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RESUMEN

En el hipocampo, la hormona liberadora de tirotropina (TRH), un tripeptido, parece regular el estado de alerta,
el aprendizaje y la formacion de la memoria; estos efectos se atribuyeron a su capacidad para modular la
comunicacion GABAérgica y glutamatérgica. La piroglutamil peptidasa Il (PPIl) es una ectoenzima altamente
especifica para su unico sustrato biolégico hasta ahora descrito, la TRH. La hidrélisis de TRH por PPIl en el
medio extracelular del cerebro parece terminar con la actividad del péptido. El hipocampo es una de las
regiones con mayor concentracion de PPII en el cerebro, pero se desconoce el tipo celular que la expresa, un
dato indispensable para entender su papel. Debido a que en el hipocampo la TRH regula la actividad de
neuronas GABAEérgicas, se postulé que la PPIl se expresa en estas neuronas. Para probar esta hipotesis, se
realizaron experimentos de hibridacién in situ sencilla y doble sobre cortes coronales de cerebro de rata
macho adulta Wistar, fijados in vivo por perfusion con paraformaldehido. Se utilizaron sondas de RNA
antisentido que reconocen el ARNm de la PPIl y el ARNm de la enzima de sintesis del GABA, la GAD65.
Estas sondas fueron marcadas con *S y con digoxigenina, respectivamente, y la sefial revelada con emulsion
fotogréfica, o un anticuerpo acoplado a peroxidasa. Se analizé la distribucion de las sefiales en las distintas
subregiones del hipocampo y se cuantificaron los niumeros de células marcadas con un analizador de

imagenes adaptado a un microscopio 6ptico.

Los datos mostraron que el ARNm de la PPII se expresa en la mayoria de las subregiones del hipocampo,
concentrado sobre la capa de células piramidales, con patrones de expresion diferenciales, igual que lo
previamente reportado por Heuer. Se observo que un patron de distribucién de las células GABAérgicas fue
consistente con estudios previos. Se observd colocalizacién del mensajero de la PPIl con GAD65 en
neuronas del tipo GABAérgico a través de toda la formacion hipocampal, siendo mas prominente en células
piramidales de CA1, CA2 y las capas mas profundas del giro dentado. Estos datos sugieren que la eficacia de
la TRH para inducir la liberacién de GABA por interneuronas hipocampales pudiera ser controlada por la
accion de la PPII. Sin embargo, la mayoria de las células PPII positivas no son GABAérgicas, por lo que
estamos analizando la opcion que sean neuronas piramidales. Estos datos sugieren que la PPII pudiera tener

multiples papeles en la formacién hipocampal.



INTRODUCCION
1. Comunicacion intercelular en el Sistema Nervioso Central (SNC)
1.1. Comunicacion basada en la transmision de sefiales sinapticas

La transmision de sefiales entre las células del SNC se lleva a cabo en parte a través de la liberacion de
sustancias como neurotransmisores clasicos (GABA, glutamato, etc.), neuromoduladores (péptidos, lipidos,
etc.), proteinas y productos metabdlicos. Estas moléculas son sintetizadas por las neuronas y células gliales,
y liberadas al medio extracelular de una manera regulada; en el espacio extracelular, son reconocidos de
manera especifica por receptores en las células blanco, donde ejercen un efecto sobre su actividad eléctrica y

bioquimica (figura 1).
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Figura 1. Tipo de comunicacion intercelular en el cerebro basada en la transmision de las sefiales sinapticas. Las moléculas de
sefializacién como los neuropéptidos, son sintetizados en el soma de neuronas o células gliales, y transportados a través del axon,
dentro de vesiculas de secrecion que se almacenan en la terminal nerviosa hasta recibir la célula un estimulo electroquimico y ser
secretadas al medio extracelular; finalmente son reconocidos por las células blanco debido a la presencia de receptores especificos

presentes en la membrana plasmatica y ejercen su accion.

1.2. Comunicacion intercelular basada en la regulacion neuroendocrina

Una excepcién de la comunicacién neural que requiere la liberacion de sustancias neuroactivas en una
sinapsis es la regulacién neuroendécrina. Este tipo de respuesta tiene un papel importante en la homeostasis,
el crecimiento, desarrollo, respuesta al estrés, osmoregulacion y reproduccién, entre otros. Los neuropéptidos
gue participan en este tipo de regulacion neuroenddcrina, se sintetizan en el soma de las neuronas
peptidérgicas del cerebro en forma de un precursor de alto peso molecular, son procesados y transportados

hacia las terminales pre-sinapticas y son liberados al medio extracelular en respuesta a la llegada de trenes
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de potenciales de accidén; en casos como el de la oxitocina y la vasopresina, al recibirse un estimulo
electroquimico, son secretadas directamente a la circulacion, a través de la cama de capilares de la
neurohipdfisis (hipofisis posterior); por otro lado, los neuropéptidos como las hormonas liberadoras (TRH,
CRH, etc.), son liberados hacia la adenohipéfisis (hipofisis anterior) y estimulan la produccién de hormonas
(figura 2). Su accion biolégica depende de la actividad de sus receptores, los mecanismos para su
inactivacién y de como estos son a su vez regulados. Se distinguen de otras moléculas pequefias (p.e. oxido

nitrico, catecolaminas, etc.) en que no se reciclan o resintetizan en la terminal pre-sinaptica.

La vasopresina favorece la

H|POTA LAMO reabsorcion del agua en

los rifiones, lo cual eleva
la tension arterial.,

La oxitocina regula la
contraccion del ttero
durante el parto

= . Hormona
Hormona estimulante qumorg Hormona estimulante Hormonas estimulantes estimulante
de les cap del crecimiento de testicul i de s mamias
suprarrenales del tiroides de los huesos ACRY. NS (prolactina)
ACTH GH FSH LTH
Q |
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y gametos

Figura 2. Tipo de comunicacion intercelular mediada por la regulacién neuroenddcrina. Los neuropéptidos son sintetizados y liberados a
través de las terminales nerviosas del hipotalamo y la hipdfisis; las hormonas liberadoras (CRH, TRH, GnRH, etc.), estimulan la sintesis y
difusion de las hormonas estimulantes (ACTH, TSH, GH, etc.) de la adenohipdfisis, estas viajan por la circulacion sanguinea hasta

alcanzar a sus 6rganos blancos, los cuales expresan receptores especificos.
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ANTECEDENTES
1. Hormona liberadora de tirotropina (TRH)
1.1. Caracteristicas generales

El gen de la TRH fue caracterizado inicialmente en la rata (Lee et al., 1988) y posteriormente en el humano
(Yamada et al.,, 1990). La unidad transcripcional, contiene al promotor 5 de la TRH que incluye varios
elementos regulatorios, dos elementos de respuesta al factor de crecimiento epidermal (EGFRE), dos
elementos de unién al receptor de hormona tiroidea (TR), 4 elementos de union al receptor de
glucocorticoides (GRE) y dos elementos imperfectos de respuesta a AMPc (CREB’s), de los cuales uno es
reconocido por el factor de transcripcion AP1l. La regién codificante del gen consiste de tres exones
separados por dos intrones. El exén 1 codifica para la region no traducida del extremo 57, el exén 2 codifica la
secuencia del péptido sefial y una porcidon pequefia de la secuencia amino terminal, el exén 3 es el

responsable de codificar la mayor parte de la secuencia del pre-pro-TRH (Lee et al., 1988).

En la rata, la TRH se sintetiza a partir de una proteina precursora de alto peso molecular, la pre-pro-TRH, una
pro-hormona de 26 KDa, que contiene 5 copias de la secuencia progenitora del péptido (GIn-His-Pro-Gly),
flanqueadas por pares de aminoacidos basicos (Lys-Arg o Arg-Arg) y otros 7 péptidos cripticos (con funcién
desconocida). Sin embargo, su amplia distribucion en areas del SNC como bulbo olfatorio, hipocampo,

nucleos hipotalamicos, y algunos nucleos del tallo cerebral la relacionan con una funcién neuromoduladora.

El tripéptido TRH (pGluHisProNH2), funciona como una neurohormona, estimulando la secrecion de
tirotropina (TSH) y prolactina (PRL) de la adenohipdfisis (Boler et al.,, 1969; Griffiths et al., 1983). Sin
embargo, su distribucion extra-hipotalamica, su localizacion a nivel de las sinapsis, su liberacién en terminales
sinapticas, la unién a sus receptores de alta afinidad en distintas zonas del cerebro, sus efectos especificos
sobre la actividad neuronal y la presencia de peptidasas capaces de inactivarlo, proporcionan evidencias que

también lo sefialan como un neuromodulador.

Se le ha relacionado con una gran variedad de procesos metabdlicos, entre ellos la regulacién de la
termogénesis, la ingesta de agua y comida, el ciclo circadiano y la lactancia, entre otros (Horita et al., 1998;
Jaworska et al., 1998; Nillni y Sevarino., 1999; Nillni., 2010). Otros nucleos hipotaldmicos que expresan a la
TRH son, el é&rea prebptica anterior, lateral, dorsomedial, supra-6éptica, periventricular, nucleo

supraquiasmatico, asi como los nucleos dimorfico sexual, medial y lateral del area predptica.

1.2. Biosintesis

En el nacleo de las neuronas TRHérgicas, se lleva a cabo la transcripcion del ARNm de la TRH que da origen
a un precursor biolégicamente inactivo (pre-pro-TRH), que posee una secuencia de 25 aminoacidos que lo
dirigen hacia los ribosomas del reticulo endoplasmico rugoso (RER). Una vez que es translocado hacia el
limen del RER, pierde el péptido sefal y adquiere una estructura secundaria especifica. Ya como precursor

peptidico (pro-TRH), viaja dentro de vesiculas de la via secretora hacia el aparato de Golgi, donde sufre
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modificaciones post-traduccionales tales como N-glicosilaciones, formacién de enlaces disulfuro y el inicio de

su procesamiento a péptido maduro.

El precursor peptidico pro-TRH junto con las enzimas encargadas de su maduracion, viajan dentro de una VS
a la terminal nerviosa. En el trans-Golgi, ocurre la hidrélisis de los enlaces peptidicos adyacentes a los
aminoacidos dibasicos que flanquean a cada una de las copias de la TRH por accién de las enzimas
convertasas PC1 y PC2 (Friedman et al. 1995). Los ARN’s mensajeros de las convertasas estan enriquecidos
en el tejido neural y enddcrino, coexisten en distintas proporciones con el ARNm de la TRH en el NPV,
aunque el porcentaje celular que expresa a una o a otra convertasa difiere (Sanchez et al., 1997). Los pares
de aminoacidos hidrolizados son removidos por la carboxipeptidasa E (CPE), generando el producto GIn-His-
Pro-Gly, posteriormente la glicina del extremo C-terminal, es amidada por accién de la enzima peptidil glicil a-
monooxigenasa (PAM), y finalmente el residuo glutamina del extremo N-terminal es ciclizado a piroGlu por la

la glutamil-ciclasa (Figura 3).

1.3. Funcién neuroendécrina

La sintesis de la TRH hipofisiotrépica esta confinada a las neuronas del nicleo paraventricular hipotalamico
(NPV), que proyectan sus axones hacia la eminencia media del hipotdlamo (EM), de donde el péptido es
liberado en respuesta a un estimulo neuronal hacia el sistema portal que irriga a la adenohip&fisis (AP), aqui
estimula la sintesis y liberacion de TSH y PRL hacia el torrente sanguineo, a través del cuél alcanzan a sus
organos blancos, la tiroides y las glandulas mamarias, entre otros. En la tiroides, la TSH activa la liberacién
de las hormonas tiroideas triiodotironina (T3) y tiroxina (T4), que regulan el gasto energético de todas las
células (Arancibia et al., 1983; Boler et al., 1969); por otra parte, en las glandulas mamarias, la secrecién de
prolactina (PRL), estimulada por la succién de las crias, activa la sintesis del ARNm de la TRH dentro de los
primeros 30 minutos, después de ocurrido el estimulo, y eleva la liberacion de PRL, la cual controla la

secrecion de la leche materna (Uribe et al., 1993).

Las investgaciones del grupo del Dr. Lechan en 1987, mostraron que incrementos en la concentracion de las
hormonas tiroideas en la adenohipdfisis, ejercen un efecto retroalimentador negativo sobre el hipotalamo,
inhibiendo la sintesis y liberacién de la TRH, asi como la sintesis y liberacién de TSH de la AP (Figura 4).
Consistente con este hallazgo, se demostré que las neuronas TRHérgicas expresan varias isoférmas del

receptor para hormonas tiroideas (Lechan et al., 1994).

