulos 

emocionales y ambientales, provocando cambios en la conducta y en la actividad del eje 

HPA al estrés. Los MRs están involucrados además en la regulación de los ritmos diarios de 

ingesta y vigilia.  

- Receptores a glucocorticoides (GRs).  Se encuentran presentes en altas concentraciones en 

el hipotálamo, particularmente en las neuronas de CRH. También se encuentran en el 

hipocampo, el septum lateral, la amígdala y el núcleo del tracto solitario (NTS). En estas 

regiones se involucra a los GRs con las respuestas conductuales, neuroendócrinas y 

autonómicas al estrés. 

Los GRs tienen diez veces menor afinidad por los glucocorticoides  que los MRs; por esta razón, 

cuando los niveles de glucocorticoides en plasma son elevados, como en situaciones de estrés, la 

unión de glucocorticoides a GRs también aumenta. Cuando las concentraciones de la 

corticosterona son basales, la mayoría de los MRs están ocupados, lo que significa que la 

corticosterona activa a los GRs además de los MRs en altas concentraciones inducidas por estrés 

(Prager y Johnson, 2009).  

Una importante característica de los estresores en la vida diaria es que tienen una naturaleza 

persistente. Bajo estas circunstancias, la elevación crónica de los GCs cambia los mecanismos de 

respuesta al estrés y puede ocurrir el fenómeno de habituación, que se explica más adelante. La 

elevación crónica de GCs puede además, causar el desarrollo de patologías incluyendo desordenes 

inmunes, neurodegeneración y depresión (Girotti et al., 2006).  

 

1.2.2. El Sistema límbico en el estrés 

El sustrato anatómico de las emociones ha sido tema de discusión desde el siglo XIX. Gracias al 

trabajo fundamentalmente neuroanatómico de Paul Broca (Francia, 1824-1880) se  propone que 

las emociones se originan en el cerebro, en particular en un área llamada “lóbulo límbico”. En 

1878, Paul Broca describió que varias áreas corticales forman un anillo alrededor del tallo cerebral. 

Usando el vocablo latino para borde “limbus”, llamó a este conjunto de regiones cerebrales lóbulo 

límbico que en sus inicios estaba formado por la corteza cingulada, la corteza del lóbulo temporal 

y el hipocampo. En 1927, Walter Cannon (Estados Unidos, 1871-1945) incluyó al tálamo como un 

componente esencial en el procesamiento de las emociones. En su trabajo sostiene que las 

emociones son producidas cuando las señales llegan al tálamo directamente desde los receptores 

sensoriales o por vías corticales y que la emoción es determinada por el grado de activación del 

tálamo (Bear et al., 2001). Diez años después, James Papez (Estados Unidos, 1883-1958) mostró 

que el lóbulo límbico unía la corteza con el hipotálamo por lo que incluyó a éste último y a la 

amígdala dentro del sistema límbico, refrendó además la inclusión del tálamo dentro del sistema 

al cual se le conoció posteriormente como circuito de Papez. En 1939, Heinrich Kluver (Alemania, 
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1897- Estados Unidos, 1979) y Paul Bucy (Estados Unidos, 1904-1992) demostraron la importancia 

del lóbulo temporal en el procesamiento de las emociones (Fuchs y Flügge, 2003). En 1952 el 

término de sistema límbico se popularizó por Paul MacLean (Bear et al., 2001). 

No hay hasta la fecha, un criterio aceptado para decidir qué áreas o estructuras forman parte del 

sistema límbico (LeDoux, 2003). Aun así se mantiene el término no tanto como un concepto 

anatómicamente estricto, sino como una agrupación  de regiones que responden a un estímulo 

con componente emocional (Ledoux, 2000). Entre los años 70’s y 80’s se popularizó el uso del 

miedo condicionado Pavloviano como prueba conductual para estudiar el procesamiento de las 

emociones. Desde entonces, se reconoce ampliamente que la amígdala es el centro maestro de las 

respuestas al miedo, reemplazando así al hipotálamo y al hipocampo (Fuchs y Flügge., 2003). 

Regiones del sistema límbico como la corteza prefrontal, el septum, la amígdala y el hipocampo 

regulan la actividad del eje HPA (Zigmond et al., 1999). En su mayoría, la comunicación desde estas 

regiones no es directa hasta el PVN, por lo que se sugiere que la comunicación entre el 

componente límbico y el endócrino durante la respuesta al estrés, ocurre principalmente a través 

de una estructura conocida como BNST (núcleo del lecho de la estría terminal). Además se conoce 

que áreas talámicas que reciben aferencias desde el tracto espino-talámico proyectan hacia la 

amígdala lateral (LA). Áreas corticales que procesan estímulos somatosensoriales, incluyendo los 

nociceptivos, proyectan también a la LA y algunos otros núcleos de la amígdala (Figura 2) (LeDoux, 

2000).  

Estudios de resonancia magnética funcional en humanos muestran que hay una relación entre la 

actividad del tálamo y la amígdala durante el miedo condicionado (Buchel et al., 1998; LaBar et al., 

1998). Las correlaciones directas  son entre la actividad de la amígdala, tálamo y el colículo, lo que 

enfatiza la importancia de las vías tálamo-amigdalinas en el cerebro humano (Morris et al., 1998; 

1999).  
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Figura 2. Esquematización de la participación del sistema límbico en la respuesta conductual al 

estrés. Modificado de Fuchs y Függens (2003). 

 

1.3. Habituación al estrés. 

 A los cambios que ocurren por una exposición repetida a un mismo estrés se les llama habituación 

y se define como la respuesta conductual disminuida, resultante de una repetida estimulación que 

no está relacionada con adaptación o fatiga sensoriales (Thompson y Spencer, 1966).  Las 

respuestas conductuales de la habituación pueden incluir la disminución de la actividad de ciertas 

funciones del sistema nervioso como respuestas pupilares, transpiración y contracciones 

musculares. Una de las respuestas fisiológicas de la habituación se observa en la liberación 

hormonal, que es la actividad final de los sistemas neuroendócrinos ante el estrés (Rankin et al., 

2009). La exposición a un estresor de forma repetida disminuye la respuesta del eje HPA, 

protegiendo al organismo de un potencial daño por efecto del hipercorticosteroidismo (Armario et 

al., 2004).  
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1.4. El núcleo paraventricular del tálamo (PVT). 

El PVT es miembro del grupo de núcleos de la línea media e intralaminar, que intervienen en 

procesos  de alerta y atención, entre otras funciones (Bentivoglio et al., 1991). Por su relevancia en 

las respuestas a estrés y sobre todo, por su participación en los procesos de habituación, a 

continuación se describen de manera general las aferencias y eferencias de este núcleo así como 

las funciones principales que se le han atribuido.  

Aferencias.  El PVT  recibe gran variedad de información desde el hipotálamo, incluyendo 

proyecciones del núcleo supraquiasmático (SCN), arcuato (ARC), dorsomedial (DMH), 

ventromedial (VMH)  y anterior (AH), así como del hipotálamo lateral (LH) y área preóptica media 

(mPO) (Revisado en: Li y Kirouac, 2008). También recibe información desde el núcleo 

periventricular (Pe) y el PVN (Paxinos, 1995). El núcleo mediodorsal  del tálamo (MD) proyecta 

hacia el PVT (Saper, 1982). El PVT así como el resto de núcleos intralaminares y de la línea media 

del tálamo, reciben proyecciones de núcleos asociados con el estado de alerta, incluyendo el 

mesencéfalo reticular profundo (MdD), el núcleo laterodorsal tegmental (LDTg), el núcleo 

tegmental peduncular pontino (PPTg), el rafé medio y rafé dorsal, y el locus coeruleus (LC) 

(Paxinos, 1995). 

Recientemente se demostró  que la región ventromedial del núcleo reticular talámico (Rt)  

proyecta tanto al PVA como al PVP (Li y Kirouac, 2012). La parte más anterior de esta región 

proyecta predominantemente al PVA y la posterior al PVP. El PVP recibe también aferencias desde 

las cortezas infralímbica, peduncular profunda (Dp) e insular (IC). La capa 6 de la corteza 

prelímbica proyecta tanto al PVA como al PVP siendo la parte más anterior la qu proyecta en 

mayor cantidad al PVP.  

 

Eferencias. El PVT envía proyecciones al núcleo accumbens (NAcc), amígdala, corteza prefrontal 

(PFC)  media, subiculum ventral en el hipocampo y BNST, que son regiones del cerebro asociadas 

con la recompensa, motivación,  mecanismos emocionales  y respuesta autonómica asociada al 

estrés (Revisado  en Li y Kirouac, 2008) (Figura 3).  

Las funciones en las que se involucra al PVT aún no se conocen del todo. En ratas con lesiones del 

PVT  hay aumento de peso (Bhatnagar y Dallman, 1999) y atenuación del incremento tanto de la 

actividad locomotora como de los niveles de corticosterona en plasma, que normalmente se 

observan en la anticipación de alimento (Nakahara et al., 2004). El PVT se activa por el estrés 

(Bhatnagar y Dallman, 1998), incluyendo paradigmas como la restricción, la prueba de campo 

abierto, exposición al vapor de éter, descargas eléctricas en las patas e inyección de LPS (revisado 

en Fernandes et al., 2002) 
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Figura 3. Esquema de las principales aferencias (flechas punteadas) y eferencias (líneas contínuas) 

del núcleo paraventricular del tálamo.  

 

1.5. La restricción de movimiento como estresor psicológico. 

Existen diversas metodologías para estudiar el estrés de tipo psicológico en modelos animales. 

El modelo de restricción de movimiento es un procedimiento experimental desarrollado para 

realizar estudios biomédicos relacionados con el estrés psicológico o psicosomático. El término 

hace referencia a que el procedimiento, no involucra daño físico o dolor para el animal. Sin 

embargo, se desencadena una respuesta al estrés como producto de la angustia que el animal 

experimenta al ser incapaz de moverse libremente, debido a que permanece en una superficie con 

espacio limitado, durante un tiempo definido (Golub et al., 2004). 

Se han desarrollado varios tipos de modelos de restricción del movimiento que van de muy a 

medianamente severas. Las primeras se llevan a cabo sujetando las extremidades de la rata a una 

tabla de madera (IMO), mientras que algunas menos severas limitan el movimiento de los 

animales en contenedores de acrílico (RES).  

En el método de Ginsberg y Lombardo (2003 y 2001), que es uno de los mejores caracterizados, las 

ratas se colocan en tubos de acrílico transparentes, quedando completamente restringido su 

movimiento. Los animales pueden mover sus extremidades y la cabeza, pero no pueden caminar 

en ningún sentido, tampoco girar.  Es uno de los modelos mejor aceptado para estudiar el estrés 
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psicológico, ya que somete al animal a un reto metabólico mínimo (Girotti et al., 2006) al evitar la 

respuesta activa del organismo (como huida ante un evento adverso) (McIntyre et al., 1999); es 

utilizado sobre todo para evaluar los efectos psicológicos del estrés en las emociones, conductas 

de ansiedad o en el aprendizaje y la memoria.  

Animales sujetos a RES de forma aguda presentan un pico máximo en los niveles de corticosterona  

y de  de ACTH  en suero, y del ARNm de GRs (tanto en hipotálamo como en e hipocampo) a los 30 

minutos después de iniciar el estímulo. Dos horas después, los niveles de todos los marcadores 

anteriores regresan a sus niveles basales (Noguchi et al., 2010). El ARNm de CRH y de su receptor 

CRH-R1 muestran la misma respuesta en el PVN parvocelular.  La expresión del ARNm de c-fos, un 

marcador de actividad neuronal, se ve incrementada después de 30 minutos de estrés por RES en 

neuronas parvocelulares del PVN, mientras que el aumento en la expresión de su proteína (Fos), 

ocurre 2 horas después tanto en el PVN como en distintos núcleos del hipotálamo . La intesidad de 

la expresión de Fos en las regiones límibicas (amígdala, corteza frontal e hipocampo), varía 

dependiendo de la duración, la severidad de la restricción y la región estudiada (Imaki et al., 2001). 