Se ha logrado identificar fibras TRHérgicas en areas como: la eminencia media, el area preodptica, el nlcleo
del tracto solitario, el bulbo olfatorio, el séptum lateral, el area amigdalo-hipocampal, entre otras (Lechan et
at., 1982).
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Figura 3. Esquematizacion del procesamiento de la proteina precursora de la TRH. En el soma de las neuronas TRHérgicas se lleva a
cabo la transcripcion del ARNm de la pre-proTRH, que viaja fuera del nucleo, y es traducido por los ribosomas del RER para dar lugar a
la formacion de una proteina precursora de 29 KDa; posee un péptido sefial de 25 a.a que la dirige hacia el limen del RE y le ayuda al
translocarse al limen, donde pierde esta secuencia y adquiere su estructura secundaria (pro-TRH). Viaja a través de la red del TG,
pasando por una serie modificaciones post-traduccionales; recorre todo el axén hasta alcanzar la terminal nerviosa donde una vez
maduro es liberado a través de la membrana plasmética al recibirse un estimulo electroquimico.
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Figura 4. Diagrama del eje hipotalamo-hipéfisis- tiroides (HPT). La TRH se sintetiza en las neuronas TRHérgicas del NPV, que a través
de sus terminales nerviosas situadas en la EM, liberan al péptido hacia el sistema portal que irriga a la AP, donde se estimula la sintesis y
liberacion de TSH y PRL. Estas hormona viajan a través de la sangre hasta alcanzar a sus érganos blancos, la tiroides y las glandulas
mamarias. En la glandula tiroides, se estimula la sintesis y liberacion de las HT (T3/T4), las cuales ejercen un efecto retroalimentador

negativo sobre el eje HPT. En las glandulas mamarias se estimula la produccién de leche.

1.4. Funcién neuromoduladora

Alrededor del 70% de la TRH del cerebro se encuentra en el hipotalamo, sin embargo, presenta una amplia

distribucion en regiones extra-hipotalamicas, hecho que la ha relacionado con una funcién neuromoduladora.

El ARNm de la pro-TRH extra-hipotalamica esté& presente en los nlcleos basolateral y posteromedial cortical
de la amigadala, el nucleo reticular y la estria terminal del tdlamo, asi como en la zona granular del giro
dentado del hipocampo (figura 5, A1-A3); sin embargo, grandes cantidades del péptido se han obtenido de
muestras de corteza frontal, hipocampo, nilcleo acumbens, séptum, amigadala, nucleo reticular talamico, tallo
cerebral, cerebelo y bulbos olfatorios. Durante las Ultimas décadas, se han descubierto distintos efectos
farmacolégicos ejercercidos por la TRH en algunas de estas zonas; se sabe, entre otros, de una accion
antidepresiva, antiepiléptica, neuroprotectora, analéptica y ansiolitica, ademéas de un papel reconocido en el
mejoramiento de la cognicion y el incremento de la actividad locomotriz de los animales (Heuer et al., 1998;
Charli et al., 1998; Nillni y Sevarino., 1999; Nillni., 2010).

Los receptores que reconocen a la TRH liberada al medio extracelular son TRH-R1 y TRH-R2, se localizan en
las células post-sinapticas acoplados a proteinas G. Sus secuencias de aminoacidos presentan un 50% de
similitud, ambos se unen de forma similar al péptido y cuentan con caracteristicas de sefializacion muy

parecidas (Itadani et al., 1988).
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Detectado a través de la técnica de hibridacion in situ en los trabajos de Heuer et al., 2000, el ARNm del TRH-
R2, indica niveles de expresién moderados en algunas regiones del talamo, y muy enriquecidos en el séptum
medio, la banda diagonal de broca y la corteza cerebral (figura 5, C1-C3); sucede lo contrario con la
expresion del TRH-R1, la cual es muy limitada en las regiones extra-hipotalamicas; pocas neuronas con TRH-
R1 han sido identificadas en la amigdala, corteza cerebral, estrato radial de la formacion hipocampal y el

borde de la capa granular del giro dentado (figura 5, B1-B3).
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Figura 5. Mapeo de la distribucion del ARNm de TRH-R2, TRH-R1 y pro-TRH en cortes coronales del cerebro de rata. A1-A3, ARNm de

pro-TRH presente de manera abundante en el hipotalamo, sin embargo, algunas neuronas con sefial positivas fueron encontradas en los

nucleos basolateral y posteromedial cortical de la amigadala, el nicleo reticular y estria terminal del tdlamo, asi como la zona granular
del giro dentado del hipocampo. B1-B3, el receptor TRH-R1 tiene una distribucion extra-hipotalamica muy limitada, se observaron pocas
neuronas esparcidas en la amigdala, la corteza y el hipocampo. C1-C3, el receptor TRH-R2, revel6 niveles de expresion moderados en el
tdlamo y muy enriquecidos en el séptum medio y la corteza cerebral. AHA, nucleo anterior hipotalamico; BL, nucleo basolateral de la
amigdala; BST, cama nuclear de la estria terminal; CPu, putamen caudal; DG, giro dentado; DM, nicleo dorsomedial hipotalamico; HDB,
parte horizontal de la banda diagonal de Broca; LA, nucleo latero-anterior hipotalamico; LD, nlcleo dorsolateral talamico; MHb, habénula
media; MPA, area preoptica media; PV, nlcleo paraventricular talamico; Rt, nicleo reticular talamico; Sch, nicleo supraquiasmatico.

(Imagen modificada de Heuer et al., 2000).

1.5. Mecanismos de inactivacion

Una vez liberado al medio extracelular, en paralelo con su interaccidon con sus receptores especificos, el
péptido de la TRH tiene una vida media muy corta ya que es rapidamente inactivado. Distintos mecanismos
han sido propuestos para su eliminacion como: difusion, recaptura, modificaciones covalentes e hidrolisis.

Este dltimo mecanismo es llevado a cabo por peptidasas, intracelulares como la piroglutamil peptidasa | (PPI)
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o la prolil endopeptidasa (PE), que hidrolizan los enlaces entre pGlu-His e His-ProNH, de la TRH,
respectivamente (O'Leary y O'Connor., 1995); sin embargo, los ensayos in vitro han demostrado que las
especificidades de ambas enzimas son muy amplias, actuando sobre otros sustratos ademas de la TRH. Por
ejemplo, la PPI hidroliza otros péptidos como bombesina, GnRH y neurotensina (Suen y Wilk., 1989;
Cummins y O"Connor., 1998). La PE de igual manera, reconoce a las angiotensinas | y I, la sustancia P, la
neurotensina y la GnRH; por lo que la evidencias apunta a que estos mecanismos no son criticos para la
inactivacién extracelular de la TRH. Existe un mecanismo altamente especifico para la degradacion de la TRH
liberada al medio extracelular, llevado a cabo por la ectoenzima piroglutamil peptidasa Il (PPIl), y por la
tiroliberinasa, una isoforma codificada de la PPII codificada por el mismo, encargada de la degradacién de la

TRH en sangre.

2. Piroglutamil peptidasa Il (PPII)
2.1. Caracteristicas generales

Inicialmente fué descrita una actividad degradadora de la TRH presente en las membranas sinaptosomales
del cerebro (Joseph-Bravo et al., 1979); méas tarde se demostré que correspondia a una hidrolasa capaz de
romper el enlace entre pGlu-His de la TRH, por lo que fué llamada piroglutamil peptidasa Il (PPII). A diferencia
de la PPI citosolica, esta ectoencima tiene una especificidad muy estrecha por la TRH, o péptidos
estructuralmente anélogos a la TRH como pGlu-Phe-ProNH,, un tripéptido que a pesar de no estar presente
en el cerebro de rata o humano, ha sido identificado en liquido seminal de humano, y es eficazmente
hidrolizado por PPII purificada de cerebro bovino (Gallagher et al., 1998; Kelly et al., 2000). La inhibicién de la
PPIl con CPHNA, incrementa la recuperacion de TRH liberada al medio extracelular en rebanadas de cerebro
(Charli et al., 1989); evidencia que apoya el involucramiento de esta enzima en la hidrolisis de la TRH de los
espacios extracelulares del cerebro. Se propone que la inactivacién de la TRH por PPII promueve la remocién
eficaz del péptido de los espacios sinapticos, evitando la desensibilizacién de los receptores por exceso de

ligando, dejando lista a la neurona para recibir una nueva sefial (Charli et al., 1998).

La PPII es codificada por un solo gen que genera al menos tres especies de ARNm distintas en el cerebro y
pituitaria de rata. La enzima en su forma activa, se conforma por dos subunidades idénticas (homodimeros)
asociadas de manera no covalente, ancladas en las membranas de células post-sindpticas (Charli et al.,
1988). Como se muestra en la representacion de la figura 6, la secuencia primaria de la PPII deducida a partir
del ADNc de rata, corresponde a una proteina integral de membrana tipo Il, de 1025 aminoacidos que posee
un pequefio dominio intracelular N-terminal con un potencial sitio de fosforilacion por una protein-cinasa C
(PKC), un segmento transmembranal de 22 aminoacidos y un dominio extracelular C-terminal muy grande
gue posee la secuencia consenso His-Glu-X-X-His que contiene al sitio activo caracteristico de las peptidasas

de zinc de la familia M1 de glucinas, y 12 sitios para N-glicosilaciones (Schauder et al., 1994).

Un evento de splicing alternativo del ARNm de la PPIl en la frontera entre el exén 14 y el intrén 14, genera
una isoforma con el potencial de traducir una proteina truncada (PPII*), carente del dominio C-terminal. La

PPII* ha sido detectada en los tejidos que normalmente expresan a la PPII, pero sus niveles de ARNm suelen
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ser variables. No presenta actividad hidrolitica al ser expresada en células COS-7, por el contrario, funcion6
como una dominante negativa de la PPIl, anclandose a la membrana plasmatica de las terminales nerviosas
en forma de heterodimero (PPII-PPII*); se postula que la existencia de las ectopeptidasas truncadas pudiera

ser un nuevo mecanismo de regulacion entre peptidasas (Chavez-Gutiérrez et al., 2005).

Dominios de la enzima PPIl

Dominio N-terminal intracelular con
un sitio potencial de fosforilacién

& 12 sitios de N-glicosilacion

; ¥
g?‘m 2= o © ¢

il i

Dominio transmembranal Dominio C-terminal extracelular
con el sitio catalitico

Figura 6. Representacion de la topografia de la PPIl deducida a partir del ADNc de rata. La ectoenzima en su forma activa se encuentra
como un homodimero. Cada uno conformado por tres dominios principales, un dominio intracelular N-terminal muy corto con un sitio
potencial de fosforilaciéon; un dominio trans-membranal de 22 aminoéacidos y un dominio C-terminal extracelular muy largo, que contiene

al sitio catalitico, con un atomo de zinc y 12 sitios consenso para N-glicosilaciones (Imagen modificada de Bauer, K., 1995).

2.2. Distribuciéon del ARNm a través del sistema nervioso central

El ARNm de la PPII presenta una fuerte expresion en regiones como el hipotalamo, la corteza frontal, la
corteza piriforme, el séptum lateral, la habénula media, la estria terminal, los nicleos medial y central de la
amigdala, el hipocampo, el cerebelo, el tallo cerebral, asi como regiones fuera del cerebro como la
adenohipdfisis y algunos tejidos periféricos. Su expresion en algunas de estas areas, coincide con la de al
menos alguno de los receptores de la TRH (Heuer et al., 2000). Niveles elevados de su actividad enzimatica
han sido detectados en el hipocampo, la corteza cerebral, el nacleo acumbens, la eminencia media, la

adenohipdfisis, retina, pulmones e higado (Vargas et al., datos aln no publicados).
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Figura 7. Mapeo de la distribuciéon del ARNm de la ectoenzima PPIl en cortes coronales a través del cerebro de rata. A-F, la sefial
radioactiva del ARNm de la PPIl se encuentra en la eminencia media, la corteza frontal, la corteza piriforme, el séptum lateral, el
hipocampo, los nicleos medial y central amigdalinos, y el hipotdlamo. CA3, regién CA3 del cuerno de Amon; LS, séptum lateral; ME,
eminencia media; MnR, ndcleo rafé medio; Pir, corteza piriforme; RMg, nicleo rmagno-rafé; SC, coliculo superior (Imagen modificada de
Heuer et al., 2000).

2.3. Regulaciéon del metabolismo de la TRH en la adenohipofisis

Las primeras investigaciones sobre el papel y la regulacién de la PPIl se centraron en la adenohipofisis por
ser una regidn donde se conoce bien el papel de la TRH. La actividad de la PPII es modulada en esta regién
por distintas condiciones fisioldgicas, entre ellas, el ciclo estral, presentando sus niveles de expresion mas
bajos en el dia 2 del diestro (Uribe et al., 1991). En otro estudio, se demostré que durante el ciclo circadiano
de ratas, los niveles del mensajero de la PPII van fluctuando a lo largo del dia, siendo mas bajos durante la
marfana (Vargas et al., 2002). El estado hormonal del organismo, también ejerce un efecto sobre la expresién
de la ectoenzima, registrando incrementos in vivo de la actividad de la PPIl, en ratas hembras

ovariectomizadas, que fueron revertidos al hacer un tratamiento con 17-3 oestradiol (Bauer., 1988).