 

1.6 Hormona liberadora de tirotropina 

La hormona liberadora de tirotropina (TRH)  fue la primera hormona hipofisiotrófica caracterizada 

químicamente (Boler et al., 1969; Burgus et al., 1969). TRH es un tripéptido (pGlu-His-proNH2) con 

funciones neuroendócrinas y que además se expresa ampliamente en el sistema nervioso central 

(Figura 4).  

La primera función descrita para TRH fue el control del eje  Hipotálamo-Pituitaria-Tiroides (HPT), 

responsable de la síntesis y liberación de TSH y de las hormonas tiroideas. La activación del HPT 

inicia en las neuronas  hipofisiotrópicas de TRH del PVN que proyectan sus terminales axónicas a la 

EM donde están en proximidad con los capilares del sistema porta-hipofisiario. Cuando el TRH se 

libera  en estos capilares, (Revisado en Lechan y Fekete 2006), se estimula la biosíntesis y 

secreción de tirotropina (TSH) en la pituitaria, que a su vez estimula la síntesis de hormonas 

tiroideas, tiroxina (T4) y triiodotironina (T3) en la glándula tiroides. La T3 es la forma activa de la 

hormona al tener mayor afinidad a los receptores de hormonas tiroideas (TRs). La T4 es convertida 

a T3 por la actividad de desyodasas localizadas dentro de la mayoría de los tejidos blanco como en 

la grasa parda, el hígado, los riñones etc. Las hormonas tiroideas ejercen un efecto negativo en la 

pituitaria y el hipotálamo, inhibiendo la liberación de TSH y la síntesis y liberación del TRH 

respectivamente (Dyess et al., 1988). 
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Figura 4. Eje Hipotálamo-Pituitaria-Tiroides. El TRH sintetizado en la subdivisión pavocelular del 

PVN y liberado de la EM al sistema hiposifiario, estimula la secreción de TSH de la hipófisis, qu a 

su vez estimula la secreción de T4 y T3 de la tiroides. En el torrente sanguíneo las HTs actúan 

sobre sus órganos blanco donde regulan la expresión de varios genes; y por retroalimentación 

negativa (líneas punteadas) la actividad del eje HPT. Modificado de García Vázquez (2006) 

 

1.6.1. Biosíntesis del TRH. 

El gen de TRH, tanto en humanos como en roedores, codifica para múltiples copias de TRH. 

Después de su transcripción y traducción, la molécula precursora (proTRH, 26 Kilodaltones [Kda]) 

es secuencialmente procesada por las convertasas 1/3 y 2 (PC1/3 y PC2 respectivamente) en 

residuos de aminoácidos básicos,  para generar una variedad de segmentos que incluyen 

precursores de TRH (Schaner et al., 1997). Estos precursores son modificados por las 

carboxipeptidas, que remueve los residuos básicos que flanquean al precursor inmediato de TRH, 

el Gln-His-Pro. Finalmente, el Gln-His-Pro es ciclizado en el N-terminal por acción de la enzima 

glutaminil ciclasa, y amidado en el C-terminal por acción de la enzima monoxigenasa alfa amidante 

de peptidilglicina (PAM) (Perello y Nillni, 2007). Al llegar a la terminal axónica, son liberadas las 

moléculas activas de TRH (pGlu-His-Pro-NH2).  
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1.6.2. Receptores y degradación del TRH. 

La vía de señalización del TRH incluye, además del tripéptido, dos receptores hasta ahora descritos 

y varias enzimas de inactivación de entre las cuales una muestra alta especificidad por TRH. En 

1990 se descubrió el receptor tipo 1 (TRH-R1)  (Straub et al., 1990). El receptor tipo 2 (TRH-R2) fue 

descubierto por dos grupos simultáneamente  en rata  (Cao et al., 1998; Itadani et al., 1998) pero a 

la fecha no ha sido descrito en humanos. Los receptores para  TRH están acoplados a proteínas G 

que activan la vía de la proteína-cinasa C (PKC) y la vía de MAP Cinasa, lo que induce la modulación 

de la transcripción génica vía factores de transcripción (CREB, AP-1 y EIk-1) (Figura 4B) (Sun et al., 

2003). 

La Piroglutamil peptidasa II (PPII) es una zinc-metaloectopeptidasa que específicamente hidroliza 

el enlace piroglutamil-histidil del TRH (O’Connor y O’Cuinn, 1984) (Figura 5C). La PPII se encuentra 

unida a la membrana con su sitio activo hacia el espacio extracelular, lo que permite el 

reconocimiento del sustrato en las sinapsis y en los sitios de acción del TRH. Está ampliamente 

distribuida en el cerebro y en tejidos periféricos como la pituitaria (Charli et al., 1988, Heuer et al., 

1998) donde también hay  una alta presencia del TRH-R1. 

Terminal 
sináptica
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post-sináptica

TRH-Rs
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secreción

PPII
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Figura 5. A) Elementos de la comunicación TRHérgica, Modificado de Charli y Joseph-Bravo (2008),  

B) Cascada de señalización TRHérgica intracelular (Sun et al., 2003). C) Estructura del TRH. En línea 

punteada se muestra el sitio de catálisis  de la PPII.  
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1.6.3. Similitudes y diferencias de los dos receptores a TRH.  

Los dos receptores de TRH se encuentran distribuidos diferencialmente en el cerebro y el tejido 

periférico, la comparación por alineamiento de secuencia de aminoácidos indica que los 

receptores al TRH muestran 50% de identidad. El TRH-R2 sin embargo, exhibe mayor actividad 

basal y es internalizado más rápidamente que el TRH-R1 pero ambos poseen afinidad 

indistinguible por el TRH y la señalización de ambos tipos de receptores sigue la misma vía. En 

ausencia de ligandos, la activación de AP-1, ElK-1 y CREB es más alta en células transfectadas (HEK) 

que expresan TRH-R2 que las que expresan TRH-R1, indicando que el TRH-R2 tiene una 

señalización basal independendiente del TRH (Wang y Gershengorn 1999, Sun y Gershengorn 

2002).  

La internalización del TRH-R2 inducida por el TRH es más rápida que la del TRH-R1 (O´Dowd et al., 

2000, Sun y Gershengorn 2002) además que hay importantes diferencias en la estructura 3D del 

TRH-R1 y TRH-R2 que cambian las propiedades de señalización (Sun y Gershengorn, 2002). No se 

ha determinado si la disminución a largo plazo del TRH-R2 es mediada por regulación negativa del 

número de receptores como resultado de disminución en la transcripción del gen o en la 

estabilidad del ARNm, como se sabe ocurre para el TRH-R1 (Fujimoto et al., 1992). El TRH-R2 está 

ampliamente distribuido en el cerebro en comparación al TRH-R1, lo que sugiere un papel 

importante del TRH-R2 en el cerebro. 

 

1.6.4. El eje hipotálamo-pituitaria-tiroides (HPT) en el estrés. 

Las hormonas tiroideas (HT) son importantes reguladoras del gasto energético: al ser liberadas al 

torrente sanguíneo se unen a receptores (TR) localizados en células periféricas y centrales, 

regulando así la transcripción de múltiples genes blanco, induciendo la síntesis de enzimas que 

participan en el metabolismo de carbohidratos y proteínas, estimulando la lipólisis y termogénesis 

(Yen, 2001). Al igual que el eje HPA, la actividad del eje HPT es regulada por retroalimentación 

negativa. Cuando los niveles de las HT incrementan, actúan sobre sus receptores  localizados en el 

PVN o en la hipófisis, inhibiendo la síntesis y liberación de TRH o la síntesis y secreción de TSH 

respectivamente, lo que lleva al reestablecimiento de los niveles basales de T4 y T3 (Akil et al., 

1999). 

Aunque el eje HPT no suele asociarse con los principales sistemas que se activan en la respuesta al 

estrés psicológico, se ha descrito que responde a ciertas condiciones fisiológicas estresantes 

donde hay incremento en los niveles de corticosterona sérica como la exposición al frío (Arancibia 

et al., 1983) y la succión (Uribe et al., 1993, Sánchez et al., 2001). Tanto en humanos como en 

modelos animales se observa un efecto inhibitorio de los glucocorticoides sobre la actividad del 

eje HPT in vivo (Armario et al., 1984; 1993). El estrés agudo por inmovilización (IMO) durante dos 

horas inhibe la actividad del eje: incrementa el contenido de TRH en la EM, disminuye los niveles 

de ARNm de pro-TRH  en el PVN y los niveles séricos de TSH y de T4 (Cizza et al., 1996). La 

restricción de movimiento aguda por 30 min tiene los mismos efectos inhibitorios sobre la 
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actividad del eje  HPT si la medición se hace 15 min post-RE, a excepción de los niveles de T4 sérica 

que no cambian (Rebolledo-Solleiro, 2005). En contraste, modelos de estrés psicológico como la 

exposición al ruido (Armario et al., 1984), el nado en el laberinto de agua de Morris  (Aguilar-Valles 

et al., 2005) o la exposición a la prueba de enterramiento defensivo (Gutiérrez Mariscal et al., 

2008) causan cierto grado de activación del eje HPT que se evidencía   por un rápido incremento 

de hormonas tiroideas, tirotropina o de los niveles del ARNm del TRH en el PVN.  

 

1.6.5 Funciones no endócrinas del TRH. 

Además de la función hipofisiotrópica del TRH inicialmente descrita, tanto el TRH, sus receptores y 

la PPII se encuentran ampliamente distribuidos en regiones del SNC, donde pueden participar en 

el procesamiento de funciones no endócrinas. La participación del TRH extrahipotalámico ha sido 

inferida a partir de estudios farmacológicos usando TRH o algunos análogos sintéticos los cuales 

producen un amplio rango de efectos. Entre éstos se encuentran el incremento del estado de 

alerta y la locomoción, el mejoramiento del aprendizaje y la memoria, así como sus efectos 

analéptico, antidepresivo, antiepiléptico, ansiolítico y sus efectos neuroprotectores (revisado en 

Lechan y Fekete, 2006). Específicamente se sabe que hay activación de las neuronas TRHérgicas en 

el hipocampo en ratas sometidas al laberinto de agua de Morris (Aguilar-Valles et al., 2007), 

inhibición de las vías TRHérgicas en la amígdala y relación inversamente proporcional con la 

conducta de ansiedad en la prueba de enterramiento defensivo (DBT) y el laberinto de cruz 

elevado (Gutiérrez-Mariscal et al., 2008).  
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2. ANTECEDENTES  

2.1. El núcleo paraventricular posterior del tálamo y la habituación al estrés.  

 

Varios núcleos talámicos están relacionados en la habituación al estrés y la regulación del eje HPA 

(Bhatnagar et al., 2002; Fernandes et al., 2002; Jaferi et al., 2003; Girotti et al., 2006; Jaferi y  

Bhatnagar, 2006; Day et al., 2009). El PVT es parte del tálamo límbico, y está conectado a la 

amígdala y la corteza prefrontal, siendo importantes estas conexiones  en la transmisión de 

información emocional. Bhatnagar y Dallman (1998) encontraron que en animales expuestos a 

estrés por frío durante 8 días y retados posteriormente a estrés por RES durante 30 min, hay una 

facilitación de  la respuesta del eje HPA, ya que mostraron mayor actividad del eje comparado con 

los animales que solo fueron retados al RES sin la exposición crónica al frio. En estas condiciones, 

se describió  que hay aumento en la inmunoreactividad para c-fos en varios núcleos entre ellos el 

paraventricular talámico posterior (PVP). Al lesionarse el PVP  hubo un incremento de la actividad 

del eje HPA; aumentando la respuesta del ACTH ante un estrés por RES  de animales expuestos a 

estrés crónico por frío comparados con los controles no lesionados, que también mostraron el 

aumento de la respuesta del ACTH por el proceso de facilitación. Con este trabajo  sugirieron  que 

el PVP es inhibitorio de la actividad del eje HPA pero sólo en animales que han experimentado 

estrés previo (Bhatnagar y Dallman, 1998). El PVP recibe infomación desde   la corteza prefrontal 

infralímbica y proyecta hacia el BNST y a la amígdala central, dos sitios que regulan la información 

emocional y la actividad del eje HPA (Li y Kirouac, 2012).  Bhatnagar et al., (2002) examinaron por 

primera vez el papel del PVP en la habituación de la respuesta del eje HPA a la restricción crónica 

del movimiento. Plantearon la hipótesis de que el PVP inhibe la actividad del eje HPA bajo 

condiciones de estrés crónico causando habituación. Al lesionarse el PVP con ácido ibetónico, no 

hubo diferencia en los niveles de ACTH entre animales con RES por 30 minutos de forma aguda o 

de forma crónica, es decir, bajo restricción crónica y con lesión del PVP, no hubo habituación.  Los 

animales sham (controles de cirugía) bajo restricción crónica mostraron  niveles más bajos de 

ACTH (habituados) comparados con los de única exposición. Esto demostró que el PVP está 

relacionado en la habituación al estrés. 

 Para averiguar si los glucocorticoides inhiben el eje HPA por acción en el PVT se han hecho 

estudios farmacológicos en animales estresados crónicamente. En animales con lesión del PVP, 

sometidos a RES de forma crónica inyectados con dexametasona (análogo de corticosterona) vía 

subcutánea 2 horas antes de ser sometidos al  último RES, no se observó la  disminución de los 

niveles de CORT en comparación con animles sham (Jaferi et al., 1993).  

El PVT contiene tanto GRs como MRs (Ahima et al., 1991; Morimoto et al., 1996) y es a través de la 

actividad de estos receptores que se inhibe  la actividad del eje HPA. Se demostró mediante la  

inyección diaria directa de antagonistas de GR y MR en el PVP, en animales que fueron restringidos 

crónicamente,  que la corticosterona liberada durante el estrés crónico, inhibe la respuesta del eje 

HPA (Jaferi y Bhatnagar, 2006).   
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2.2. La restricción de movimiento aguda y crónica.  

Restricción Aguda 

Resultados del laboratorio (Rebolledo-Solleiro, 2005) mostraron en animales sometidos a 30 min 

de RES aguda, un pico máximo en los niveles  de corticosterona a los 15’ que disminuyó a los 45’ 

aunque aún son mayores respecto a animales intactos. Los niveles de ARNm de CRH en el PVN 

disminuyeron en los animales sacrificados a los 15’ y aumentan 45% a los 45’ post Restricción. El 

ARNm de CRH aumentó a los 15 y a los 45’ post restricción. El  ARNm del receptor a 

glucocorticoides (GR) aumentó a los 45’.  

En cuanto al eje HPT, los niveles séricos de tirotropina (TSH) bajaron un  57% en los animales 

sacrificados a los 15’ y se recuperaron en los sacrificados a los 45’ comparados con animales 

control. La cantidad de TRH en el hipotálamo medio basal aumentó a los 45’ post restricción 

sugiriendo una inhibición de la liberación al torrente portal-hipofisiario.  

Restricción Crónica 

La exposición repetida  a la restricción de movimiento causó una ganancia menor de peso y un 

menor consumo de alimento (5.74 %) después de 14 días. En estos animales, los niveles de 

corticosterona no cambiaron con respecto a los controles en los animales sometidos a restricción 

crónica por 14 días y sacrificados 45’ después (RCr45’) del último periodo de RES. En el PVN el 

ARNm de CRH-R1 aumentaron en los animales sacrificados 24 horas post restricción crónica 

(RCr24h). Los niveles de ARNm de GR bajaron en los RCr45’ y en los RCr24h. En los RCr45’, la TSH 

mostró tendencia a aumentar y el contenido de TRH en la eminencia media disminuye. Las 

hormonas tiroideas no mostraron cambios. Se puede decir que a tiempos cortos como en la 

restricción aguda, hay una relación entre la actividad de los ejes HPA y HPT. En los animales 

sacrificados 15’ después suben los niveles de CORT y bajan los niveles de TSH los que nos sugiere 

que la activación de un eje podría inhibir la del otro. Por otro lado en la restricción crónica ya no se 

observó la activación del eje HPA, además de que el contenido de TRH de la EM se modificó, lo 

que sugirió que la relación entre los ejes podría modificarse a tiempos más largos.  

 

2.3. Expresión basal de los elementos que componen la vía TRHérgica en el tálamo.  

El tálamo  expresa el ARNm de todos los elementos de la comunicación TRHérgica (Heuer et al., 

2000). El núcleo reticular  es el único que expresa el ARNm de TRH dentro del tálamo. En cambio 

los receptores para el TRH se encuentran expresados casi de forma mutuamente excluyente en los 

núcleos talámicos: el TRH-R1 sólo se reporta en el PVT, mientras que el TRH-R2 se expresa en una 

gran cantidad de núcleos talámicos (e.g. anterodorsal, paraventricular talámico, reuniens) (Tabla 

1). La PPII también se expresa en varios núcleos talámicos pero con  menor intensidad que el TRH-

R2 o el TRH en estado basal (Figura 6).  La figura 6 muestra la distribución talámica de los 

elementos de la comunicación TRHérgica mientras que en la tabla 1 se muestra de forma resumida 

la evaluación cualitativa de la anatomía por núcleos de los mismos elementos.  
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A1 B1 C1 D1

A2 B2 C2 D2

TRH-R2 TRH-R1 TRH PPII

 

Figura 6. ARNm de elementos de señalización TRHérgica en el tálamo de la rata en condiciones 

basales. Autoradiogramas de cortes coronales de 20 µm de grueso. Rebanadas consecutivas 

hibridadas con sondas de 35S-RNA para TRH-R2 (A1-A2), TRH-R1 (B1-B2), TRH (C1-C2) y PPII (D1-

D2). La localización de los distintos núcleos del tálamo señalados en los esquemas A1-D2 se 

delimita con una línea punteada en A1. Figura modificada de Heuer et al., (2000).  

 

 

Tabla 1.  Evaluación cualitativa de los niveles de ARNm  del TRH-R2, TRH-R1, TRH y de la  PPII en el 

tálamo de la rata en condiciones basales 

Núcleo TRH-R2 TRH-R1 TRH PPII 

Ventral posterior  +++++ - - ++ 

Centromedial +++++ - - + 

Anterodorsal +++++ - - ++ 

Anteroventral +++++ - - + 

Reticular - - +++++ - 

Paraventricular 

talámico 

+++++ +++++ - - 

Xifoideo ++++ - - ++ 

+++++  densidad máxima, ++++ muy denso; +++ denso, ++ moderado; + bajo, - debajo del límite de 

detección; * neuronas dispersas. Tabla modificada de Heuer et al., (2000). 
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2.4. Cambios en los elementos de la vía TRHérgica talámica en diferentes condiciones 

experimentales. 

El análisis del ARNm del TRH-R2 por hibridación in situ de animales bajo kindling amigdalino 

(estímulo subconvulsivo que se propaga desde el sitio de estimulación hacia otras regiones), 

muestra un aumento en el núcleo ventromedial talámico (225±25%) y en el reuniens (235±58%) 

(De Gortari et al., 2005) lo que sugiere que hay una participación de la comunicación TRHérgica en 

la vía talamo-amigdalina. 

 Animales sometidos a RES crónico y sacrificados después de  45 o 24h después del último periodo 

de RES, mostraron disminución en el contenido de TRH y en los  niveles relativos de ARNm de TRH 

a tiempos cortos (45 minutos) en el tálamo total. Además, los  niveles relativos de ARNm del TRH-

R1 aumentaron en los mismos grupos que mostraron disminución en el contenido de tripéptido 

maduro; los del TRH-R2 disminuyeron a tiempos cortos mientras que los de la PPII lo hacen pero 

24h después del último periodo de RES. En conjunto, estos resultados indican que las vías 

talámicas TRHérgicas se modulan en el estrés de tipo crónico, aunque no se puede definir si es de 

forma inhibitoria o excitatoria, ni específicamente en que núcleos se dan los cambios (García-

Vázquez, 2006). 

Otros protocolos experimentales de nuestro laboratorio también han mostrado cambios en la 

cantidad de TRH (péptido maduro) en el tálamo. Ante el laberinto de cruz elevado (un paradigma 

conductual que mide ansiedad y locomoción) los animales presentan  un aumento del contenido 

de TRH en el tálamo mientras que si los animales son sometidos a la prueba de campo abierto, el 

contenido de TRH baja. Además, en la prueba de campo abierto durante el periodo de oscuridad 

se ha encontrado una correlación negativa  entre la cantidad de péptido  tanto con la locomoción 

como con la ansiedad por lo que se infirió que a mayor locomoción y ansiedad hay mayor 

liberación TRH. 
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3. JUSTIFICACIÓN    

Se ha demostrado que los diferentes elementos de la vía TRHérgica (TRH, TRH-R1 y/o R2, y PPII) se 

modulan en respuesta al estrés crónico y agudo por RES en varias regiones del sistema límbico, 

entre ellas, en el tálamo. Sin embargo no se ha definido con precisión en qué núcleos específicos 

del tálamo es donde se regula la actividad TRHérgica debido a que las técnicas de análisis 

utilizadas a la fecha no lo han permitido (radioinmunoensayo y RT-PCR de región completa). 

Utilizar la técnica de hibridación in situ para estudiar posibles cambios de la vía TRHérgica en el 

tálamo de animales sometidos a RES aguda y crónica, nos permitirá cuantificar los cambios en los 

niveles de ARNm de los receptores a TRH, de la PPII y de TRH en núcleos y subnúcleos específicos 

del tálamo.  

 

4. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL. Determinar si existen diferencias en la respuesta de las vías TRHérgicas 

talámicas al estrés agudo o crónico.  

En esta tesis nos enfocamos sólo en uno de los elementos de la vía TRHérgica, el TRH-R2, de donde 

se desglosan los siguientes objetivos particulares: 

- Describir la distribución del ARNm del TRH-R2 en el tálamo de la rata en condiciones 

basales usando la técnica de hibridación in situ. 

- Determinar si existe deferencia en la expresión del ARNm del TRH-R2 en condiciones de 

estrés agudo y crónico en el núcleo paraventricular del tálamo en el cerebro de la rata. 

 

5. HIPÓTESIS 

Si la señalización TRHérgica talámica está involucrada en la respuesta al estrés agudo y/o crónico, 

entonces cambiará la expresión de sus elementos.  

-> Sí el TRH-R2 del núcleo paraventricular del tálamo está relacionado con la respuesta al estrés, 

entonces cambiará su expresión bajo condiciones de estrés crónico o agudo.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1. Animales y modelo de estrés.  

Se usaron 21 ratas albinas macho adultas (Rattus norvegicus) de la cepa Wistar de 371.20 ± 48.14 

g (promedio ± e.s.m) y  3.5 meses de edad. Las ratas fueron criadas en el bioterio del Instituto de 

Biotecnología (UNAM, Campus Cuernavaca) y tres semanas antes del procedimiento experimental 

fueron transladadas a la sala del bioterio que pertenece al Laboratorio de neurobiología molecular 

y celular del mismo Instituto. Las ratas tuvieron acceso ad libitum a agua y alimento (Harlan 

Laboratories, Teklad Global). El ciclo luz-oscuridad fue de 12:12h encendiéndose la luz a las 7 am. 

La temperatura se mantuvo a 20 ± 2°C.  

Restricción de movimiento (RES). Se utilizó un tubo de acrílico de 23.5 cm de largo por 7 cm de 

diámetro con perforaciones adelante y atrás para permitir la entrada de aire y evitar el 

sobrecalentamiento. Los tubos poseen tres ranuras para colocar la tapa, lo que permite ajustar el 

restrictor al tamaño de la rata.  La tapa tiene un orificio en la parte inferior que permite que la cola 

de la rata quede libre. (McIntyre et al., 1999, Lombardo et al., 2001)(Figura 7). El animal se colocó  

dentro del tubo de acrílico que impide el movimiento por 30 min. Todas las manipulaciones se 

hicieron siempre entre las 10:00 y 12:00 am. 