Por otro lado, elevaciones en los niveles de hormonas tiroideas en sangre, a la par de la inhibicién del eje
HPT, promueven incrementos en los niveles del ARNm de la PPIl, asi como en su actividad enzimatica
(Ponce et al., 1988; Heuer et al., 1998). Estos datos sefialaron inicialmente a la PPIlI de la adenohipéfisis
como responsable de la regulacion de la secrecion de TSH, sin embargo, estudios posteriores in vitro, en
células adenohipofisiarias de cultivos primarios, demostraron que la PPIl se presentd principalmente en
células lactotrépicas y no en tirotropicas; adicionalmente la inhibicién de la actividad de la enzima en el
cultivo, reflej6 incrementos Unicamente en la secrecion de prolactina en respuesta a la TRH, lo que podria
sugerir que en esta region, la PPIl contribuye principalmente a la regulacion de la secrecién de prolactina
(Cruz et al., 2008).
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2.4. PPII de tanicitos

Estudios recientes demostraron que la PPIl se expresa en tanicitos de la pared infralateral del tercer
ventriculo, en la extension rostrocaudal de la eminencia media del hipotalamo, donde a través de
asociaciones axo-gliales pudiera estar controlando la cantidad de péptido de la TRH secretado al medio
extracelular por terminales axdnicas de neuronas TRHérgicas hipofisiotrépicas, y por lo tanto la secrecion de
tirotropina (figura 8). En estas células, la PPII parece contribuir a la retroalimentacion negativa del eje HPT, a
causa de incrementos de la hormona tiroidea Ts, ya que incrementos en los niveles circulantes de esta
hormona, regula de manera positiva los niveles de ARNm de la enzima, asi como la actividad enzimatica en el
hipotalamo medio basal (Sanchez et al., 2009).

Axo6n terminal

B2 Tanicito de TRH

TT3/T4

Vaso portal

* TRH (pGluHisProNH2)
- pGlu+HisProNH2
x PPIl

+ Hormonas tiroideas
Transportador de hormonas tiroideas

Figura 8. Evidencia in vivo de la regulacion de la accion de la TRH por la PPII de tanicitos. El esquema integra los datos experimentales
que muestran que la PPII de tanicitos de la pared infralateral del tercer ventriculo de la eminencia media, regula la cantidad de TRH que
llegara a la adenohipdfisis, y por lo tanto controla la secrecion de TSH. El aumento en los niveles de hormonas tiroideas circulantes,
ejercen un efecto retroalimentador negativo sobre el eje HPT, incrementando la expresién del ARNm de la PPII en el hipotalamo medio
basal (Imagen modificada de Sanchez et al., 2009).

A diferencia de lo que sucede en la adenohipofisis y tanicitos de la pared infralateral del tercer ventriculo de la
eminencia media , no queda claro si en otras zonas del cerebro, las hormonas tiroideas regulan la actividad o
expresion de la PPIl; de manera interesante Suen y Wilk., 1989, observaron que la administracién crénica de
T3 (10-14 dias), elevo significativamente la actividad de la PPIlI en la corteza frontal y el suero de rata;
mientras que en el grupo de Bauer et al., 1990, no observd ningun efecto en las regiones analizadas. En

nuestro grupo, una dosis de 20 pug/100 g.b.w de T3, administrada via intraperitoneal durante 7 dias, detect6 un
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incremento del 37% sobre el grupo control, en la actividad de la enzima PPII de la adenohipdfisis de ratas
macho adultas; en otros tejidos analizados como el nicleo arcuato, la eminencia media, resto del hipotalamo,
nacleo acumbens-lateral del séptum, asi como rifién o pulmén no se detect6é algin cambio en la actividad de
la PPII (Ponce et al., 1988).

2.5. Regulacion a nivel central

La evidencia in vivo que sefiala a la PPIl como la encargada de controlar la comunicacion mediada por la
TRH en el cerebro es todavia escasa. Sin embargo, en el séptum medio, una region donde se ha detectado
una elevada actividad de la enzima, se realizaron ensayos de inhibicién, en animales sometidos a un
tratamiento con etanol que les indujo un estado de narcosis, y se observé un efecto analéptico causado por la
inyeccion intracerebroventricular de TRH, el cual fue dosis-dependiente. La administracién de un inhibidor de
la PPII (pGlu-Asn-Pro-7-amido-4-methylcoumarina), no tuvo ningun efecto por si solo, pero al inyectarlo junto
con TRH el efecto sobre la pérdida de reflejo (LORR) de los animales fue significativo. Estos datos sugieren
gue en el cerebro, la PPIl se expresa en neuronas que responden a TRH. Sumado a estos resultados, se
sabe que en esta regién, el 35% de la poblacion de neuronas que expresan al ARNm de la PPII, co-expresan

el ARNm de TRH-R1, sin que se sepa que tan comun es esta colocalizacién (Lazcano et al., 2012).
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Figura 9. Efecto de la inhibicion de la PPII en el séptum medio. Durante la pérdida de reflejo (LORR) en ratas con narcosis inducida por
etanol, fue detectada una disminucion significativa en la duracién de LORR, causada por la inyeccion de un inhibidor de la PPII (pGlu-
Asn-Pro-7-amido-4-methylcoumarina), junto con de 5ug de TRH. Los animales que tuvieron una disminucion en la duracion de LORR,

despertaron del suefio inducido por narcosis en un tiempo menor que los animales del grupo control (Lazcano et al., 2012).
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3. El Hipocampo
3.1. Proyecciones intrinsecas del circuito hipocampal trisinaptico

El hipocampo de la rata esta situado en la parte caudal del cerebro (figura 10.A), y se conforma de
subregiones citoarquitecténicamente distintas, identificadas como el cuerno de Ammon, subdividido en CAL,
CA2, CA3, CA4, y el giro dentado. Proyecciones intrinsecas y unidireccionales transfieren la informacién
recibida del medio externo hacia las subregiones que conforman el circuito hipocampal. Se propone a la
corteza entorrinal como la principal fuente de inervaciones axonicas extrinsecas que recibe el hipocampo, sin
embargo, también se han identificado aferencias que provienen del fornix dorsal, la fimbria del hipocampo, la

estria supra-callosa, la amigdala y el talamo (T. Szilagy et a., 2011).

3.2. Cuerno de Ammon

La organizacion estratificada de las sub-regiones CA1, CA2, CA3 y CA4, consta de la capa de células més
profunda llamada estrato lacunosum-molecular, por encima se localiza el estrato radial, la capa de células
piramidales y el estrato oriens en la parte mas externa (figura 10.B). S6lo CA3 y CA4 poseen estrato lucidum,
una delgada zona localizada justo por encima de la capa piramidal, inervada por axones de las fibras
musgosas provenientes del giro dentado. Las dentritas apicales (en el estrato radial) y basales (en el estrato
oriens) de CA1 reciben entradas de tipo glutamatérgico desde CA3 (T. Szilagy et al., 2011).

3.3. Giro Dentado

El giro dentado, tiene una composiciéon laminada formada por una capa de células apical, llamada la capa
molecular; por debajo de esta la capa de células granulares, en la cudl se pueden encontrar tanto neuronas
como interneuronas; la capa de células polimorficas; y por ultimo, el hilus en la parte mas basal (Amaral et al.,
1995, figura 10.B). Dentro de esta subregién, se han identificado proyecciones axoénicas de origen

glutamatérgico inervando el CAS3; estas neuronas son llamadas fibras musgosas y forman parte del circuito

hipocampal.
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Figura 10. Esquematizacion del hipocampo de rata y las capas citoarquitectonicas que lo conforman. A. Plano sagital del cerebro que nos
muestra la ubicacién caudal del hipocampo, las lineas punteadas muestran como se obtienen los cortes coronales y transversales (u
horizontales) al rebanar un cerebro. B. Imagenes tomadas de Paxinos, donde se muestra el Bregma de un corte sagital del hipocampo
dorsal (dentro del rectangulo al fondo) y un esquema de un corte coronal, donde se sefialan las distintas subregiones y capas que
conforman al hipocampo. HC, hipocampo; GD, giro dentado; MoDG, capa molecular del giro dentado; GrDG, capa granular del giro
dentado; PoDG, capa polimérfica del giro dentado; CA, cuerno de Ammon; Or, estrato oriens; Py, estrato piramidal; Rad, estrato radial;

LMol, estrato lacunosum-molecular; Slu: estrato lucidum (Imagen modificada de van Strien et al., 2009); Paxinos y Watson., 5" ed).

4. Efectos de la accién de la TRH en el hipocampo
4.1. Distribucién de los elementos involucrados en la comunicacion TRHérgica

El hipocampo contiene grandes cantidades de TRH (Low et al., 1989) y expresa a sus receptores especificos
(Heuer et al., 2000). El receptor que se expresa en el hipocampo en condiciones basales es el TRH-R1 (figura
11A), mientras que TRH-R2 es abundante Unicamente en la pre-comisura hipocampal (Heuer et al., 2000).
Las células que expresan al TRH-R1 en el hipocampo, se encuentran dispersas en el estrato radial de CAly
CAS, sugiriendo que estas células pudieran ser interneuronas de origen GABAérgico. La selectiva localizacién
del ARNm del TRH-R1 en las interneuronas GABAérgicas que forman las sinapsis inhibitorias en las células
piramidales del hipocampo, sugiere que la TRH se encuentra regulando la funcibn GABAérgica en el

hipocampo (Deng et al., 2006).

La expresion de la PPII en el hipocampo es caracteristica en cada una de las subregiones. En la parte rostral,
los niveles de PPIlI son mas prominentes en la subregion CA2, seguida por altos niveles de expresion en CA4,
CA3, y niveles ligeramente menores en CA1; en el giro dentado hay baja o casi nhula expresién en la capa de

células granulares (figura 11.B, Heuer et al., 2000).

TRH-R1 8

Figura 11. Distribucion del ARNm del TRH-R1 y PPII en el hipocampo de rata. A. En el hipocampo el receptor de la TRH que se expresa
en condiciones basales es el TRH-R1. En la figura se muestran con flechas neuronas con TRH-R1 esparcidas a través del estrato radial
de CAl y CAS3 del hipocampo, sugiriéndo que estas son interneuronas GABAérgicas. B. La expresion de la PPIl es abundante y
diferencial en cada subregién del hipocampo, registrando los mayores niveles en CA2, seguido por CA4, CA3 y CA1; en el GD hay baja o

casi nula expresion de la enzima. CA, Cuerno de Ammon; CTX, corteza cerebral (Imagen modificada de Heuer et al., 2000).
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4.2. Evidencias que asocian ala TRH con lafisiologia del hipocampo

Ademas de los datos farmacolégicos, diversas pruebas experimentales se han empleado exitosamente para
correlacionar la actividad de los sistemas TRHérgicos con la fisiologia, ya que permiten visualizar in vivo la
activacion de las neuronas de los circuitos TRHérgicos en las zonas limbicas, o la deteccion del ARNm de la
pro-TRH.

El hipocampo esté relacionado con una gran variedad de funciones fisiolégicas como el estado de alerta, el
aprendizaje y la formacién de la memoria espacial, entre otras; estas funciones estan relacionadas con los
efectos adjudicados a la TRH, por esta razén, en esta region se detecta una alta concentracion del péptido de
TRH en condiciones basales con elevaciones de los niveles del ARNm bajo algun tipo de estimulacion
fisiolégica.

Durante la prueba de aprendizaje espacial en el laberinto de agua de Morris (Morris- water- maze; MWM), se
observé una modulacion de los elementos involucrados en la comunicacién TRHérgica en el hipocampo,
especificamente en CA3 del hipocampo posterior, donde el mensajero de la pro-TRH y del receptor TRH-R1
incrementaron, mientras que los de la PPIl disminuyeron; relacionandose la actividad de estas neuronas
TRHérgicas con el aprendizaje espacial y la memoria (Aguilar-Valles et al., 2006). Esto coincide con el

aumento en el nimero de botones sinapticos observado en esta regién por Ramirez- Amaya et al., 2001.

En el modelo de epilepsia generado por estimulacion subumbral repetitiva amigdalina (kindling amigdalino),
se observé acumulacién del péptido de TRH en las terminales nerviosas del giro dentado (GD), hilus, CA2,
CA3 y CA4, sugiriendo la existencia de terminales sinapticas en estas zonas; los cambios drasticos
observados en la capa granular del GD podrian representar la principal fuente intrinseca de la TRH del
circuito hipocampal (Knoblach et al., 1997). Estas observaciones sefialan al GD como una region altamente
susceptible para recibir sefiales excitatorias, que podrian causar la liberacion indiscriminada de glutamato al
medio extracelular. Por esta razon es requerida una liberacién oportuna de la TRH.