 

 

Figura 7. Imagen de una rata dentro del restrictor de Movimiento (RES). 

 

Todos los animales fueron pesados 3 veces a lo largo de los 14 días que duró el protocolo, en los 

días 1 (D1),  9 (D9) y 13 (D13).  

Las 21 ratas se divieron de la siguiente manera. El número de individuos por grupo se encuentra 

entre paréntesis: 

CI (5): Controles intactos  manipuladas sólo para pesar (D1, D9, D13) y sacrificar (D14). 

RAg45’ (5): Sometidas a RES por 30 minutos  una sola ocasión (D14) y sacrificadas 45 minutos 

después de que salieron del restrictor. 
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RCr24h (5): Sometidas a estrés RES (30 minutos) por 13 días consecutivos (D1 a D13) y sacrificadas  

24 horas después de salir el último día del RES (D14).  

RCr45’ (6): Sometidas a estrés  RES (30 minutos) por 14 días consecutivos (D1 a D14) y sacrificadas 

45 min después de que salieron del RES (D14).  

Los animales fueron sacrificados por decapitación con guillotina. De todos los animales se extrajo 

el cerebro y se congeló en hielo seco inmediatamente. Posteriormente fueron almacenados a  -

70°C. También se colectó la sangre troncal, se centrifugó a 3000 rpm a 4°C durante 25 min 

obteniendo alícuotas de suero que se guardaron a -20°C.  

 

6.2 Determinaciones Bioquímicas 

Radioinmunoensayos 

La técnica de radioinmunoensayo (RIA) se basa en la competencia por un anticuerpo entre la 

molécula problema (fría) y la misma molécula pero agregada en concentración conocida y 

marcada radioactivamente (caliente).  Se puede cuantificar la molécula problema gracias al  

desplazamiento de la molécula de interés  por  la molécula marcada al competir por la unión a un 

anticuerpo. La cantidad de mólecula de interés se calcula  a partir de una curva estándar, cuando 

se detecta mayor cantidad de radioactividad entonces se tiene menor cantidad de la molécula fría  

en la muestra y viceversa  

 

6.2.1. Corticosterona en suero. 

Se preparó una dilución 1:500 del suero almacenado a -20°C (previamente descongelado a T° 

ambiente) en buffer de RIA (10mM de fosfatos pH 7.5, 150mM de NaCl y 0.1% de gelatina). Se 

calentó a 90°C durante 10 min para separar la corticosterona de las transcortinas y así obtener a la 

corticosterona total del suero. Se tomó por duplicado un volumen de 500 µl (dilución 1:500), se 

adicionó anticuerpo contra corticosterona hecho en conejo (ICN Farmaceutics) (1:1200) y se 

agregaron 100µl de Corticosterona tritiada (3H-CORT) (ICN Farmaceutics) equivalente a 10 000 

cuentas por minuto (cpm). Se dejó incubando durante toda la noche a 4°C.  

 Se preparó una curva estándar con las siguientes concentraciones de corticosterona: 25, 50, 100, 

250, 500  y 1000pg (MP Biomedicals).  Se agregaron 100 µl de anticuerpo contra corticosterona y 

100 µL de 3H-CORT. 

Se prepararon por triplicado los siguientes tubos necesarios para el ensayo:  

- Totales (T): 800 µL de buffer + 100 µL de 3H-CORT  

- Unión inespecífica (NSB): 600 µL de buffer +100 µL de 3H-CORT 
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- Bo (Unión anticuerpo y ligando marcado radioactivamente): 500 µL de buffer + 100 µL de 3H-

CORT+ 100 µl de anticuerpo contra corticosterona.  

- Control estándar interno (suero de rata control): diluido (1:500)  calentado y tratado de 

igual forma que las muestras. Se tomaron 50, 100 250 y 500 µl y se completaron a 500 µl 

con buffer de RIA. También se le añadieron 100 µl de anticuerpo y de 3H-CORT.  

Se adicionaron a todos los tubos -menos a los totales-, 200 µL de Carbón Dextran (ICN, 

Farmacéutica). Se agitaron e incubaron 20 min a 4°C. Se centrifugaron 15 min a 4°C a una 

velocidad de 3000 rpm (Beckman J-6). Se extrajo el sobrenadante y se colocó en viales para lector 

de cuentas por minuto. Se adicionaron 4 mL de líquido de centelleo, se dejaron en reposo por 12 h 

y se cuantificó en un contador β (Beckman). 

 

6.2.2 Tirotropina (TSH) 

Se tomaron 50 µL del suero de rata y se agregaron a 150µL de buffer de RIA (50 mM de fosfatos 

pH 7.5+150mM NaCl + 1 % BSA +50mM EDTA). Se preparó la curva estándar (por triplicado)  con 5, 

10, 25, 50, 100, 250, 500,  1000, 2000 y 4000 pg de TSH (NIDDK) en 200 µL de buffer de RIA. Se 

prepararon Totales (Sin Buffer de RIA), NSB (300µl de Buffer de RIA) y B0 (200 µl de Buffer de RIA). 

Se prepararon diluciones de sueros de rata bajo distintas condiciones: 

- Control estándar interno 1: tubos con suero de rata control en volúmenes de 5, 10, 25 y 50 

µL llevados a 200 µL con buffer de RIA.  

- Control estándar interno 2: los mismos volúmenes del control estándar 1 de suero de rata 

expuesta a 4°C durante 1 hora.  

Se agregaron a todos los tubos 100 µL de anti-TSH (1:375,000) excepto a los totales y NSB y se 

dejaron incubando durante toda la noche a temperatura ambiente. Se adicionaron 100 µL de 125I-

TSH (10 000 cpm) y se dejaron incubando a temperatura ambiente de nuevo por entre 18 y 24 

horas. 

Se agregaron 100 µl de anticuerpo secundario anticonejo hecho en cabra (1:40) a todos los tubos 

con excepción de los totales. Se agregaron 100 µL de suero normal de conejo (1:50) y se incubó 

por 2 horas a temperatura ambiente. Se agregó un mililitro de polietilenglicol (PEG) 4% en PBS.  

Se centrifugó a 4000 rpm durante 30 min y se aspiró el sobrenadante con una bomba de vacío, y 

se contó finalmente la radioactividad en un contador de radiación γ (minigamma).  

 

Las cantidad de Corticosterona y TSH de los sueros fue calculada usando el software ENRI que 

utiliza la función logit/log a partir de las las cpms de cada curva estándar. Las curvas estándar de 
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cada RIA y los controles internos fueron graficados en forma semilogarítmica  (Figura 8). La 

sensibilidad del ensayo de CORT fue de 20 ng/ml y del de TSH 0.5 ng/ml.   
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Figura 8. Curvas estándar para los RIAs de Corticosterona (A) y TSH (B). El estándar interno 1 

corresponde al suero normal de rata y el 2 a suero de rata expuesta a 4°C durante una hora.  Los 

puntos en la gráfica se calcularon con la fórmula B = (cpm-NSB)/B0.   
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6.3. Hibridación In situ. 

La hibridación in situ es una técnica molecular anatómica que nos permite observar la distribución 

y cuantificar niveles de expresión de ARNm de un gen específico. En esta tesis se siguió la 

metodología de Gutiérrez-Mariscal et al., (2012). 

Tratamiento del material y del agua. 

Todo el material de vidrio y metal que se empleó para esta técnica se horneó a 180°C durante toda 

la noche. El agua que se usó para esta sección fue grado miliQ-UF (Millipore) (resistencia 18 

m/cm) se filtró (0.22μm) y se recolectó directamente en botellas de vidrio previamente 

horneadas. Posteriormente se esterilizó en autoclave a 120 libras de presión por 20 minutos. 

6.3.1 Obtención de cortes 

Se obtuvieron rebanadas horizontales de 18 µm de grosor de los cerebros congelados. Para 

rebanar se utilizó un criostato  (Bright Cryostat/Microtome Model). Durante el procedimiento la 

temperatura del mismo se mantuvo a -20 ± 2°C. El tejido fue colectado directamente en 

portaobjetos cargados positivamente (Superfrost Plus, Fisher) de 25 x 75 x 1.0 mm. Antes de 

rebanar los cerebros experimentales, se realizaron pruebas de cortes coronales y sagitales con el 

fin de colocar el mayor número de rebanadas por  portaobjetos. El primer corte se realizó de 

forma sagital (3 mm de grosor) desechando el lóbulo temporal izquierdo. El segundo y tercer 

cortes fueron coronales: el segundo  se realizó en la parte caudal del cerebro eliminando todo el 

cerebelo y el tallo cerebral y el   tercero fue  de 2.5 mm de grosor desde la zona más rostral del 

cerebro hacia la parte caudal  (Figura 9 A). 

Las regiones de interés fueron colectadas en series. La serie 1 constó de 6 láminas (cada una con 4 

rebanadas) y las series 2 a la 4, de 8 (con 3 rebanadas por lámina). El primer corte se colocó en la 

posición 1 de la lámina 1, el segundo en la posición 1 de la lámina 2 y así sucesivamente hasta 

completar el número de láminas por serie. Cuando se llegó a la última lámina de cada serie, el 

siguiente corte se colocó en la posición dos de la primera lámina. Así hasta completar 3  ó  4 cortes 

por lámina (Véase ejemplo en Figura 9C).  Cada serie se dividió para contener núcleos de interés 

reportados tanto por Heuer et al., (2000) como por los antecedentes de la distribución de los 

ARNm de vías TRHérgicas en varios núcleos del cerebro (De Gortari et al., 2005, Martínez-Chávez, 

2009).  

A continuación se describe qué núcleos de interés se encuentran en las cuatro series colectadas. 

Los valores entre paréntesis delante de la serie corresponden al rango en milímetros de distancia 

del bregma en el plano horizontal que abarcó cada serie.  

- Serie 1  (-8.1 a -7. 6): PVN y la banda diagonal de broca, parte horizontal (HDB) del septum.   

-  Serie 2 (-7.6 a -6.6): banda diagonal de broca, parte vertical (VDB) del septum, y los 

núcleos del tálamo reuniens (Re), paraventricular parte anterior (PVA), ventromedial, 

ventral posterior y ventromedial posterior (VM, VP, VPM),  y reticular (Rt).  
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-  Serie 3 (-6.6 a -5.6): septum medio (MS), septum lateral ventral (LSV) e intermedio (LSI); 

del tálamo: el reticular (Rt), la parte anterior del núcleo paraventricular del tálamo (PVA),  

y el tálamo anterior medio  (AM) y ventral (AV) 

- Serie 4 (-5.60 a -4.28) contiene: subdivisión lateral dorsal del septum (LSD); del tálamo: el 

núcleo anteroventral (parte dorsolateral y parte ventromedial), el anterodorsal (AVDL, 

AVVM y AD) y el paraventricular en su parte posterior (PVP).  

Las rebanadas se colectaron de forma consecutiva en la serie 1; de las series 2 y 3 se colectó una 

rebanada y se desechó la siguiente. En la serie 4 se colectó un corte por cada 2 de desecho. Antes 

de comenzar la serie 1 y entre cada serie se colectó una rebanada en una lámina por separado. 

Estas rebanadas se tiñeron con azul de metileno (0.03%) para asegurar que se comenzó y terminó 

cada serie en el nivel dorso-ventral correcto. Las rebanadas ya colectadas se mantuvieron todo el 

tiempo en congelación y se almacenaron hasta su uso a -70°C. 
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Figura 9. Obtención y organización de los cortes de cerebro de rata en diferentes planos. A) Vista 

superior de un cerebro de rata, la línea horizontal muestra el corte sagital y las líneas verticales los 

cortes coronales realizados previos a la obtención de rebanadas. B) Diagrama del cerebro donde se 

muestra la orientación de las rebanadas horizontales. C) Serie 2 (S2), el número después de la 

diagonal es el número de lámina. La numeración debajo de las rebanadas indica el orden de 

colocación de las rebanadas en cada lámina.  