Un punto interesante que aun es desconocido, es la regulacién de los receptores de la TRH en el hipocampo.
Los cambios mas notables se registraron 6 horas después del establecimiento del kindling (estapa V),
registrando una disminucién de los niveles de ARNm del TRH-R1, mientras que hubo un aumento drastico del
mensajero del TRH-R2. Estos incrementos son consistentes con el aumento notable en la sintesis del pro-
TRH, en un punto en el que la liberacién del péptido pareciera haber sido inhibida, lo que podria sugerir que
existe tal exceso de péptido liberado en la hendidura sinaptica que genera una falta de receptores libres para
capturarlo.

Los incrementos mas notables detectados para la actividad enzimatica de la PPII durante el kindling ocurren
en la etapa Il, de manera especifica en todas las regiones epileptogénicas. Estos cambios son subsecuentes
a los cambios en la expresiéon de su ARNm (de Gortari et al., 1995, 2005). La figura 12, resume algunos de los

resultados mas importantes sobre la regulacién del metabolismo de la TRH en el hipocampo.
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Modulacion de los elementos involucrados en el circuito TRHérgico en el hipocampo

Figura 12. Tabla que resume la modulacién de los elementos involucrados en la comunicacion TRHérgica generada por distintos
estimulos fisiolégicos en el hipocampo de la rata adulta. Durante la pruebas de kindling, clasificada como una estimulacion de tipo
invasiva, ocurre una elevacion drastica en los niveles del ARNm de la pro-TRH y de TRH-R2, mientras que los de la enzima PPII se
mantienen elevados sélo en las primeras etapas de la prueba (nivel Il) y disminuyen al quedar establecido el kindling en el nivel V, lo cual
coincide con una inhibicién de la liberacién del péptido de la TRH de las terminales sinapticas. En la prueba de aprendizaje espacial, el
laberinto de agua de Morris (MWM), los cambios mas significativos ocurrieron en el hipocampo posterior, registrando incrementos en el
ARNmM de la pro-TRH, asi como de los receptores TRH-R1 y TRH-R2.

4.3. Ensayos electrofisioldégicos que relacionan a la TRH con la transmision GABAérgica

Los efectos neuromoduladores de la TRH en el hipocampo se asocian a modificaciones de la comunicacion
sindptica clasica. Con la finalidad de conocer algunas las funciones de la TRH en el hipocampo, se han
intensificado los estudios sobre la liberacion del GABA mediada por la TRH; en los registros
electrofisioldgicos obtenidos a través patch-clamp por Stocca y Nistri., 1996, incrementos en la frecuencia de
las corrientes post-sinapticas espontaneas (sPSC), mediadas por el receptor GABA-A, en las neuronas
piramidales del CA1 y en las interneuronas del estrato lacunosum-molecular, se detectaron después de 30 a
60 segundos de la administracion exégena de 10 uM de TRH y de bloqueadores de receptores NMDA y
AMPA (que también reconocen GABA) en la solucidon que bafia las preparaciones hipocampales. Sin
embargo, parece no ejercer los mismos efectos sobre los potenciales post-sinapticos miniatura o evocados

(inducidos por estimulacion eléctrica).

También se observé que este mecanismo es controlado por un grupo de interneuronas pre-sinapticas que
pertenecen a un circuito GABAérgico local, que se comunica exclusivamente con las células piramidales en
CAl y las interneuronas del estrato lacunosum-molecular. Ya que al realizar las mismas pruebas en
rebanadas hipocampales que carecian de las subregiones del GD, CA3 o ambas, se obtuvo la misma
respuesta. El registro a la par de una célula piramidal y de una interneurona del lacunosum-molecular, apoy6
la existencia de una simultaneidad en los eventos de sPSC en estas células, cuya frecuencia incrementa

drasticamente después del tratamiento con la TRH, sugiriéndo una entrada sensible en coman.

En otro ensayo, la aplicacion de 0.5 uM de péptido TRH en interneuronas del estrato radial de CA1, indujo un

incremento en la frecuencia de los disparos de los potenciales de accion, favoreciendo la liberacion de GABA,
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al inhibirse la conductancia de K* de las membranas en reposo, que genero incrementos en la excitabilidad y
liberacion del GABA; también fueron observados incrementos en la frecuencia de las corrientes inhibitorias
post-sinapticas (sIPSC) en las células piramidales de CAl, CA3 y granulares del GD. Estos resultados,
demostraron por primera vez, que este mecanismo de accién de la TRH, inhibe la actividad de los ataques
espontaneos provocados por la falta de Mg2+ en la solucion extracelular de las preparaciones hipocampales,
lo cual es consistente con las evidencias previamente generadas mediante las pruebas del kindling
amigdalino (Knoblach et al., 1997; de Gortari et al., 2000, 2005).

Apoyando las evidencias de la modulacion en la transmisién GABAérgica del hipocampo regulada por la TRH;
nuestro grupo comprobé que la aplicacion del péptido causa una disminucién en la frecuencia de los
potenciales post-sinapticos excitatorios (EPSPs) registrados en las células piramidales de CA3, previniendo el
aumento de la excitabilidad eléctrica de estas células ante la aplicacién intensa y repetida de estimulacion

eléctrica (Patifio et al., datos no publicados).

5. Acido y- aminobutirico (GABA)
5.1. Caracteristicas generales

El GABA es el principal mediador inhibidor de la neurotransmisién en el SNC de los mamiferos y uno de los
neurotransmisores mas abundantes en el hipocampo. Es sintetizado por las neuronas GABAérgicas, y esta
involucrado en una gran variedad de funciones cerebrales como el aprendizaje, la memoria, la actividad
locomotora, la reproduccién, los ritmos circadianos, la ingesta de alimentos, la homeostasis energética y la

secrecion de las hormonas tiroideas, entre otras.
5.2. Biosintesis

Su biosintesis ocurre en vesiculas de secresién a partir de L-glutamico, a través de una reaccién de
descarboxilacién llevada a cabo por la enzima descarboxilasa del acido glutamico (GAD), usando piridoxal
fosfato como molécula cofactora. Existen dos isoformas de la enzima GAD en el cerebro de rata, las cudles
son codificadas por distintos genes; cada una de ellas presenta un peso molecular de 65 y 67 Kda, por lo que
son conocidas como GAD65 y GAD67, respectivamente (Erlander y Tobin., 1991; Erlander, M. G et al., 1991).
Se ha sugerido que GAD67 existe predominantemente en forma de holoenzima, por lo que es capaz de
sintetizar a GABA inmediatamente, sefialdndola como la isoforma responsable de mantener los niveles
basales del neurotransmisor en las neuronas GABAérgicas. Por otro lado, GAD65 se encuentra
preferentemente en forma de apoenzima, sugiriendo que podria estar funcionando como un reservorio de
enzima inactiva, que en respuesta a un incremento en la demanda del GABA podria volverse activa (Esclapez
et al.,, 1993). Un ensayo de hibridacion in situ realizado por Esclapez et al., 1993, confirmd la presencia del
ARNmM de ambas enzimas dentro de los cuerpos celulares y terminales axénicas de una misma neurona, sin
embargo, los niveles de expresion entre una forma y otra, pueden variar. La presencia de ambas enzimas en
una misma neurona, en algunas regiones del SNC, sugiere que ambas isoformas son requeridas en la

sintesis del neurotransmisor (Esclapez et al., 1994; Kaufman et al., 1991).
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5.2. Distribucién de la enzima GAD en el hipocampo

GADG65 y GAD67, fueron localizadas en el hipocampo de la rata mediante la técnica de hibridacién in situ no
radioactiva, con sondas de ARNc marcadas con digoxigenina, determinando que la distribucion de las células
positivas para cada una de las sondas utilizadas en el estudio fue muy similar (figura 13). La prominente
presencia de ambas enzimas en el hipocampo, sugiere la necesidad de un sistema dual para la sintesis
Optima del GABA en esta regién (Houser et al., 1994).

El ARNm de ambas enzimas fue detectado a través de todas las subregiones del hipocampo, mostrando una
expresion diferencial entre una y otra, asi como entre las capas laminares de una misma subregion. Por
ejemplo, en el giro dentado, el mayor nimero de células GAD se distribuyen hacia las partes mas profundas
de la capa de células polimérficas y el hilus; dentro de CA3, la cantidad de células GAD fue mayor hacia las
zonas mas externas de la capa pioramidal; en CAl, se encontraron distribuidas principalmente en el estrato
piramidal y de manera mas moderada en el estrato oriens, asi como en la zona intermedia entre el estrato

radial y el lacunosum-molecular (Houser et al., 1994).

A

Figura 13. Distribucion del ARNm de las dos isoformas de GAD en el hipocampo de rata macho adulta. Ambas isoformas estan presentes
en los cuerpos celulares y terminales axénicas de las neuronas GABAérgicas en el hipocampo, por lo que su expresion es muy similar;
las células que fueron positivas a GAD estan distribuidas a lo largo de todas las subregiones hipocampales, sin embargo, entre una
region y otra, asi como entre las laminas de una misma subregion, se observan diferencias en el nimero de células positivas. A.
Distribucion del ARNm de GADG65. B. Distribucion del ARNm de GAD67. C. Tincion con violeta de cresilo del hipocampo. Gr, capa de
células granulares; L-M, estrato lacunosum-molecular; Mo, capa de células moleculares; O, estrato oriens; P, estrato piramidal; Po, capa

de células polimérficas; R, estrato radial (Imagen modificada de Houser et al., 1994).
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5.3. Tipos de interneuronas GABAérgicas del hipocampo

La relativamente homogénea poblacion de células piramidales del hipocampo, se encuentran interactuando
con una muy heterogénea poblacién de interneuronas GABAérgicas. Las cuales proveen no solo inhibicion

general, sino también, regulan la precisa sincronizacion de la actividad de las neuronas piramidales.

La localizacion estratégica de las sinapsis de tipo inhibitorio, indica que las interneuronas GABAérgicas tienen
distintas funciones dentro del circuito hipocampal. Estas se pueden clasificar segun el sitio que inervan en la
superficie de las células blanco.

e Células axo-ax6nicas, proveen sinapsis GABAérgicas exclusivamente en la parte inicial del axén de
las células piramidales. Los botones sindpticos de este tipo de células, normalmente estan alineados
en una sola rama pre-sinaptica, produciendo un axén terminal muy caracteristico gracias al cual son
comunmente conocidas como células candelabro (chandelier cells). Sus dentritas se pueden extender

hacia el estrato oriens, radiatum y lacunosum-molecular.

e Células en canasta (de basket), proveen sindpsis GABAérgicas en el soma y dentritas proximales
de las celulas piramidales y de otras células en canasta. Su axdn terminal puede estar confinado a la

capa piramidal o extenderse hacia los estratos radial y oriens.

e Células bi-estratificadas, las proyecciones de los axon de estas células se dirigen al estrato radial y
oriens, evitando usualmente entrar en la capa piramidal, por lo cual se dice que actian solamente
sobre dominios dentriticos. Como su nombre lo indica, la localizacion de las dentritas de estas células

es bi-estratificada, por lo que se pueden identificar en el estrato oriens y radial.

e Las células O-LM tienen el soma y sus dentritas dispuestos de manera horizontal en el estrato
oriens, su axén es largo y llega al estrato lacunosum-molecular, donde inerva las dentritas mas

distales de las células piramidales y de otras interneuronas (T. Szilagy et al., 2011).
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Figura 14. Proyecciones que reciben las células piramidales de CAl. La informacién que reciben las células piramidales de CA3 proviene
de distintas entradas, por CA3 a través de las proyecciones que forman parte del circuito hipocampal; de proyecciones extrinsecas de la
corteza entorrinal, el tAlamo y la amigdala. Las sefiales que reciben estas células piramidales son reguladas por los contactos inhibitorios
que reciben de los distintos tipos de interneuronas del hipocampo. 1. Células axo-axonales; 2. Células de basket; 3. Células bi-

estratificadas; 4. Células O-LM (Imagen modificada de de T. Szilagy et a., 2011).
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JUSTIFICACION

Las funciones de las ectopeptidasas han sido estudiadas por casi 30 afios. Estas enzimas juegan un papel
fundamental para la eliminacion de neuropéptidos en el medio extracelular del cerebro, sin embargo, es
evidente que se entiende todavia poco la relacion entre la localizacion de las ectopeptidasas y su impacto
fisiolégico, tal como fue ejemplificado en el caso de la PPII para el control de la secrecion de tirotropina. No
gueda claro si las ectopeptidasas estan concentradas a proximidad de los sitios de liberacién de los péptidos,
a proximidad de los sitios de accion, o en algun otro arreglo. Debido a que la PPIl es una enzima que
probablemente tiene un solo substrato in vivo, parece mas facil relacionar su localizacion con su funcién que
en el caso de otras ectopeptidasas de especificidad amplia, que hidrolizan multiples péptidos y cuyo impacto
funcional puede ser muy diverso. El hipocampo parece un sitio idoneo para estudiar la relacién entre la
localizacion y el papel de la PPIl ya que en esta formacion la PPIl tiene una expresion alta; el circuito
hipocampal tiene una estructura y una fisiologia relativamente bien entendida, y se han caracterizado efectos
electrofisioldgicos de la TRH. Por lo tanto, se propone profundizar el conocimiento sobre la localizacion y el
papel de la PPIl en el hipocampo para entender mejor los mecanismos fundamentales implicados en el
catabolismo extracelular de este péptido. Una estrategia que nos acerca a la dilucidacién de este
entendimiento es realizar estudios de la co-localizacidon de nuestra enzima de interés con elementos del
sistema nervioso central bien descritos con anterioridad, como precursores de neurotransmisores de los
cuales se conozca su funcion y la distribucién de su ARNm, como es el caso de la descarboxilasas del &cido
glutamico GAD 65, enzima requerida para la sintesis del acido y- aminobutirico (GABA). El hecho de que esta
enzima esté co-expresandose en la misma célula que la PPII, nos ofrece informacion nueva muy importante,
ya que nos sugiere una relacion directa con la distribucion de las neuronas GABAérgicas del circuito
hipocampal. Debido a que en el hipocampo uno de los efectos del TRH es la estimulacién de la liberacion de
GABA.

HIPOTESIS

Tenemos datos preliminares que sugieren que células que expresan al péptido CRH expresan también a la
PPII (Trujillo y Uribe, no publicado) y que las neuronas CRHérgicas son interneuronas GABAérgicas, por lo

gue postulamos que la PPII pudiera expresarse en neuronas GABAérgicas.

OBJETIVOS

GENERAL

Determinar que células que en el hipocampo expresan a la PPIl en ratas macho adultas.
PARTICULAR

Determinar si la poblacién hipocampal GABAérgica expresa a la PPIl y que porcentaje podrian expresarla.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El enfoque metodoldgico principal del proyecto se centr6 en la deteccion y cuantificacion de ARN’s
mensajeros por hibridacién in situ, en rebanadas coronales de 18 micras de grosor del hipocampo de rata

macho adulta.

Para facilitar la deteccion del ARNm de la PPII, cuyos niveles son escasos en algunas areas del hipocampo
(p.e. el giro dentado), se realizd un tratamiento con hormona tiroidea, triiodotironina T;. Posteriormente, fue
analizado por hibridacién in situ sencilla usando una sonda radioactiva por ser un método de alta sensibilidad.

Se optimizaron las condiciones para la deteccion del ARNm de GAD65 empleando una sonda acoplada a

digoxigenina.

Una vez optimizadas las hibridaciones in situ sencillas para cada gen, se determin6 si el ARNm de la PPII co-

expresaba en las poblaciones GABAérgicas del hipocampo mediante ensayos de doble hibridacién in situ.

Por ultimo se comparé la sefial de la PPII entre animales controles y tratados con T, y se contaron las células

GABAérgicas que co-expresaron a la PPIl en cada una de las subregiones del hipocampo dorsal.

31



MATERIALES Y METODOS

1. Material y H20

El material de vidrio que se utiliz6 para preparar y almacenar las soluciones se horneo a 200°C durante 12
horas. El material que no pudo ser horneado por ser sensible a las altas temperaturas fue esterilizado en una
autoclave a 120 Ib de presion durante 30 minutos. Para preparar todas las soluciones de la hibridacién in situ
(ISH) y resuspender los plasmidos o sondas de ARNc se utilizé H,O desionizada miliQ (calidad: 18M Q/ cm)
colectada en frascos horneados, y fué esterilizada en una autoclave a 120 Ib de presién durante 30 minutos,
este tipo de H,O es referida como H,O-ISH. Todas las soluciones usadas en estos protocolos fueron filtradas

(filtros de 0.22 ym) y autoclaveadas antes de utilizarse.

2. Animales

Se emplearon 20 ratas machos Winstar adultas de 250-350 g. de peso, mantenidas en condiciones

controladas de luz-oscuridad (de 7 a 19 hrs) y alimentadas ad libitum.

2.1. Tratamiento de animales con hormonatiroidea, 3, 5, 3" triiodotironina (Ts)

Se empled un primer lote de 8 ratas para la realizacion del ensayo de hibridacion in situ sencilla marcando
Unicamente el ARNm de la PPII. Se formaron dos grupos, el primer de ellos (n=4) estuvo conformado por
ratas a las cuales se les administré diariamente una dosis de 10 ug de hormona tiroidea T;, disuelta en 200 pli
de solucion salina/ 0.01M NaOH durante 1 semana (el NaOH se uso6 para facilitar la dilucién de la T3). El resto
de los animales (n=4) formaron el grupo vehiculo, y fueron diariamente inyectadas con 200 ul de solucién
salina/ 0.01 N NaOH, durante 1 semana (se le agregd NaOH a la solucién salina para que estuvieran en las
mismas condiciones que los animales del grupo tratado). Un segundo lote con 12 ratas fue requerido para
llevar a cabo los ensayos de doble hibridacion in situ, para la deteccion de los ARN’s mensajeros de la PPIl y
GADG5; los animales de este segundo lote se dividieron en tres grupos; el grupo control (n=4), mantenido
intacto hasta el momento del sacrificio, el segundo de animales hipertiroideos (n=4), tratado por 5 dias con
dosis de 10 pg de Tj, diluida en 200 pl de soluciéon salina/ 0.01 N NaOH, y el grupo de vehiculos (n=4), que
recibié diariamente una inyeccion de 200 ul de solucién salina/ 0.01 N NaOH, durante 1 semana. El sacrificio
de todos los animales se llevé a cabo 6 horas después de la administracion de la Ultima dosis de T; 0 solucién

vehiculo.

2.2. Obtencion de cerebros por el método de perfusion cardiaca y congelamiento

Los animales recibieron via intraperitoneal una sobredosis de pentobarbital (63 mg/ml, marca Pet’s pharma),
y fueron perfundidos haciendo pasar a través de la arteria aorta 20 ml de PBS 0.01M pH 7.4, que contenian

15,000 U/It de heparina-sulfato (marca Inhepar. Solucion inyectable 5,000 U/ml), seguido de la administracion
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de 150 ml de paraformaldehido al 4% en PBS 0.01M pH 7.4.

Los cerebros fueron disectados y fijados individualmente en frascos que contenian 20 ml de paraformaldehido
al 4% en PBS 0.01M pH 7.4 y se mantuvieron a 4°C durante 12 horas (4 horas minimo). Para su
criopreservacion, fueron inmersos en 20 ml de una solucién de sacarosa al 20% en PBS 0.01M pH 7.4 por 12
horas a 4°C. Los cerebros fueron congelados en hielo seco pulverizado, envueltos en parafilm y almacenados
a -70°C hasta su procesamiento.

2.3. Procesamiento de los cerebros

En un criostato con temperatura de 15°C dentro de la camara, se realizaron cortes coronales de 18 ym de
grosor a nivel del hipocampo dorsal (Bregma entre -2.8 y -3.8) de cerebros de ratas macho adultas. Los
cortes fueron colectados de manera consecutiva en PBS 0.01M pH 7.4 con la ayuda de un pincel previamente
desinfectado y tratado con RNAsa Zap (marca Ambion The RNA company); posteriormente los tejidos fueron
adheridos a portaobjetos (marca Fisher Scientific) y colocados en un disecador a una temperatura de 42°C

durante 12 horas (para secar los tejidos y eliminar burbdjas) antes de almacenarse a -70°C.

3. Radioinmunoensayo de tirotropina (TSH) en suero de rata

La medicion de la TSH en suero se realizé por radioinmunoensayo en muestras experimentales y controles
por triplicado. Para la obtencién de la curva estandar se afiadieron las siguientes cantidades de TSH: 10, 25,
50, 100, 250, 500, 1000, 2000 y 4000 pg en 200 ul de buffer de RIA (buffer fosfatos 50 mM pH 7.5, NaCl 150
mM, BSA 1%, EDTA 50 mM) y se agregaron 100 ul de antisuero a -TSH (1:375,000). Se tomaron varios
volumenes de las muestras de suero de rata a analizar (25, 50 y 100 ul) que se llevaron a un volumen final de
200 pl con buffer de RIA y se les afadieron 100 ul de antisuero a—TSH (1:375,000). Se incubaron las
muestras por 24 horas a temperatura ambiente (T°A) y se agregé a cada uno de los tubos 100 ul de buffer de
RIA con 10,000 cpm’s de 125 TgH. Después de incubar nuevamente por 24 horas a T°A, se adicion6 a todos
los tubos 100 pl de inmunoglobulina de conejo (1:40) en PBS (buffer fosfatos 50 mM pH 7.5, 150 mM NacCl).
Se agreg6 a cada tubo 100 ul de suero normal de conejo al 2% en PBS, y se dej6 incubando a T°A por 2
horas antes de adicionar 1 ml de polietilenglicol al 4% en PBS para inducir la precipitacién del complejo

anticuerpo secundario - anticuerpo primario.

El precipitado se recuper6 por centrifugacién a 5,000 rpm’s durante 30 min, se aspiré el sobrenadante y se
determind la radioactividad en un contador de emisiones gama (y). Finalmente se calcul6 la cantidad de pg de

TSH presentes en cada suero por comparacion con la curva estandar.

4. Purificacién y linearizacién de los plasmidos

Los plasmidos utilizados en los ensayos de hibridacion in situ fueron previamente clonados y el ADN

purificado de acuerdo al protocolo de QIAGEN (Ver anexo 1).
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Se linearizaron 20ug de cada plasmido durante aproximadamente 4 horas a 37°C. Para PPIl se usaron 20
unidades de la enzima de restriccién EcoR1 (marca New England Biolabs Inc. 20,000 U/ml) en 10 ul de buffer
NE1 10X y H,O-ISH para completar un volumen final de 100 pl. Para GAD65 se usaron 20 unidades de la
enzima de restriccion Xbal (New England Biolabs Inc. 20,000U/ml) en 10 ul de buffer NE4 10X y H,O-ISH
hasta completar un volumen final de 100 pl. Para verificar la linearizacion total de los plasmidos se corrié un

gel de agarosa al 1% (Figura 16).

La purificacion del ADN linearizado se llevé a cabo mediante extraccién 1:1 (v/v) de fenol: cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1), recuperacién del sobrenadante por centrifugaciéon rapida de 5 min a 7,000 rpm’s a T°A, 1
volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), recuperacién del sobrenadante por centrifugacién rapida de
5 minutos a 7,000 rpm’s a T°A, adicién de 1/25 de volumen de NaCl 5 M + 2 volimenes de etanol absoluto
frio, precipitaciéon de 12 horas a -20°C, recuperacion del precipitado por centrifugacién de 30 minutos a 13,500
rpm’s a 4°C, aspiracién del sobrenadante, lavado del precipitado con ¥z volumen de etanol al 75% por 5 min a
4°C y 10 minutos de secado a T°A. Finalmente los pldsmidos fueron resuspendidos en 20 uyl de H,O-ISH. Su
concentracion final se determiné por cuantificacién en un nanodrop a 260 nm y se corrié 1ug de la muestra en

un gel de agarosa al 1% para confirmar la calidad del ADN.

PPIl  PPIll-EcoR1 Marcador
\Y)
===
e Pre—"
& e—
| S o
Sram—

¥

Figura 16. Plasmido de PPII. A. Mapa del plasmido pSPT19-PPII que tiene insertada una parte de la secuencia del cDNA del gen PPII de
rata y presenta sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion. B. Andlisis electroforético de 1pg del plasmido de PPII sin digerir,

linearizado con EcoR1 por 4 horas y 0.5 ug de marcador de peso molecular IV (0.07-19.3 kpb).

5. Marcaje de las sondas
5.1. Transcripcién in vitro de la sonda PPIl con *S a-UTP

Después de secar 125 pCi de uridin 5’ trifosfato, RS (NEC 039H; actividad especifica de 1250 Ci/mmol al
empagque), durante 10 minutos en un evaporador de muestras (Savant). En un tubo limpio se prepararon 10.2
gl de la mezcla de transcripcion que contenia: (0.7 ul de H,O-ISH, 1.2 ul de buffer de transcripcion 10X, 1.2 pl
de DTT 0.1M, 2.4 ul de mezcla de nucledtidos A,G,C (2.5 mM), 2.8 ul de r-UTP 10 uM frio y 0.7 pl de inhibidor
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de ARNasas (40 U/ul), la marca que contiene el is6topo radioactivo previamente evaporada en el savant, fue
resuspendida en 4.5 pl de la mezcla de transcripcién, se le adicion6 1 ug de plasmido pSPT19-PPII
linearizado (previamente desnaturalizado por 3 min a 65°C e inmediatamente colocado en hielo) y 1 ul de
ARN polimerasa T7 (marca New England Biolabs Inc. 5,000 u/ml). La reaccién se dej6 por 1 hora a 37°C, al
termino del tiempo se adicioné nuevamente 1 ul de ARN polimerasa T7 y se dej6 incubando a 37°C por 1
hora, finalmente se adicionaron 1ul de ARNt 10mg/ml, 1 yl de ADNasa | (10 U/ul) y 1 ul de inhibidor de
ARNasas (40 U/ul) y se incubé durante 45 minutos a 37°C.