 



34 

 

Para la hibridación in situ de esta tesis, en total se seleccionaron 36 láminas integradas por los 

grupos CI, RAg45’ y RCr45’ los cuales mostraron los cambios más claros por restricción crónica o 

aguda; y 10 láminas para la sección de pruebas de revelado explicada más adelante. Se utilizaron 3 

láminas por animal de las series 3 y 4 los cuales contuvieron la mayoría de núcleos talámicos de 

dónde se tienen antecedentes de cambios del ARNm de TRH bajo estrés psicológico (García-

Vázquez., 2006).  

 

6.3.2. Obtención de la sonda de ARN marcada con 35S. 

Para la hibridación in situ fue necesario preparar un transcrito complementario al gen de interés. 

En esta sección se describe la obtención de transcrito complementario al ARNm del TRH-R2 por la 

técnica de la transcripción in vitro. Posteriormente, se determinó la incorporación del nucleótido 

radioactivo a la sonda que se sintetizó. Si la eficiencia de esta reacción es igual o mayor al 90 % de 

incorporación del nucleótido radiactivo, se procede a la purificación del transcrito. 

 

6.3.3. Transcripción in vitro de la sonda de ARN antisentido del gene del TRH-R2.  

Se usaron 125 µCi de 35S-UTP (New England, NEGO39H Actividad específica 2000 Ci/mmol) para la 

transcripción in vitro de la sonda antisentido del TRH-R2. La marca radioactiva se secó en un  

evaporador (SAVANT) durante 10 min.  

Se partió de 1 µg de plásmido (pcDNA3 5.4kbp)  previamente linearizado con la enzima Hind III 

(R01045, Biolabs) y buffer Ncb2 (a 37 °C, Biolabs) (Figura 10). Se desnaturalizó el linearizado en 

agua a punto de ebullición (88 °C aproximadamente) durante 3 minutos, (se usó 1 µg de 

linearizado  por cada 125 µCi).  

Las concentraciones y cantidades usadas para la mezcla de transcripción se muestran en la  

Tabla 2. 
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Figura 10. Plásmido pcDNA3 que contiene el cDNA  del TRH-R2 usado para la transcripción in 

vitro. Se muestran los sitios de restricción con que cuenta el plásmido y los sitios entre los cuales 

se encuentra el fragmento del cDNA del TRH-R2  de rata del nucleótido 328 al 1641 (Cao et al., 

1998). Plásmido donado por el  Dr. O’Donell.  

Tabla 2.  Mezcla de transcripción in vitro. 

Solución o Reactivo Cantidad 

H20 libre de ARNsas 2.1 µl 

Buffer 10X (roche) 1 µl 

DTT 0.1M 1.2 µl 

Inhibidor de ARNsa 40 u/µl 0.7 µl 

rNTPs 2.5mM 2.4 µl 

UTP 10µM 2.8 µl 

TOTAL 10.2 µl 
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Al tubo que contenía el nucleótido radioactivo se le adicionaron 4.5 µl de la mezcla  de 

transcripción in vitro, 1 µg de plásmido (2 µl) y 1 µl de SP6 RNA polimerasa (40 u/µl, Roche). Se 

realizó la transcripción en un baño a 37°C durante una hora. 

A la reacción de transcripción se le agregó: DNAsa I (10 u/µl, Roche), la cual en este paso digiere el 

plásmido templado; 1 µl de enzima inhibidora de ARNasas (40u/µl) (stock de 10u/µl); y 1 µl de 

ARNt (10mg/ml). Se dejó incubando la reacción 45 min a 37 °C.  

 

6.3.4. Determinación del rendimiento de sonda obtenida y extracción de la sonda de ARNm del 

TRH-R2 antisentido.  

La reacción anterior se detuvo con una solución llamada RIBOSTOP, que contiene: acetato de 

sodio 0.6M, EDTA 10 mM y SDS 1%, llevando la reacción a un volumen final de 50 µl  

De los 50 µl se tomó 1 µl para cuantificar la eficiencia de la transcripción in vitro; al µl se le 

agregaron 24 µl de una solución: EDTA 10mM pH 8.0, SDS 0.1%, y tARN 0.5mg/ml. Los 25 µl 

resultantes se dividieron en 4 volúmenes equivalentes y se colocaron cada uno de estos sobre 

cuadrados de papel DEA 81 de 1 x 1 cm (este papel es un material con carga positiva que atrapa 

moléculas con carga negativa como los ácidos nucleicos). Dos de los cuatro papeles se lavaron 

como se indica a continuación y dos permanecieron sin lavar.  

Lavados: se realizaron  5 lavados de 5 minutos con una solución de fosfato de sodio dibásico 0.5M. 

Después se lavaron un minuto en agua desionizada (milliQ) y para secar los papeles, se colocaron 

por un minutos en etanol (100%). Se dejaron secando y se colocaron por separado en viales a los 

que se agregó 5 mL de líquido de centelleo a base de tolueno (PPO 0.08%, POPOP 0.01% en 

tolueno). Se cuantificaron las cpm en un contador de radiación β (Beckman). La lectura de cpm 

indicó que los papeles sin lavar tuvieron en promedio 587,293 cpm, siendo esta cantidad el 100 % 

de radioactividad, mientras que los papeles que fueron lavados tuvieron 539,467 cpm. Lo anterior 

indica que la incorporación de la  marca radioactiva al transcrito fue del 92%.   

Habiendo verificado que se consiguió un buen porcentaje de incorporación de la marca a la sonda, 

se prosiguó a la purificación del ARN del TRH-R2 35S- [ UTP] antisentido. A los 49 µl restantes se 

les agregó 50 µl  de fenol y 50 µL cloroformo-alcohol isoamílico (49:1), se centrifugó a 7000 rpms 

durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se obtuvo la fase acuosa a la que se agregaron 2µl de 

NaCl 5.5M (1/25 del volumen) y  150 µl  de etanol absoluto 100% (3 volúmenes) y se dejó 

precipitando una hora a -70°C.  

Se centrifugó durante media hora a 13 500 rpm a 4°C y se retiró el sobrenadante. Se resuspendió 

la pastilla en 50 µl de DTT 0.1M. Se agregaron 0.04 volúmenes de NaCl 4.4M y 3 volúmenes de 

etanol absoluto frio y se dejó precipitando a -70°C durante una hora. Al término de esa hora, se 

centrifugó a 13 500 rpm 30 minutos a 4°C y se retiró el sobrenadante. Se agregaron 0.25 

volúmenes l de DTT 0.1M y se almacenó a -70°C  en un contenedor que proteje al usuario de la 

exposición a la radioactividad.  



37 

 

6.3.5. Preparación del tejido para la hibridación in situ. 

Se colocaron las láminas de interés en gradillas de metal a temperatura ambiente y se sometieron 

a un tren de fijado y lavados en el siguiente orden:  

- Paraformaldehido 4% diluido en PBS 1x durante 10 minutos.  (PBS 10X: NaCl 1.36 M, KH2O4 
14.7mM, Na2HPO4 80mM, KCl 26.8 mM, H20 desionizada).  

- 2 veces en PBS 1X durante 5 minutos cada vez. 

- Acetilación. 10 minutos en SSC 4X + Anhídrido Acético al 0.25% + TTNH2 0.1M.  (SSC 20X 
pH 7.0: NaCl 3M, Citrato de Sodio 0.3M). 

- SSC 2X durante 2 minutos.  

- Lavados de deshidratación con concentración creciente de etanol  2 min en cada uno de: 
75, 80, 95 y 100% 

- 5 minutos en cloroformo 

- Dos lavados finales en etanol 100% durante 2 minutos cada uno y se dejaron secando a 
temperatura ambiente. 

 

 

6.3.6. Preparación del cocktail de hibridación. 

De la resuspensión de las cuentas por minuto obtenidas, el rendimiento total de la extracción de la 

sonda fue de1 697 024 cpm/µl  del transcrito antisentido del  TRH-R2.  Para un área de tejido que 

queda cubierta con un cubreobjetos de 24 x 40 mm, se usa el volumen de la cocktail de 

hibridación que contenga 500 000 cpms. Nuestras láminas contenían tejido que se cubre con un 

cubreobjetos de 22 x 50mm por lo que ajustamos a un volumen con contuviera 750 000 cpms. 

Entonces, usamos 0.442 µl de la sonda antisentido para el ARN del TRH-R2 por lámina a hibridar 

(ver Tabla 3).   

Cocktail de hibridación. Para cada lámina se debe usar: 0.9 µl DTT 1M, 0.442 µl de la sonda 

(previamente desnaturalizada a 65°C durante 5 min)  y 58.658 µl de la mezcla de hibridación (ver 

Tabla 4). Se preparó cocktail para 55 láminas, las cantidades usadas de cada componente se 

muestran en la tabla 3. El cocktail se almacenó durante algunos minutos a 55°C hasta su uso. 
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Tabla 3. Mezcla de hibridación (Paso 1). Para 55 láminas (µL) 

DTT 1M 49.5  

35S ARNm TRH-R2 24.3  

Mezcla de hibridación 3226.2  

 

Tabla 4. Mezcla de hibridación (Paso 2). Para 55 láminas (µL)  

Dextran sulfato 330 

SSC 20X 330  

Tris HCl 1M ph 8.0 825  

H20 libre de ARNasa 181.5 

Denhardts 100X** 33  

DTT 1M 33  

DNA de esperma de salmón (10 mg/ml)* 82.5  

Formamida 1.65 ml 

SDS 10% (se agrega al final) 165  

*Desnaturalizado durante 3 minutos a 88°C aproximadamente. 

**Resuspendido   

 

6.3.7. Preparación de Cámaras húmedas. 

El proceso de hibridación del transcrito en el tejido de interés ocurre en unas cajas de plástico 

cerradas y a 55°C. Para mantener la humedad dentro de las cajas y evitar que se deshidraten los 

tejidos, en la tapa de las cajas se colocó papel absorbente cubriendo todo el fondo y se vertieron 

30 ml de 50% de formamida/SSC 1X. Encima se colocó parafilm, perforándolo con una aguja estéril 

para permitir que la humedad pasara.  

6.3.8. Hibridación. 

A cada lámina se le colocaron 60 µl del cocktail de hibridación y se cubrió el tejido con parafilm del 

tamaño exacto que abarcara todos los cortes y con cuidado que al colocar el parafilm se lograra 
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esparcir el cocktail de hibridación sobre todos los cortes de la lámina. Las láminas se dejaron 

hibridando en posición horizontal durante 12 horas a 55°C  en las cámaras húmedas antes 

mencionadas.  

 

6.3.9. Lavados post-hibridación.  

Se retiró el parafilm de las láminas dentro de un vaso de precipitados con solución  SSC 1x a 

temperatura ambiente. Los lavados se realizaron en agitación en 600 ml de las siguientes 

soluciones en orden: 

- SSC 1X durante 15 minutos a 37°C.  

- Buffer de ARNasa 1X: NaCl, Tris HCl  1M pH8, EDTA pH 8. 

- ARNasa (50 µg/ml) en buffer de ARNasa durante 1 hora a 37°C. 

- SSC 1X por 15 minutos a 65°C.  

- SSC 0.5X  por 15 minutos a 65°C. 

- SSC 0.1X por 30 minutos a 65°C dos veces. 

- SSC 0.1X por 5 minutos a tempertura ambiente.  

- Al final se deshidrató el tejido con un tren de etanoles de 2 minutos cada uno: 70, 80, 95 y 

dos veces de etanol absoluto (100%). Se dejó secando a temperatura ambiente.  

 

6.3.10. Exposición a Emulsión fotográfica.  

Dado que en este proceso se utilizan reactivos fotosensibles, se trabajó en el cuarto oscuro 

verificando previamente que no se filtrara la luz. La emulsión fotográfica (NTB, Kodak. Diluida 1:1 

con agua) fue colocada en un baño a 45°C (Imperial III, Lab-line instruments). Cada lámina fue 

sumergida 5 segundos en la emulsión. Una vez emulsionadas, las láminas se dejaron secando en 

posición vertical por 1 hora aproximadamente sobre una gradilla, teniendo cuidado en que no se 

tocaran entre ellas o tocaran la gradilla. Posteriormente se guardaron en cajas negras herméticas 

que aseguran oscuridad total. Las cajas fueron guardadas en bolsas negras a las que se introdujo 

sílica seca para evitar la humedad excedente y se mantuvieron en exposición en oscuridad a 4°C.  