Para detener la reaccién se colocé el tubo en hielo y se le adicioné solucién ribostop (NaOAc 0.6 M pH 4,
EDTA 10 mM, SDS al 1%) hasta completar un volimen final de 50 pl . Se tomé una alicuota de 1 pl del
transcrito marcado al cual se le adicionaron 24 pl de solucion precipitadora (EDTA 10 mM pH 8, SDS 0.1% y
ARNt 0.5 mg/ml) para llevar a cabo la determinacion del porcentaje de incorporacion de la sonda en un

contador de radiaciones B (Ver anexo 2.b).

La recuperacién del transcrito marcado se llevé a cabo por extraccion 1:1 (v/v) de fenol: cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1), aspiracion del sobrenadante por centrifugacion rpida de 5 minutos a 7,000 rpm’s a T°A,
extraccibn con 1 volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), aspiracion del sobrenadante por
centrifugacioén rapida de 5 minutos a 7,000 rpm’s a T°A, precipitacién adicionando 1/25 de volumen de NaCl 5
M + 3 volimenes de etanol absoluto frio guardando por 12 horas a -20°C (se puede acelerar la reaccién
guardando a -70°C por 4 horas minimo). El precipitado se recuperd por centrifugacion de 30 minutos a 13,500
rom’s a 4°C, se aspir0 el sobrenadante y se le dieron 5 minutos de secado a la pastilla a T°A. El transcrito fué
resuspendido en 45 ul de H,O-ISH + 5 ul de DTT 0.1 M. Se realiz6 una segunda precipitancién agregando
nuevamente 1/25 de volumen de NaCl 5 M + 3 volimenes de etanol absoluto frio y se guardd por 2 horas a -
70°C. La recuperacién del precipitado se efectud por centrifugacion de 30 minutos a 13,500 rpm’s a 4°C, se
aspir6 el sobrenadante y se le dieron 5 minutos de secado a la pastilla a T°A, se resuspendié en 45ul de H,O-
ISH + 5 yl de DTT 0.1 M. Se tom6 una alicuota de 1 pl para llevar a cabo la determinacion de la eficiencia de

incorporacion al transcrito después de la recuperacién en un contador de radiaciones B (Ver anexo 2.b).

5.2. Transcripcion in vitro de la sonda GAD65 con digoxigenina 11 a-UTP

Debido a que la sonda GAD que empleariamos en los ensayos de hibridacion in situ, poseia un tamafio
molecular relativamente grande (aproximadamente 824 pb), se llevd a cabo la hidrélisis alcalina de la sonda
para obtener fragmentos cortos de aproximadamente 100 pb, que penetrarian con mayor facilidad los tejidos

(ver anexo 3.b)

Para marcar con digoxigenina la sonda de GADG65, se desnaturalizd durante 3 minutos a 65°C 1 ug del
plasmido linearizado y se colocd inmediatamente en hielo. Posteriormente fue resuspendido en 20 pl de
mezcla de transcripcion que contenia: 2 pl buffer de transcripcién 10X, 1 yl de DTT 0.1M, una mezcla de 3 pl
de nucleétidos A,G,C (10mM), 4 pl de rUTP frio 1 mM, 2 pl de digoxigenina 11 o-UTP 10 mM y 20 unidades
de inhibidor de ARNasas 40U/ul). Se agregaron 30 unidades de ARN polimerasa T3 (marca Roche, 5000

u/ml) y H,O-ISH hasta completar el volumen final. La reaccién se dejo a 37°C por 1 hora, y transcurrido el
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tiempo de incubacién se adicionaron nuevamente 30 unidades de ARN polimerasa T3 al tubo de reaccion. Se
dejé 1 hora mas a 37°C, se adicionaron 10 unidades de ADNasa | (10 U/ul), 20 unidades de inhibidor de
ARNasas (40 U/ul), 1 pul de ARNt 10 yg/ml y se dejé incubando a 37°C por 45 minutos finales. Para detener la
reaccion se agregdé DTT 20 mM hasta completar un volumen final de 100 pl. La precipitacion del transcrito
marcado se llevd a cabo adicionando 1/25 de volumen de NaCl 5 M + 3 volumenes de etanol absoluto frio y
se dejo por 12 horas a -20°C. El transcrito fue recuperado con centrifugacion de 30 minutos a 13,500 rpm’s a
4°C, se aspir6 el sobrenadante y se dejé secar la pastilla por 5 minutos a T°A. La sonda fue resuspendida en
45 yl de H20-ISH + 5 pl de DTT 0.1 M. Se hizo una segunda precipitacion adicionando nuevamente 1/25 de
volumen de NaCl 5 M + 3 volumenes de etanol absoluto frio, se dejé al menos 2 horas a -70°C precipitando,
el transcrito se recuperé por centrifugacion de 30 minutos a 13,500 rpm’s a 4°C, se aspir6 el sobrenadante y
se dej6 secar la pastilla por 5 minutos a T°A. Finalmente la sonda recuperada fue resuspendida en 45 pl de
H20-ISH + 5 yl de DTT 0.1 M y almacenada a -70°C hasta su uso. Se tomé una alicuota de 1pl para llevar a
cabo la determinacién de la eficiencia de incorporacion de la digoxigenina 11 «-UTP al transcrito a través de
una electroforesis con gel de acrilamida (bis) al 6%, que se transfiri6 a una membrana de nilon para la

deteccién de la sonda marcadas mediante una reaccion de color con fosfatasa alcalina (ver anexo 3.a).

6. Hibridacion in situ sencilla con la sonda PPIl **S- a-UTP
6.1. Tratamiento de pre- hibridacién para tejidos perfundidos

La preparacion de los tejidos de animales perfundidos para la hibridacion in situ se llevé a cabo en laminillas
con cortes de 18 ym de grosor y mantenidas a -70°C, que fueron colocadas en jarras koplin y sometidas a los

siguientes tratamientos, todos con agitacion:

e 1 lavado en PBS 1X por 3 minutos a T°A (PBS 10X, NaCl 1.36 M, KH,PO, 14.7 mM, NA,HPO, 80
mM, KCI 26.8 mM, aforar a 1 L con H,O-ISH)

e 1 lavado en tritén X-100 al 0.3%/ PBS 1X por 15 minutos a T°A

e 1 lavado en PBS 1X por 3 minutos a T°A

e Incubacion con proteinasa K (1 ug/ml) preparada en fresco (EDTA 0.5 M pH 8, Tris 1 M pH 8, H, O-
ISH) por 30 minutos a 37°C

e 1 lavado en paraformaldehido al 4%/ PBS 1X por 5 minutos a T°A

e 2lavados en PBS 1X de 3 minutos cada uno a T°A

e Acetilacion con &cido anhidrido acético 0.25%trietanolamina (0.1M)/ SSC 4X (preparar en fresco y
agregar el 4cido acético anhidro 1 minuto antes de usar, proteger de la luz) por 10 minutos a T°A

e 1 lavado en formamida al 50%/ SSC 2X por 30 minutos a 37°C. Mientras se van hibridando las

laminillas se mantienen en esta solucion.
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6.2. Buffer de hibridacién
Se preparé en fresco 1 ml de buffer de hibridacién adicionando cada reactivo en el siguiente orden:

100 pl de SSC 20X, 10 ul de Denhardt’'s 100X, 250 ul de Tris HCI 1M pH 8, 10 pl de DTT 1M, 55 ul de H,0O-
ISH, 0.1 g de dextran sulfato, 25 yl de ADNss (previamente desnaturalizado a 65°C por 10 minutos y puesto
inmediatamente en hielo), 500 ul de formamida ultrapura desionizada (pre-caletada a 37°C antes de usar) y
50 ul de SDS 10%; se mezclé todo perfectamente con la ayuda de un vortex manteniéndo el tubo protegido

de la luz (se guard6 en un horno a 55°C durante unos minutos para facilitar que se diluyera el dextran).

6.3. Hibridacién in situ

Cada laminilla contenia cuatro cortes de cerebro y se hibridaron con 50 ul de una mezcla de hibridacién que
contenia 500,000 cpm’s de la sonda de PPII ¥s- -UTP, 0.3 pl de DTT 1M y buffer de hibridacién hasta
completar el volumen final. La mezcla se colocé sobre los tejidos y con la ayuda de una pinza se cubrieron
con un parafilm del tamafio exacto que abarcaban los cortes en cada laminilla. Con ayuda del parafilm se
distribuyé de manera uniforme la mezcla de hibridacién sobre los tejidos, evitando la formacion de burbujas.
Las laminillas se colocaron dentro de camaras himedas que contenian en la tapa una cama de papel
absorbente con SSC 1X/ formamida 1:1. Fueron perfectamente selladas con cinta adhesiva alrededor de las

camaras y colocadas en posicion vertical en un horno a 55°C durante 12 horas.

6.4. Lavados post- hibridacién

Se sacaron las cajas humedas del horno y les fue retirado cuidadosamente el parafim a cada una de las
laminillas, sumergiéndolas en buffer SSC 1X a T°A (SSC 20X, NaCl 3 M y Citrato de Sodio 0.3 M, aforara 1 L
con H,O-ISH) y la ayuda de una pinza. Las laminillas fueron colocadas en jarras koplin y se realizaron una

serie de lavados para eliminar el pegado inespecifico de la sonda. Todos los pasos fueron con agitacion:

e 1 lavado en buffer SSC 1X por 15 minutos a T°A

e 1 lavado en buffer de ARNasas 1X (29.22 g de NaCl, 10 ml de Tris HCI 1M pH 8, 2 ml de EDTA 0.5M
pH 8 en 1 litro de H20-ISH) sin enzima por 5 minutos a 37°C

¢ 1 lavado con ARNasa A (50 pg/ml) disuelta en buffer de ARNasas 1X durante 1 hora a 37°C

e 1 lavado en buffer SSC 1X por 15 minutos a 65°C

e 1 lavado en buffer SSC 0.5X por 15 minutos a 65°C

e 2 lavados en buffer SSC 0.1X de 15 minutos cada uno a 65°C

Los tejidos fueron deshidratados con lavados en un tren de etanol en orden de concentracion: 70%, 80%,
95%, 100%, 100% de 3 minutos cada uno.

Antes de recubrir los tejidos con la emulsion fotografica (marca NTB Kodak, ver anexos), las laminillas fueron

colocadas en canastillas y se dejaron secando de 2-3 horas a T°A, cubriéndolas del polvo.
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6.5. Analisis a nivel microscopico de la sefial de PPIl por densitometria

Los tejidos hibridados con la sonda PPII fueron examinados utilizando un analizador de imagenes Mercator;
Explora Nova en un microscopio Axioscope (Zeiss) acoplado a una camara de video (Sony, ExwaveHAD color
video camera). La cuantificacién se realiz6 en campo oscuro con el objetivo 5X. Se colocaron una a una las
laminillas seleccionadas bajo el microscépio (se usaron las rebanadas que se encontraron en mejor estado
tanto morfolégicamente como en la sefial de hibridacién) y se delimitd cada una de las sub-regiones del
hipocampo correspondientes a CA1l, CA2, CA3, CA4 y el giro dentado con el mouse de la computadora. El
analisis cuantitativo de la sefial radioactiva (deposicion de granos de plata sobre los tejidos expuestos a la
emulsién fotografica) generado por el programa Mercator, detecté en un area delimitada por el usuario la
intensidad de luz reflejada por cada grano de plata, la cudl fue llamada densidad éptica integrada (DOI). El
sistema Mercator, cuenta con un sensor de coordenadas que se adapta a la platina del microscopio, a la
camara de video y a un monitor que permitié observar la imagen amplificada de la sefial vista con el

microscopio.

7. Doble hibridacién in situ con las sondas PPIl *S a-UTP y GAD65 digoxigenina 11 a-UTP
7.1. Tratamiento de pre- hibridacién de los tejidos perfundidos

Para preparar los tejidos de animales perfundidos para la doble hibridacion in situ, las laminillas con los cortes
de 18 ym de grosor previamente mantenidas a -70°C, fueron colocadas en jarras koplin y sometidas a los

siguientes tratamientos, todos con agitacion:

e 1lavado en PBS 1X por 3 minutos a T°A

e 1 lavado en tritdn X-100 0.3%/ PBS 1X por 15 minutos a T°A

e 1 lavado en PBS 1X por 3 minutos a T°A

e Incubacion con 1ug/ml de proteinasa K preparada en fresco (EDTA 0.5 M pH 8, Tris 1 M pH 8, H, O-
ISH) por 30 minutos a 37°C

e 1 lavado en paraformaldehido al 4%/ PBS 1X por 5 minutos a T°A

e 2lavados en PBS 1X de 3 minutos cada uno a T°A

e Acetilaciéon con acido anhidrido acético 0.25%trietanolamina (0.1M)/ SSC 4X (preparar en fresco y
agregar el 4cido acético anhidro 1 minuto antes de usar, proteger de la luz) por 10 minutos a T°A

e 1 lavado en formamida al 50%/ SSC 2X por 30 minutos a 37°C. Mientras se van hibridando las

laminillas se mantienen en esta solucion.

7.2. Buffer de hibridacion
Se preparé en fresco 1 ml de buffer de hibridacién adicionando cada reactivo en el siguiente orden:

100l de SSC 20X, 10 pl de Denhardt’'s 100X, 250 ul de Tris HCI 1 M pH 8, 10 pyl de DTT 1 M, 55 pl de H,0O-
ISH, 0.1 g de dextran sulfato, 25 ul de ADNss (previamente desnaturalizado a 65°C por 3 minutos y colocado

inmediatamente en hielo), 500 pl de formamida ultrapura desionizada y 50 yl de SDS 10%; se mezclé todo
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perfectamente con vortex y el tubo de reaccién se mantuvo protegido de la luz (se guard6 en un horno a 55°C

durante unos minutos para facilitar que se diluyera el dextran).

7.3. Doble hibridacién in situ

Cada laminilla con cuatro cortes coronales se hibridé con una mezcla de hibridacién que contenia 500,000
cpm’s de la sonda de PPIl *S o-UTP, 3 pl de sonda GAD65 digoxigenina 11 o-UTP, 0.75ul de DTT 1M y
buffer de hibridacion hasta completar un volumen final de 50 pl. Los transcritos fueron previamente
desnaturalizados por 5 minutos a 65°C y colocados inmediatamente en hielo. La mezcla de hibridacion se
coloco sobre los tejidos y con la ayuda de una pinza se cubrieron con un parafilm del tamafio exacto que
abarcaban los cortes en cada laminilla. Con ayuda del parafilm se distribuyé de manera uniforme la mezcla
sobre los tejidos, evitando la formacion de burbujas. Las laminillas se colocaron dentro de cdmaras humedas
gue contenian en la tapa una cama de papel absorbente con SSC 1X/ formamida 1:1. Fueron perfectamente
selladas con cinta adhesiva alrededor de las camaras y colocadas en posicion verticar en un horno a 55°C

durante 12 horas.

7.4. Lavados post- hibridacion y deteccién de la digoxigenina

Se sacaron las cajas himedas del horno y les fue retirado cuidadosamente el parafilm a cada una de las
laminillas, sumergiéndolas en buffer SSC 1X a T°A (SSC 20X, NaCl 3 M y Citrato de Sodio 0.3 M, aforara 1 L
con H,O-ISH) y la ayuda de una pinza. Las laminillas fueron colocadas en jarras koplin y se realizaron una

serie de lavados para eliminar el pegado inespecifico de las sondas. Todos los pasos fueron con agitacién:

e 1 lavado en buffer SSC 1X por 15 minutos a T°A (SSC 20X,

¢ 1 lavado en buffer de ARNasas 1X (29.22 g de NaCl, 10 ml de Tris HCI 1M pH 8, 2 ml de EDTA 0.5M
pH 8 en 1 litro de H20-ISH) sin enzima por 5 minutos a 37°C

e 1 lavado con ARNasa A (50 yg/ml) disuelta en buffer de ARNasas 1X durante 1 hora a 37°C

e 1 lavado en buffer SSC 1X por 15 minutos a 65°C

e 1 lavado en buffer SSC 0.5X por 15 minutos a 65°C

e 2 lavados en buffer SSC 0.1X de 15 minutos cada uno a 65°C

e 1 lavado en solucion de bloqueo (SSC 2X, tritdn X-100 al 0.05%, BSA 2%) por 5 horas a T°A

A cada laminilla se le agregé una dilucién 1:50 de a -digoxigenina acoplada a peroxidasa alcalina (a-dig POD)
en buffer de dilucion de anticuerpo (SSC 2X, triton X100 al 0.3%, BSA al 1%). Se cubrieron los tejidos con
parafilm nuevamente y las laminillas se colocaron camaras himedas que contenian en la tapa una cama de
papel absorbente con H20-ISH. Fueron perfectamente selladas con cinta adhesiva colocada alrededor de las

camaras y colocadas a 4°C por 42 horas en posicion vertical.
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7.5. Incubacién con a-dig-peroxidasa y revelado con un sustrato colorido

Después de la incubacion con el a-dig POD las laminillas fueron sumergidas en buffer A (Tris HCI 0.1 M pH
7.6, NaCl 0.15 M) para retirar el parafilm cuidadosamente con la ayuda de una pinza y fueron colocadas en
jarras koplin. Para llevar a cabo la deteccién de la peroxidasa en los tejidos, se realizaron los siguientes

pasos:

e 2 lavados en buffer A de 10 minutos cada uno a T°A con agitacion

e 2 lavados en buffer Tris 0.05 M pH 7.6 de 5 minutos cada uno a T°A con agitacion

e Revelado de la actividad peroxidasa usando como sustrato 3,3 -diaminobencidina (DAB) al 0.025% y
H,0, al 0.0036% en Tris 0.05 M pH 7.6 a 4°C (se prepard un stock con 0.025 g de DAB en 500 pl de
Tris 0.05 M pH 7.6; el revelado se llevé a cabo en aproximadamente 5 horas)

e 1 lavado en buffer Tris HCI 0.05 M pH 7.6 para detener la reaccion

Las laminillas se dejaron secar de 2-3 horas a T°A antes de emulsionar con la pelicula fotografica (marca NTB

Kodak, ver anexo 4).

7.6. Cuantificacion de células positivas mediante el uso de un analizador de imagenes

Una vez realizados los ensayos de doble hibridacién in situ, se procedid a la identificacion de las células que
fueron positivas a los ARN’s mensajeros de interés mediante examinacion de las laminillas con un sistema
analizador de imégenes, Mercator; Explora Nova, en un microscopio Axioscope (Zeiss) acoplado a una

camara de video (Sony, ExwaveHAD color video camera).

La cuantificacién de células se realiz6 en campo claro con objetivo de 20X. Fueron delineadas con el mouse
las sub-regiones del hipocampo analizadas en este estudio correspondientes a CA1, CA2, CA3, CA4 y giro
dentado. El analisis comprendi6 la cuantificacion de cortes consecutivos de cada uno de los animales de los
distintos grupos. El porcentaje de colocalizacion se midi6é con respecto al nimero total de células GAD65 y

PPII por subregion.
8. Presentacién de los datos y andlisis estadistico de los resultados

Los datos cuantitativos son resumidos en forma de la media = el valor de el error estandar (esm). Se
determiné la significancia estadistica usando el analisis de varianza ANOVA de una sola via. Cuando se
compararon las diferencias entre los promedios de dos grupos, se empleé la prueba de student, “t”. Las

diferencias fueron consideradas significativas cuando P < 0.05.
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RESULTADOS
1. Efecto del hipertiroidismo sobre la concentracion de TSH en suero de rata

El resultado del radioinmunoensayo (RIA) de las muestras de los animales administrados con 10 ug de
hormona tiroidea T3 durante 5 dias, presentaron una disminucion drastica en la cantidad de TSH detectada en
el suero sanguineo en relacion a la detectada en los animales vehiculo (1.09 ng/ml vs 0.23 ng/ml, figura 18).
Esta disminucion refleja el efecto de las hormonas tiroideas en la retroalimentacion negativa sobre el eje HTP,
tanto a nivel del NPV donde se sintetiza y secreta la TRH, como a nivel de la adenohipofisis (Lechan en
1987).

Cuantificaciéon de TSH por RIA

L

Vehiculo

Figura 18. Efecto del tratamiento con triiodotironina, Ts sobre los niveles de TSH en el suero de ratas detectado por RIA. La
concentracion circulante de TSH observada en el grupo de animales vehiculo fue de 1.1 ng/ml contra 0.21 ng/ml de TSH en los animales
tratados con T,. Estos resultados muestran que el incremento en los niveles circulantes de hormona tiroidea ejercieron una inhibicion del
eje HTP a nivel de la sintesis y liberacion de la TRH y la TSH. El nimero total de animales analizados en cada grupo (n) dentro de los
recuadros blancos en las barras y el error estandar de la media (esm + 0.5) se sefialan. El andlisis estadistico se realiz6 mediante una
prueba de studen (t) de dos vias (P < 0.05).

2. Las subregiones que conforman al hipocampo comprenden distintas areas

Para llevar a cabo el andlisis de la sefial obtenida en los ensayos de hibridacion in situ, es muy importante
delimitar de manera correcta el area que corresponde a cada una de las subregiones que conforman al
hipocampo. Los limites entre una subregion y otra pueden ser visualizados con mayor facilidad mediante el
uso de tinciones sobre los tejidos que las hagan evidentes, existen diferencias ademas de en el tamafio, en
su composicion y densidad celular. Si se realiza una contra-tincién en los tejidos, incluso se pueden hacer las
delimitaciones de areas en campo claro, y después cambiar los parametros para cuantificar la sefal por
densitometria en campo oscuro con un objetivo 5X; con la practica estas diferencias entre una subregion y
otra se hacen mas evidentes y faciles de reconocer sin la necesidad de hacer este tratamiento previo. La

tincion de violeta de creilo, es una de las técnicas mas utilizadas ya que nos permite visualizar los nacleos de
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las células piramidales de CA1 a CA4 y de las granulares del GD, por ejemplo para en CA2 se observa una
intensa aglomeracion de nucleos en un area relativamente pequefia. Los datos ajustando el area, deben

forzosamente ser tomados en cuenta a la hora de realizar la cuantificacion de la sefial del ARNm.

La figura 20 muestra que el area de cada subregiéon hipocampal va de mayor a menor magnitud en el
siguiente orden: GD> CA1 >CA4 > CA3 > CA2 (figura 19). Las diferencias del tamafio entre las areas fueron
relacionadas mediante un analisis de varianza que reflejé que el area del GD es significativamente mayor que
CA2 (P < 0.001); CA1 mayor que CA2y CA3 (P<0.001). La diferencial entre CA2 y CA3 no es significativa (P
> 0.05).

Area de cada sub-regién del hipocampo de rata adulta

R

Unidades arbitrarias para um2

ca2 (N caq

Figura 19. El area que comprende cada una de las distintas subregiones que conforman al hipocampo (CA1, CA2, CA3, CA4, GD) fue
delimitada mediante el analizador de imagenes Mercator, para cada uno de los cortes coronales que se incluyeron en las pruebas de
hibridacién in situ. A. El area de cada subregién analizada va de mayor a menor tamafio en el siguiente orden: GD> CA1 >CA4 > CA3 >
CA2. Se calcul6 para cada subregion el error estandar de la media (esm + 0.5), el cual es un indicativo de que la delimitacién manual del
area para cada cerebro analizado en los ensayos se hizo de manera correcta, no mostrando grandes variaciones en ninguna de las
subregiones. El andlisis de varianza de una via revel6 diferencias significativas entre CA2 vs CAl, CA4 y el GD (P < 0.001). B. Fotografia
del hipocampo tefiida con violeta de cresilo, con las subregiones delimitadas donde se pueden apreciar que los limites entre una region y

otra, asi como sus distintas composiciones celulares.

3. Distribucién del ARNm de PPIl en el hipocampo de la ratas vehiculo y tratadas con T;

Los tejidos hibridados con la sonda de PPIl marcada radioactivamente (358-PPII), permitio la localizacién del

ARNmM de esta enzima en el cerebro de la rata macho adulta, el cual coincidié con lo reportado previamente
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por el grupo de Heuer et al., 2000. El analizador de imagenes Mercator; Explora Nova, en un microscopio
Axioscope (Zeiss) acoplado a una camara de video (Sony, ExwaveHAD color video camera) nos permitio
construir un mapa formado por imagenes individuales tomadas en campo oscuro con un aumento 5X a la
altura del hipocampo dorsal (figura 20). La figura nos muestra que hay una cantidad elevada de sefal

positiva para PPIIl en parte de la formacion hipocampal de CAy en la corteza cerebral.

Mapa de la distriibucion de PPII-355 en el
Cerebro de rata macho adulta T3. YVO, 2011

Figura 20. Mapa de la distribucién del ARNm de la PPII en un corte coronal de cerebro de una rata macho adulta hipertiroidea, a nivel del
hipocampo dorsal. Reconstruccion de la regién formada por 135 fotografias, tomadas en campo oscuro con un aumento 5X con un
microscopio adaptado a una camara video (Sony, ExwaveHAD color video camera). En esta imagen podemos apreciar que PPIl esta
ampliamente distribuido en el SNC, en regiones como la corteza, el hipocampo, presubiculo, subiculo, parasubiculo.

4. Andlisis densitométrico de la sefial del ARNm de la PPIl en el hipocampo de animales vehiculos y
tratados con T

La distribucion del ARNm de la enzima PPII se realiz6 examinando la intensidad de luz reflejada por grano de
plata dentro del area delimitada y asignandole unidades de densidad éptica integrada (DOI) x unidad de &rea

con el analizador de imagenes Mercator; Explora Nova.