 

6.3.11. Pruebas de revelado. 

Como en el laboratorio se realizó por primera vez la hibridación in situ del ARNm del TRH-R2 en 

cortes horizontales que contuvieran núcleos talámicos y septales, fue necesario realizar varias 
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pruebas de revelado. Esto permitió definir tiempos de exposición específicos para los núcleos de 

interés. Se revelaron láminas con cortes de todos los grupos experimentales en distintos 

momentos posteriores a la exposición a la emulsión. Después de analizar cada una de las  pruebas 

se decidió si se revelaban todas las láminas experimentales o si se continuaba dejando las láminas 

más tiempo con la emulsión. Así, se obtuvieron pruebas de revelado de los días 22, 45 y 47 

posteriores al inicio de la  exposición a la emulsión. Finalmente se decidió que el día 50 de 

exposición se revelarían todas las laminillas. En total se revelaron 45 láminas como se indica a 

continuación.  

 

6.3.12. Revelado. 

Para revelar la señal  de la sonda radioactiva, se hizo un tren de revelado en el cuarto oscuro 

verificando, como en el tratamiento con la emulsión, que hubiera oscuridad total. En estas 

condiciones, se colocaron las láminas en rejillas de vidrio y se realizó el procedimiento de revelado 

que a continuación se describe verificando que la temperatura de las soluciones fuera de  entre 

14-15 °C al momento de comenzar. No es recomendable trabajar a más de 15C. 

Proceso de revelado:  

- 2 minutos y medio en Revelador (D19, Kodak). El revelador (112 g) se adicionó poco a poco 

a 700 ml de agua destilada caliente (máximo 52 °C) y se colocó de inmediato sobre hielo. 

- 40 segundos en agua destilada - ácido acético al 2%. 

- 2 veces en Fijador (GBX-Kodak) durante 2 minutos. Se tomaron 280 ml de fijador y se 

agregaron 5 volúmenes de agua destilada.  

Dejando las láminas sumergidas en el fijador se expusieron a luz de seguridad (luz roja) durante 

cuatro minutos. Transucurrido este tiempo, se encendió la luz del cuarto obscuro y se transladaron 

las láminas  a la campana del laboratorio principal. Se raspó la emulsión del lado que no hay tejido 

y se enjuagaron las láminas en otro contenedor, antes de iniciar el tren de lavado. Se onde 

sometieron a un tren de lavado y secado como se describe a continuación:  

Proceso de lavado:  

- 5 minutos en agua destilada 

-tren de etanol en concentraciones ascendentes con duración de 3 minutos cada uno: 75, 80, 95 y 

100 % (dos veces en etanol absoluto).  

- 3 min en Xilol (Baker) (dos veces).  
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Al terminar se cubrieron las láminas con medio de montaje (Cyotseal 60, Richard Alan Scientific) y 

cubreobjetos de 22x50mm (Fisher). Se dejaron secando sobre un porta laminillas en la campana 

de extracción (encendida) toda la noche. 

 

6.4 Cuantificación de la señal positiva para el ARNm del TRH-R2   

Hibridación in situ. La señal del ARNm del TRH-R2 se cuantificó usando una video cámara (3CCD, 

Sony) montada sobre un microscopio Axiosop (Carl Zeiss), una platina motorizada  y un programa 

analizador de imágenes Mercator (Explora Nova). Las regiones se delinearon delinearon y 

cuantificaron en campo oscuro. Se cuantificaron de 3-6 rebanadas por animal. Para cuantificar el 

PVT se tomó en cuenta su división anatómica en PVA y PVP (Paxinos y Watson, 2004) que en el 

análisis de las láminas resultó evidente. La Figura 11 muestra en campo claro el contorno en que 

se delineó el núcleo cuantificado mostrando 4 niveles ventro-dorsales del PVA y 3 del PVP. Todas 

las cuantificaciones fueron realizadas en una sola sesión para evitar variación por causas ajenas a 

las experimentales. Para obtener la cantidad de señal de un animal se promediaron todas sus 

rebanadas cuantificadas. Para obtener el valor por grupo expermiental se promediaron los valores 

individuales.  

 

6.5. Análisis Estadísticos. 

El peso total y la ganancia de peso a lo largo del protocolo se analizaron analizados por medio de 

análisis de varianza (ANOVA) de dos vías (2v) de medidas repetidas donde los dos factores fueron 

el tiempo (D1, D9 y D13) y el tratamiento (sin restricción crónica y RCr). Si la ANOVA resultó 

significativa se realizó pruebas post-hoc de Bonferroni para identificar los grupos diferentes del 

control. Se realizaron pruebas de “t” student cuando se compararon solamente  dos grupos. La 

significancia fue establecida p < 0.05. Para los análisis de CORT y TSH se hizo una ANOVA de una 

vía. Los resultados de la cuantificación de la señal positiva para TRH-R2 en la hibridación in situ 

fueron analizados por ANOVA para comparar entre los 3 grupos cuantificados. Se realizaron 

pruebas de “t” student para comparar dos grupos entre sí. La significancia estadística se estableció 

en p < 0.05. 
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Figura 11. Regiones del PVT cuantificadas. En la columna de la izquierda se muestra en campo 

claro  (tinción de Nissl con azul de metileno) rebanadas del PVA y PVP equivalentes a las 

rebanadas cuantificadas. La columna de la derecha muestra el diagrama equivalente (Paxinos y 

Watson, 2004) a la tinción de Nissl y la distancia en mm con respecto al bregma. La región en 

barras (panel de la derecha) equivale a la región encerrada en líneas punteadas (panel de la 

izquierda).  La barra negra en la esquina inferior derecha de la columna de la izquierda equivale a 

300 µm.  
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7. RESULTADOS 

7.1. Cambios en el peso por exposición a RES aguda y crónica.  

El peso inicial promedio de todos los animales fue de 371.2 ± 10.5 g. El experimento constó de 4 

grupos experimentales, 2 de los cuales se manipularon hasta el último día del experimento 

entonces, para fines del análisis de los cambios en el peso del D1 al D13, se agrupó a los animales 

en dos categorías “Naive” (no sometidos al tratamiento) y restricción crónica (RCr). El peso inicial 

promedio del grupo “Naive” fue de 375.8 ± 16.5 g y el de restricción crónica de 367.1 ± 14.0 g, es 

decir todos los animales iniciaron con un peso similar. Al día 9 los animales “Naive” pesaron en 

promedio 396.96 ±  14 g y los de restricción crónica 383.41 ± 13.89 g, lo que indicó una tendencia 

a que los animales manipulados pesaran menos, aunque la diferencia no fue significativa. Para el 

día 13 los animales “Naive” pesaron  408.96 ± 14.62 g  y  los de restricción crónica 383.22 ± 14.16 

g. Utilizando ANOVA  de 2 vías de medidas repetidas no mostró diferencias significativas por  el 

tratamiento, ni por la interacción, sólo a lo largo del tiempo hubo cambio en el peso lo que indicó 

que las ratas, independientemente del tratamiento tuvieron un peso distinto a lo largo del tiempo. 

(ANOVA: TIEMPO: F 2,38 = 14.87; p < 0.0001; TRATAMIENTO: F 1,38 = 0.65; p = 0.4294; INTERACCIÓN: 

F 2, 38 = 1.73; p = 0.1917).  

 
Del día 9 al día 13 (Figura 12B) hubo una ganancia de peso significativamente menor en los 

animales estresados crónicamente  comparada con los “Naive” (prueba de t p = 0.036): inclusive 

los animales estresados crónicamente ya no ganaron peso si no que en promedio lo perdieron, la 

ganancia fue de -1.58± 40.6 %  comparados contra la ganancia del día 9 al día 13 de los “Naive” 

(100 ± 15.97%). La ganancia acumulada (peso del día 1 menos peso del día 13) no mostró 

diferencia significativa por prueba de t (p=0.128) pero como se observa en la figura 12C, se 

observó una tendencia a que los animales estresados crónicamente ganaran menos peso a lo largo 

de todo el procedimiento experimental, respecto a los animales “Naive”. La ANOVA de 2 vías de 

medidas repetidas  mostró, como para los pesos totales,  que sólo hubo efecto del tiempo en la 

ganancia de peso (ANOVA: TIEMPO F2,38=14.87; p<0.0001; TRATAMIENTO: F1,38=1.0;, p = 0.3137 ; 

INTERACCIÓN: F2,38= 1.73; p = 0.1917). 
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Figura 12. A) Peso total  al día 1, 9 y 13.  B) Ganancia de peso al día 9 y 13. C) Ganancia total del 

día 1 al 13.  n= 10 (Naive) y n= 11 (Rcr: restricción crónica). Las líneas tanto en el panel A como el B 

corresponden al promedio ± e.s.m. *p<0.05 por prueba de t.  

 

 

7.2. Actividad del eje HPA y HPT. 

El producto final de la activación de los ejes HPA y HPT son la CORT y las HT, respectivamente. En 

estos experimentos se midieron  la CORT y la TSH como indicadores de posibles cambios en los 

ejes endócrinos por la restricción tanto crónica como aguda. Aunque la TSH no es el producto final 

de activación del eje HPT sí es buen indicador de activación del eje HPT a los tiempos de sacrificio 

utilizados en este trabajo (45 min). Los niveles de CORT y TSH se muestran en la Figura 13. No se 

detectaron diferencias significativas entre grupos para los niveles de  CORT (F(3,15) = 2.194, p = 

0.131) ni para TSH (F3,17 = 1.137, p = 0.363). Sin embargo, los niveles de corticosterona del grupo 

sometido a restricción aguda y sacrificado 45 min después (RAg45’) tendieron a aumentar con 

respecto al promedio del grupo control intacto (CI: 100 ± 41.26 % vs RAg45’: 192 ± 62.73%) pero 

probablemente debido a la dispersión de los datos, estos no alcanzaron significancia estadística “t” 

(p = 0.092). Los niveles de tirotropina en el grupo de restricción crónica  sacrificado 45 min 

después del último periodo de restricción (RCr45: 130.72 ± 20.31%) tendieron a aumentar 
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respecto al grupo CI (100 ± 12.32%),   y a disminuir en el grupo de restricción crónica sacrificado 24 

horas después del último periodo de RES (RCr24h (85.31 ± 25.81%). El grupo RAg45’ es el que 

presentó menos diferencia comparado contra el grupo CI (RAg45: 109.42 ± 9.42) (Figura 13B). 

A  B  

Figura 13. Niveles de Corticosterona (A) y Tirotropina (B) en suero obtenidos mediante RIA. n=5 para los 

grupos CI, RAg45’ y RCr24h; n=6 para el grupo RCr45’. Las barras de cada barra corresponden a ± e.s.m. 

 

 

7.3 Hibridación in situ del ARNm del TRH-R2  

La distribución en el cerebro de la rata y los cambios en el PVT del ARNm del TRH-R2 se muestran a 

continuación comenzando con las pruebas de revelado.  

7.3.1. Pruebas de revelado 

En la figura 14 se muestra el aumento progresivo de la intensidad de la señal de la señal del ARNm 

del TRH-R2. Se realizaron dos pruebas, la primera al día 22 y la segunda al día 47 en las que se 

reveló una lámina de cada uno de los grupos incluidos en la his. Desde la  primera prueba de 

revelado, día 22,  se observó señal positiva para la expresión del TRH-R2 (Figura 14A). Al analizar 

en el microscopio  en campo oscuro se observaron los granos de plata revelados de manera 

adecuada por la metodología estandarizada en el laboratorio, pero no se observaron diferencias 

claras entre los grupos experimentales, además que la  señal fue tenue por lo que se decidió 

continuar la exposición a la emulsión en el resto de las láminas. 

La segunda prueba de revelado se realizó al día 47 de exposición a la emulsión. Nuevamente, se 

observaron en campo oscuro los granos de plata revelados de manera adecuada y la señal en la 

lámina del grupo CI fue mayor que la del día 22 y además se comenzaron a notar diferencias de 

señal entre grupos experimentales en algunos núcleos de interés como el núcleo paraventricular 

del tálamo anterior, el núcleo anterior y el ventral posterior (Figura 14).  
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Figura 14. Pruebas de revelado para la his del ARNm de TRH-R2.  Comparación cualitativa de la 

señal entre grupos en el núcleo paraventricular talámico anterior (PVA) y los núcleos anterior  y 

ventral posterior talámicos  al día 22  y 47  de exposición. La barra corresponde a 300µm.   

 

 

7.3.2 Expresión del ARNm del TRH-R2 en el cerebro de la rata.  

El total de las láminas hibridadas fueron reveladas después de 50 días de exposición. Como 

resultado de los análisis cualitativos descritos en la sección anterior, la exposición de los tejidos a 

este tiempo, permitió observar la distribución del ARNm del TRH-R2, y realizar el análisis 

cualitativo en condiciones basales en regiones talámicas y otras estructuras cerebrales. Para esto 

se seleccionó un corte de una rata del grupo CI en el que se apreciara la mayoría de núcleos de los 

que se tienen antecedentes de cambios en la cantidad del ARNm del TRH-R2  por hibridación in 

situ en el tálamo. En esta rebanada fue claro que el ARNm del TRH-R2 se expresa abundantemente 

en varios núcleos talámicos. Gracias a que los cortes fueron horizontales, en la misma rebanada 

pudimos observar la expresión del ARNm del TRH-R2 en estructuras del telencéfalo (corteza, 

septum e hipocampo), del diencéfalo y del mesencéfalo.  

Se hizo una composición de 378 fotografías con el objetivo 5x para armar la vista completa de la 

señal positiva para el ARNm del TRH-R2 (Figura 15) en una rebanada de cerebro de la rata. Se 

identificaron las regiones y núcleos de acuerdo a Paxinos y Watson (2004). En la Tabla 3 se 

describe cualitativamente lo observado. El núcleo paraventricular y los núcleos ventrales talámicos 

mostraron la mayor intensidad de señal positiva para el ARNm del TRH-R2. También hubo señal 

fuerte aunque un poco menos  intensa en los núcleos posteriores, anteriores, centrales y 

mediales. En el mescencéfalo también se observó señal alta pero de menor intensidad comparada 

con la señal talámica. Las capas profundas del colículo superior mostraron señal de bastante 
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intensidad, seguido del núcleo geniculado dorsolateral. El septum medio mostró señal positiva 

pero en una intensidad media comparada contra los núcleos de alta señal (talámicos). Los núcleos 

donde se encontró positiva pero dispersa fueron el globus pallidus, caudado-putamen, y las 

cortezas temporal y parietal.  
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Figura 15. Distribución del ARNm del TRH-R2 en estado basal (Grupo CI) en un corte horizontal. Las 

líneas que delimitan las regiones y núcleos se trazaron con respecto al atlas (Paxinos y Watson, 

2004). La rebanada corresponde a aproximadamente -5.32 mm con respecto al Bregma horizontal. 

3V, tercer ventrículo; pc, comisura posterior; f, fórnix; LV, Ventrículo lateral; CA, Cuerno de Amonn; 

DG, Giro dentado; fr, fasciculus retroflexus; Rt; tálamo reticular; sm, stria medullaris. La barra 

corresponde a 1 mm.  



48 

 

Tabla 5. Distribución y análisis cualitativos del ARNm del TRH-R2 en el cerebro de la rata 

Región  Núcleo Abreviación ARNm 

TRH-R2  

Región  Núcleo Abreviación ARNm 

TRH-

R2  

Telencéfalo     

Corteza Parietal, área 1 Par1 +  Centromedial CM +++ 

 Parietal, área 2  Par2 +  Centrolateral CL ++ 

 Temporal, área 

1 

Te1 +  Interanterodorsa

l 

IAD +++++ 

 Temporal, área 

3 

Te3 +  Intermediodorsal IMD ++ 

     Mediodorsal MD +++ 

Septum Septum Medio SM ++  Parafascicular  Pf +++ 

     Paraventricular 

Anterior 

PVA ++++ 

 Globus pallidus GP ++  Paraventricular 

Posterior 

PVP +++++ 

 Caudado 

Putamen 

CPu ++  Posterior Po ++ 

     Posterior Lateral PL ++++ 

Hipocampo Subículum S +++  Radiado Superior Str ++ 

     Ventrolateral VL +++++ 

Diencéfalo  Ventrolateral 

Posterior 

VPL +++++ 

Tálamo Anterior Ventral 

Ventrolateral 

AVVL ++++  Ventromedial 

Posterior 

VPM ++++ 

 Anterior Ventral 

Dorsomedial 

AVDM ++++     
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Mesencéfalo     

 Braquium 

inferior del 

colículo 

BIC +++     

 Capa blanca 

profunda del 

colículo superior 

DpWh ++++     

 Capa gris 

profunda del 

colículo superior 

DpG ++++     

 Capa gris 

intermedia del 

colículo superior 

InG ++     

 Capa blanca 

intermedia del 

colículo superior 

InWh +++     

 Geniculado 

Mediodorsal 

MGD +++     

 Geniculado 

Dorsolateral 

DLG ++     

 Gris Central  CG +     

 Suprageniculado SG ++++     

 Pretectal 

Anterior 

APT ++     

 

+++++ densidad máxima; ++++ muy denso; +++ denso; ++ moderado; + bajo o señal dispersa 

 

7.3.3. Niveles de ARNm del TRH-R2 en el núcleo paraventricular del tálamo bajo estrés agudo y 

crónico. 

En la cuantificación del ARNm del TRH-R2 en el PVT se tomó en cuenta las subdivisiones que hay 

en el núcleo: paraventricular talámico anterior (PVA) y el posterior (PVP). Se cuantificaron todas 

las láminas que presentaron señal para ambos subnúcleos. Para el PVA de los grupos CI y RAg45’ 
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se cuantificaron de 3 a 6 rebanadas por rata, mientras que del RCr45’ de 3-4 rebanadas. La 

cuantificación del PVP se realizó de 2 a 4 rebanadas para los grupos CI y RAg45’ y de 2 a 3 

rebanadas para el RCr45’ por cada animal.   

 En el PVA aumentó la señal del  ARNm del TRH-R2 de los grupos bajo estrés, tanto el  RAg45’ 

(189.23 ± 34.43%) como el  RCr45’ (189.01 ± 27.19%) comparados contra el grupo CI (100±3.53%). 

Sólo hubo significancia estadística entre el CI vs RCr45’ por prueba de t (p = 0.03). Cabe aclarar que 

no hubo  diferencia estadísticamente significativa entre el RAg45’ vs RCr45’  (Figura 16). En el PVP 

se observó que la señal del ARNm del TRH-R2 aumentó sólo en el grupo RCr45’ (188.15 ± 26.19%) 

vs CI (100 ± 24.12%) (Figura 15). Hubo diferencia significativa en éste aumento por prueba de t (p= 

0.048). 
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Figura 16. Imagen representativa del ARNm del TRH-R2 en el PVT bajo estrés crónico y agudo. 

PVA y PVP del grupo CI (A-B), RAg45’ (C-D) y RCr45’ (E-F). G, Cuantificación de la señal mostrada 

en el núcleo PVA y PVP.CI, n = 4; RAg45’, n = 3; RCr45’, n = 4. Las fotografías mostradas del PVA y 

PVP corresponden a aproximadamente  -5.10 mm con respecto al bregma. *, p < 0.05 por prueba 

de “t” vs CI. Las barras en la gráfica corresponden al promedio ± e.s.m; la barra blanca en F indica 

la escala que equivale a 500 µm.  
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8. DISCUSIÓN 

Uno de los objetivos del laboratorio consiste en describir la participación de las vías  TRHérgicas en 

respuesta a estrés en  varias estructuras del sistema límbico. Una región del cerebro considerada 

como parte del sistema límbico es el tálamo. En el tálamo García-Vazquez (2006) encontró 

cambios por RT-PCR en el ARNm del TRH-R1 y el ARNm del TRH-R2 en respuesta a estrés 

psicológico por RES. Bajo estrés crónico describió que el ARNm de TRH-R1 aumentó, mientras que 

el ARNm del TRH-R2 disminuyó tanto en animales bajo estrés crónico como agudo. Es así que, el 

objetivo de esta tesis fue mostrar los cambios anatómicos en la expresión del mensajero del TRH-

R2, en el tálamo.  

 

8.1. Cambios en el peso corporal y la actividad de los ejes HPA y HPT bajo  estrés crónico y 

agudo.  

En el análisis del cambio en el peso corporal durante el desarrollo del estrés crónico se observó 

que los animales (RCr) mostraron menor ganancia de peso. Esto nos muestra que en animales 

restringidos crónicamente por 14 días, cuanto más crónico es el estrés (duración en días) menor es 

la ganancia de peso comparado con los no restringidos.  

Se ha demostrado que el estrés ejerce fuertes efectos sobre la conducta alimenticia y el apetito, 

dependiendo de la respuesta diferencial basada en la intensidad del estresor y su duración. Por 

ejemplo, estresores psicológicos crónicos (inmovilización y restricción de movimiento) inhiben la 

ingesta alimenticia (Shimizu et al., 1989); esto podría relacionarse con la disminución en la 

ganancia de peso de animales RCr observada en nuestro experimento. Especialmente, el PVT 

recibe inervaciones de orexina desde el hipotálamo posterior, el lugar exclusivo dónde se produce 

este péptido (Kirouac et al., 2005). Siendo que las orexinas  se encargan de mantener la conducta 

de alerta, incluyendo el alertamiento durante el apetito, podría haber una relación entre la 

actividad de las orexinas desde el hipotálamo y su efecto en el PVT durante el estrés.  

8.2. Actividad de los ejes HPA y HPT. 

Se cuantificaron la corticosterona (CORT) y tirotropina (TSH) séricas como indicadores de la  

actividad de los ejes HPA y HPT, respectivamente. Aunque el aumento de CORT en los animales 

bajo estrés agudo no fue estadísticamente significativo, hubo una  tendencia a mostrar un 

aumento de casi el doble de CORT en los niveles cuantificados en los animales RAg por lo que 

hubo un claro efecto de la restricción aguda en la activación del eje HPA. Esta tendencia reproduce 

resultados previos del laboratorio en los que el estrés agudo por RES causó aumento significativo 

de CORT en los animales sacrificados a los 45 minutos después de la restricción por 30 minutos 

(Rebolledo-Solleiro, 2005; García-Vázquez, 2006). Los niveles de CORT en los animales estresados 

crónicamente (RCr45 y RCr24h) no mostraron diferencia contra los CI, lo cual indica habituación a 

la restricción de movimiento.  
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En este trabajo medimos la activación del eje tiroideo a partir de la cuantificación sérica de TSH. Si 

bien la TSH sérica no es el indicador directo de la actividad de este eje al no ser el producto final 

de su activación, la restricción de movimiento  modula la actividad del eje tiroideo (Rebolledo-

Solleiro, 2005). La TSH no mostró cambios significativos bajo restricción crónica o aguda, pero en 

el grupo RCr45’ hubo una tendencia  a aumentar los niveles de TSH que será necesario 

reanalizaren posteriores repeticiones de este experimento. Aun así, se sabe que algunos tipos de 

estrés inhiben al eje HPT ante estrés agudo. La inmovilización  y la exposición a choques eléctricos 

en la cola, ambos considerados estresores más severos que la restricción de movimiento, causan 

la disminución de TSH en el suero (Cizza et al., 2006). Posiblemente, los niveles de TSH en animales 

bajo RES aguda no muestran disminución por el tiempo de sacrificio que fue 45 minutos después 

del RES y que se sabe bajan por RES aguda a los 15 min (Rebolledo-Solleiro, 2005).   

 

8.3. TRH-R2 en el PVT y la respuesta al estrés crónico y agudo.  

Esta tesis muestra por primera vez datos anatómicos de los cambios en el mensajero del TRH-R2 

en animales en respuesta a estrés por RES agudo y crónico. Combinar un modelo de estrés como 

el RES y la técnica de hibridación in situ nos permitió observar los cambios en los mensajeros de 

forma más fina.  

El ARNm del TRH-R2  en el PVP aumentó sólo en el grupo sometido a restricción del movimiento 

de manera crónica, no habiendo cambio (ni tendencia) en los animales expuestos a una sola 

restricción. En el PVA tanto el grupo sometido a restricción aguda como el de crónica aumentaron 

los niveles de ARNm del TRH-R2 respecto al grupo intacto pero el aumento fue estadísticamente 

significativo sólo en el grupo de restricción crónica. Estos resultados indican que existe una 

respuesta diferencial de la comunicación TRHérgica en respuesta al estrés por restricción del 

movimiento en el PVT anterior y posterior. Al parecer, los niveles de ARNm del TRH-R2 responden 

al estrés indistintamente de la condición crónica o aguda de éste en el PVA mientras que en el PVT 

la respuesta ocurre sólo en la condición crónica. 

Se podría  haber esperado en general una disminución del ARNm del TRH-R2 en el PVT por los 

antecedentes por RT-PCR donde disminuyeron por restricción crónica (García-Vázquez, 2006). Se 

sabe que la comunicación TRHérgica es específica para cada núcleo y se puede sugerir que 

mientras en algunos otros núcleos estaría disminuyendo la expresión del TRH-R2 (consistente con 

los antecedentes por RT-PCR bajo el mismo tratamiento y condiciones) en el PVT aumenta en 

respuesta al estrés. 

Pero, ¿qué significa este cambio en el ARNm del TRH-R2 en el PVT bajo RES crónica y aguda? En 

cuanto a la regulación de la expresión de los receptores de TRH, se sabe que el TRH-R1 disminuye 

su expresión al aumentar el TRH administrado en cultivo de adenohipófisis (Schomburg y Bauer, 

1995). También en cultivo, el número de estos receptores en la pituitaria disminuye por la 

presencia de hormonas tiroideas mientras que aumenta por estrógenos y glucocorticoides (Mason 

et al., 2000).  
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Sin embargo, no se ha medido el cambio del ARNm del TRH-R2 al estimular con TRH en ningún tipo 

de cultivo celular  ni tampoco si glucocorticoides, estrógenos u otras moléculas, podrían regular 

los niveles de este ARNm y/o de su proteína. Tampoco se tienen antecedentes de la regulación in 

vivo de este receptor No se ha investigado cuáles son los factores de transcripción o los 

reguladores para el gen del TRH-R2, por lo que no sabemos si los cambios en el ARNm del TRH-R2 

se deben a alguna de las moléculas involucradas en la respuesta al estrés.  

En un acercamiento al estudio del TRH-R2 in vivo se encontró que en ratones hembra carentes del 

gen de TRH-R2 (TRH-R2 KO)  se  incrementó la conducta relacionada a la  depresión (Sun et al., 

2009) comparada con la de animales silvestres. Los animales TRH-R2 KO no presentaron cambios 

en la actividad del eje HPT por lo que se aportó evidencia de la participación del TRH 

extrahipotalámico en la regulación de las conductas de  ansiedad y depresión.  

El PVT presenta receptores para otras moléculas que se han relacionado con la respuesta al estrés: 

a glucocorticoides y mineralocorticoides, a orexinas tipo 1 y 2 (Marcus et al., 2001), substancia P, 

colecistoquinina (CCK) (Otake, 2005). Algunas evidencias de la participación de estos receptores se 

observaron  por ejemplo, en mayores niveles de ACTH después de inyectar un antagonista de CCK 

en ratas antes de RES con estrés crónico por frío previo, comparando con animales control 

(Bhatnagar et al., 2000).  Las orexinas inyectadas directamente en el PVP resultan ansiogénicas 

mientras que la inyección de antagonistas de orexinas son ansiolíticas (Li et al., 2010). La 

participación de todos estos tipos de comunicación ante estresores o modelos de estrés de tipo 

psicológico hablan de la compleja integración de señales en el PVT, varios de ellos específicos del 

PVP a los que se puede agregar la respuesta diferencial del TRH-R2 evidenciada en esta tesis.    

Otra pregunta emergente después de analizar estos resultados fue, ¿de dónde provienen las 

proyecciones TRHérgicas que actúan en este núcleo?  Los núcleos TRHérgicos con aferencias al 

PVT son (Heuer et al., 2000): el núcleo arcuato, el dorsomedial, el ventromedial y el lateral del 

hipotálamo, el preóptico medio, el reticular tegmental del mescencéfalo, el pedúnculo pontino y el 

núcleo del rafé. Varios de estos núcleos están involucrados en mediar la respuesta al estrés o son 

parte de la transmisión de tipo sensorial. Basándonos en la fisiología del PVT, las funciones en la 

respuesta al estrés del PVA Y PVP y en la participación del PVP en la habituación al estrés, 

sugerimos que probablemente no sean las mismas aferencias TRHérgicas las del PVA que las del 

PVP. Li y Kirouac (2012) mostraron reciéntemente que de las aferencias del  núcleo reticular 

talámico (Rt) hacia el PVT, la parte más anterior se comunica con el PVA y la más posterior con el 

PVP cabe resaltar que el núcleo reticular talámico expresa altos niveles de ARNm de proTRH 

(Heuer et al., 2000. Ver figura 6 y tabla 1). Además, el PVP recibe entrada de información desde la 

parte ventral de la corteza prefrontal (infralímbica y peduncular profunda) enfatizando la 

posibilidad que el PVP podría estár asociado específicamente con una respuesta de inhibición. El 

Rt expresa mRNA del TRH por lo que posiblemente la comunicación TRHérgica es diferente entre 

el  Rt  y el PVA y PVP por las diferencias entre la distribución de las aferencias.  Nuestros resultados 

y los hallazgos anatómicos recientemente descritos sugieren que mientras la comunicación 

TRHérgica del PVA no está participando en la habituación, si está involucrada en la respuesta al 

estrés ya que aumentan los niveles del ARNm del TRH-R2 tanto en el RES crónico como el agudo y 
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que la comunicación TRHérgica del PVP participa en la habituación al estrés, esto reflejado por el 

aumento del ARNm del TRH-R2 en la restricción crónica y no en la restricción aguda. Se sugiere la 

evaluación del ARNm del TRH en la parte ventromedial del Rt en este modelo de estrés para ver sí 

hay también una respuesta diferencial entre las regiones que proyectan hacia el PVP o el PVA.  

El hecho de observar cambios en el ARNm del TRH-R2 en un núcleo cerebral, no significa que 

tengan una relevancia a nivel de proteína. Es necesario investigar si los cambios aquí observados 

(ARNm) tienen consecuencia funcional es decir, si se reflejan cambiando también los niveles de 

receptor (proteína) por inmunohistoquímica, lo que se propone como un futuro análisis pues 

existen anticuerpos contra ambos tipos de receptores para TRH (Santa Cruz Biotechnology, 

Anticuerpos) bajo las mismas condiciones experimentales  y así ir esclareciendo los cambios en la 

vía TRHérgica al menos para el PVP.  

Aunque por autoradiografía de los receptores del TRH se encontró que estos están presentes en el 

PVT (Manaker et al., 1985), no se tiene hasta la fecha una inmunohistoquímica del TRH-R2  que 

indique que la proteína se encuentra en las membranas celulares de estas neuronas. También se 

expresa en gran cantidad el  ARNm del TRH-R1 en el PVT (Heuer et al., 2000) dentro del mismo 

núcleo. Queda la pregunta si en las mismas neuronas del PVT se está expresando el de ARNm de 

ambos receptores del TRH. Para esto último se podría realizar hibridación in situ doble.  

Ya que el objetivo de esta tesis consistió en estudiar el ARNm del TRH-R2 por hibridación in situ, en 

las mismas rebanadas se tienen otras regiones con núcleos talámicos, septales,  hipocampales y de 

la corteza. En relación con el trabajo dónde se aplicó kindling amigdalino donde se encontró En 

estructuras talámicas como el núcleo ventromedial y el reuniens aumento en  la expresión del 

ARNm del TRH-R2 (De Gortari et al., 2005), y ya que el septum y el hipocampo son parte del 

sistema límbico del control de la respuesta al estrés, podría evaluarse sí hay cambios en el 

mensjero de TRH-R2 en otras regiones de estas mismas rebanadas.  

Broberger y McCormick (2005), investigaron mediante técnicas electrofisiológicas el papel del TRH 

en la actividad talamocortical. Propusieron que el TRH puede potencialmente controlar el estado 

de actividad a través de la depolarización tanto de las células talamocorticales como las neuronas 

gabaérgicas de los núcleos reticular y perigeniculado. Con lo anterior sugirieron que el TRH en las 

regiones analizadas podría tener un papel antiepiléptico.  Adicionalmente, se sabe que existe 

correlación entre la actividad talámica y la amigdalina frente al miedo condicionado (tipo de estrés 

psicológico (Buchel et al., 1998; LaBar et al., 1998).  Específicamete, se relacionó la activadad del 

PVT con la de la amígdala central en modelos de depresión (Zhu et al., 2011). Con lo anterior 

podríamos sugerir  que los cambios de los niveles en los elementos TRHérgicos en núcleos 

pertenecientes a las vías tálamo-amigdalinas y que además reciben información sensorial, podrían 

estar brindando un papel de neuromodulación o neuroprotección por parte del TRH así como se 

observó en otros núcleos responsivos al estrés en el trabajo de Broberger y McCormick.  

La amígdala  juega un papel fundamental en procesar los estímulos emocionales (Rosen y Domley, 

2006), y se sabe que hay aferencias directas del PVT. En particular, con estrés psicológico la 

respuesta de la amígdala de la vías del TRH y del CRH se relacionan con la conducta de ansiedad y 
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de locomoción (Gutiérrez-Mariscal, 2012). Tanto el PVT como la amígdala expresan elementos de 

vías TRHérgicas  y junto con los resultados de esta tesis se ha demostrado que bajo estrés 

psicológico se regula la comunicación TRHérgica en ambas estructuras. Mientas que la amígadala 

es uno de los centros principales del procesamiento de las emociones y el PVT se relaciona con la 

habituación al estrés, las conexiones entre estos núcleos nos hablan de la importancia de la vía 

talamo-amigdalina en el procesamiento del estrés crónico y agudo y  de la participación del TRH y 

sus elementos de comunicación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. CONCLUSIONES.  

La vía TRHérgica talámica está involucrada en la respuesta al estrés. 

La comunicación TRHérgica en las subdivisiones anterior y posterior del núcleo paraventricular del 

tálamo, podría estar participando diferencialmente en la respuesta aguda o crónica al estrés.  
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En el PVP la  expresión del ARNm del TRH-R2 aumenta en respuesta al estrés crónico, mientras 

que en el PVA aumenta tanto por estrés crónico como agudo.  

La comunicación TRHérgica del PVP  podría participar en la habituación al estrés involucrando al 

TRH-R2. 

 

PERSPECTIVAS 

- Se pretende cuantificar otras regiones en el tálamo que se sabe que son responsivas al 

estrés por RES Crónico o Agudo dentro de las mismas láminas de esta hibridación in situ 

para el TRH-R2. Sobre todo porque en las mismas láminas en las que se cuantificó el PVT 

también hay otras regiones del tálamo intramediolaminar que se sabe son responsivas al 

estrés.  

- Realizar hibridaciones in situ para el TRH-R1 y la PPII en el PVP. Ya que en esta región están 

presentes estos elementos de la vía TRHérgica cuyo análisis nos acercaría a una mejor 

comprensión de la fisiología de la vía.  

- Realizar hibridaciones in situ para el TRH, GR, CRH y CRH-R1 en la serie que contiene al  

PVN (S1). 

- Repetir el experimento para aumentar la cantidad de animales por grupo y comprobar si 

todos los cambios en las mediciones y cuantificaciones realizadas en este experimento son 

reproducibles.  
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