El hipocampo dorsal de los animales tratados con T3 registré un aumento significativo en la expresién de la
PPII (DOI) en la mayoria de las subregiones del hipocampo (Gréfica de la figura 21): CA2 (1216 + 147 vs
3220 + 480. ANOVA, P <0.001; ), CA3 (1117+ 148.7 vs 2515 + 525.2, ANOVA, P < 0.01), CA4 (2106 + 427 vs
3445 + 504.4, ANOVA, P < 0.01) y GD (1111 + 115.6 vs 2110 + 179.1, ANOVA, P < 0.05); excepto en CAl
(689.6 + 90 vs 1030 + 131, ANOVA, P > 0.05). En cada corte la sefial se cuantific6 en ambos hemisferios,

izquierdo y derecho.
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Figura 21. Efecto del tratamiento con hormona tiroidea T; en los niveles de expresién de la PPIl en el hipocampo dorsal de rata.
Cuantificacion en el hipocampo de ratas vehiculo (n=8) e hipertiroideas (n=8) de la densidad 6ptica integrada dentro del area delimitada.
Observamos una distribucion diferencial de la sefial para cada subregién del hipocampo. CA2, presentan los incrementos mas
consistentes en la expresion de la enzima, seguidos por CA3, CA4 y el GD (ANOVA. *= P < 0.05, **= P < 0.01, **= P < 0.001, ns= P >
0.05).

Las imagenes comparativas de la hibridacion in situ de PPIl de un animal tratado contra un animal vehiculo
(figura 22), muestra las diferencias registradas por el analizador de imagenes; al comparar la sefial se
observa una mayor intensidad de la sefial en las subregiones CA2 y CA4 de las ratas hipertiroideas.

In situ de PPII-35S en Hipocampo de
rata Hipertiroidea, YVO, 2010

In situ de PPII-35S en Hipocampo,
Vehiculo, YVO, 2010
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Figura 22. Expresion de la PPII en el hipocampo de ratas tratadas con T3 y vehiculos. La imagen de la hibridacion in situ de PPIl muestra
las diferencias sefialadas por el andlisis estadistico entre la expresién de la PPIl. A. Hemisferio izquiero del hipocampo de una rata

hipertiroidea. B. Hemisferio izquiero del hipocampo de una rata hipertiroidea; y un vehiculo.

5. Cuantificacion de células positivas a PPIl en el hipocampo de ratas hipertiroideas

Realizando un “pseudo” contraste de fases en el microscopio 6ptico fué posible identificar las células positivas
a la sefial de la PPII, detectadas mediante la técnica de hibridacién in situ en cada una de las subregiones del
hipocampo. Esta cuantificacion fue obtenida de forma preliminar sin correlacionarla con al area de cada
subregién, y s6lo se usa para mostrar que en CA4 se observa una cantidad muy elevada de células que

expresan a la PPII (figura 23).

Miumero de células que expresan &l ARMm
de la PFllen el hipocampo de rata

¥ Total de células

CAl CAa2 CA3 Cada GD
Sub-regiones del hipocampo

Figura 23. Nimero de células PPII positivas en cada una de las subregiones del hipocampo de ratas hipertiroideas. Los datos no aqui
presentados no estan ajustados por unidad de area de cada subregion para observar que CA4 presenta niveles muy altos de células
PPII, los cuales son significativos con respecto a las células contabilizadas en el resto de las subregiones (ANOVA. **= P < 0.01, **= P <

0.001, n=8).

6. Cuantificacion de células positivas a GAD en el hipocampo de ratas vehiculo y tratadas con T3

Para examinar si la expresion de GAD era afectada por el tratamiento con hormona tirodea T3, se realiz6 un
analisis comparativo entre la sefial positiva a GAD en el grupo de ratas vehiculos, contra la sefial positiva
presente en el hipocampa de las ratas suministradas con T3. Los resultados obtenidos de la cuantificacién no
mostraron diferencias significativas entre los dos grupos (ANOVA, ns= P > 0.05) en ninguna de las
subregiones del hipocampo, lo cudl sugiere que el aumento en la concentracion de hormona T3 regula la

expresion del ARNm de PPII pero no de GAD en el hipocampo de rata adulta (Figura 24).
45



140 Expresion del ARNm de GAD en el hipocampo

Vehiculos

ns LR EY

120 —
"
3 [
2 100
©
o
©
© g
- 80
©
3
kel ns

—
g 60
£ I
= ns
4 40 ra—
ns
I Lo |
20 z I
1 .
cAl ca2 CA3 cad GO

Subregiones del hipocampo

Figura 24. Numero total de células que expresan al ARN mensajero de GAD65 en cada una de las subregiones del hipocampo de ratas
vehiculos e hipertiroideas. El tratamiento con hormona tiroidea T3, no afecté el nimero de células presentes en ninguna de las
subregiones del hipocampo (ANOVA, ns= P > 0.05, n=8). El resultado de la cuantificacién de nimero de células por subregién sin ajustar
el area el mayor nimero de neuronas de tipo GABAérgico se distribuyen en CAly el GD (ANOVA, ns= P > 0.05, n=8).

7. Distribucion del ARNm de GAD en el hipocampo de rata hipertiroidea

Ya que el nimero de células positivas a GAD65 presentes en el hipocampo no muestran diferencias entre los
grupos tratado y vehiculos, las cuantificaciones en los siguientes ensayos se realizaron en los tejidos del

grupo de ratas tratadas con la hormona tiroidea T3, en las cudles es facil apreciar la sefial de la PPII.

Los ensayos de hibridacién in situ sencilla en los que se utilizando la sonda de ARN antisentido para GAD65-
digoxigenina, mostraron que su expresion fue positiva en todas las suregiones del hipocampo, con niveles
mayores en la parte més profunda de la capa gular y el hilus del giro dentado. Estas observaciones coinciden
con los resultados publicados por Esclapez, et al., 1994 (figura 25.A); en esta misma referencia se afirma que
la distribucion de la isoforma GAD67 es similar a la de GAD65 en el hipocampo de rata, por lo que los
ensayos de hibridacion in situ sencilla y doble colocalizacién se centraron unicamente en la deteccion de la

isoforma GADG65, facilitando la investigacion.

Através de un mapa construido por imagenes individuales tomadas en campo claro con un objetivo 5X del
hemisferio izquierdo del hipocampo dorsal, observamos que la distribucion de las células positivas al ARNm
de GAD estuvo presente en todas las subregiones del hipocampo, en cortes coronales del hipocampo de rata
macho adulta (Figura 25.B). Otra region del cerebro donde se observé una amplia distribucion de sefial GAD
positiva fué la corteza cerebral. Las células marcadas son resultado de un precipitado perinuclear formado por

la actividad de la peroxidasa.
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Figura 25. Distribucion del ARNm de GAD65 en el hipocampo de rata macho adulta. A. Distribucion de las células GAD65 reportada por
Esclapez, et al., 1994, se observa que en la parte mas profunda de la capa de células polimorficas del GD y en el hilus hay un mayor
numero de células GAD positivas con respecto al resto de las subregiones de CA. B. La distribucién observada en los ensayos de
hibridacién in situ sencilla usando la sonda antisentido GAD65-digoxigenina muestran una distribucion similar a la reportada por
Esclapez, et al., 1994. CA, Cuerno de Ammon, GD, giro dentado; Gr, capa de células granulares; L-M, estrato lacunosum-molecular; Mo,
capa de células moleculares; O, estrato oriens; P, estrato piramidal; Po, capa de células polimoérficas; R, estrato radial.

8. Andlisis cuantitativo del numero de células que expresan a PPIl o GAD en el hipocampo de ratas
hipertiroideas

Se compararon directamente los datos obtenidos de las cuantificaciones de células PPIl o GAD, mediante las
cuales observamos que el nimero total de células que expresan al ARNm de GADG65 es notablemente menor
gue numero total de células PPIl en la mayoria de las subregiones del hipocampo, excepto el GD. En la
grafica (figura 26) es evidente que en CA4 el nimero total de células PPII positivas es significativamente
mayor que las egistrada en el GD (ANOVA. P < 0.001), y justamente el GD y CAl, son las subregiones
donde se observa el mayor niumero de células GABAérgicas. Sin embargo, solo en el GD esta diferencia fue
significativa (GD vs CA1, CA2, CA3, CA4, ANOVA. P < 0.001).
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Figura 26. Numero de células que expresan al ARNm de PPIl o GAD65 en cada una de las subregiones del hipocampo de rata macho

adulta, sin realizar un ajuste por areas. En la gréafica se resume la informacion presentada en las dos gréaficas anteriores (23 y 24). Aqui

se muestra claramente que el nimero de células PPIl es mayor al nimero de células GABAérgicas detectadas por el ensayo de
hibridacién in situ (ANOVA *= P < 0.05, **= P < 0.01, ***= P < 0.001, n=8).

9. Andlisis densitométrico del nimero de células que expresan a la PPIl o GAD en el hipocampo de

ratas hipertiroideas

Los datos mostraron que realizando un ajuste del numero de células registradas tomando en cuenta el area

delimita para cada subregién, se obtiene un dato mas sobre la densidad de celulas positivas a cada sonda.

En esta grafica de densidad (figura 27), se observa que CA2 presenta una mayor densidad de celulas PPII

con respecto al resto de las subregiones del hipocampo (ANOVA. P < 0.001).
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Figura 27. Densidad de células PPIl o GADG65 por subregiéon del hipocampo de rata macho adulta. El nimero de células fué ajustado al
area delimitada para cada subregion. La densidad de células de PPII (barras negras) en CA2 hace a esta region significativamente
distinta a las demas subregiones del hipocampo. Ademas se observa una notable poblacion de células GABAérgicas (barras moradas) en
el GD que es significativamente mayor que las cantidades registradas en CA3 y CA4 (ANOVA. *= P < 0.05, **= P < 0.01, ***= P < 0.001).

10. Distribucion de las células positivas a PPIl y GAD en el hipocampo de ratas hipertiroideas

detectada por ensayo de doble hibridacion in situ

Finalmente para determinar si la distribucién del ARNm observada para cada enzima coincidia en las mismas
células en algunas de las subregiones del hipocampo, se realizaron ensayos de doble hibridacién in situ y se
realiz6 un analisis de las imagenes para determinar si el precipitado perinuclear producido por la unién de la
peroxidasa con su sustrato (observado como circulos color café), sobrelapaba con la expresion de la PPII
visualizada como granos de plata sobre los tejidos, resultado de la exposicion y revelado de la emulsion
fotogréfica. Se realiz6 el analisis cuantitativo de las células que co-expresaron ambos ARN’s mensajeros en
las distintas subregiones del hipocampo, indicando que tan comln es esta colocalizacién. El resultado del
andlisis revelé que existe colocalizaciones de PPII-GAD en todas las subregiones del hipocampo, sin
embargo, el nUmero de coincidencias es diferencial entre una subregién y otra. Todo el andlisis se realiz6 en
cortes del grupo de ratas hipertiroideas para facilitar la deteccion del ARNm de la PPII en los sitios donde hay

baja expresion de la enzima, como en el giro dentado.

A continuacion se presentan de manera detallada imégenes con la colocalizacion de ambas enzimas en cada
subregion del hipocampo dorsal de rata. Aunque la distribucion de células GAD se encontro a través de todas
las capas que conforman a ssubregiones del hipocampo, las colocalizaciones con PPIl se detectaron
maoritariamente en la capa piramidal de CA. Por el contrario, en el giro dentado, la distribucion heterogénea
de células GAD positivas localizadas principalmente hacia la parte mas pronfunda de capa polimorfica y el

hilus no coinciden en su totalidad con la distribucién de la sefial de PPII confinada a la capa granular del GD.

10.1. Distribucién en la subregion CA1

En el mapa de la figura 28 se puede observar un tejido de hipocampo con tincién de violeta de cresilo, que
delimita el area donde se hicieron las cuantificaciones para CA1(A), asi como los distintos estratos que lo
conforman. En los demas paneles de la imagen (B-D) se pueden apreciar fotografias tomadas a diferentes
aumentos (10X, 20X y 40X) que sefialan células doblemente marcadas. La colocalizaciones cuantificadas
mediante el analizador de imagenes, Mercator, indicé que de la poblacion total de células PPII contabilizadas
en CAl alrededor del 7.6% son de origen GABAérgico, el otro 92.4% exhibe algin otro fenotipo ain no
conocido. El 7.6% de células doblemente marcadas PPII-GAD representan el 35.5% de la poblacién total de

células GABAérgicas detectadas en esta subregion (figura 29).
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Figura 28. Mapa representativo de la distribucion de las células doblemente positivas a los ARN’s mensajeros de PPII-GAD65 en CA1 del

hipocampo. A. Imagen del hemisferio derecho del hipocampo con tincién de violeta de cresilo, delimitando el area que abarca CA1, asi
como los estratos que lo conforman. B. CA1l, 5X. C. CA1, 10X y D. CAL, 40X de imagenes con colocalizaciones PPII-GAD. Las flechas

negras delgadas sefialan las células marcadas con la sonda antisentido de GAD65 (digoxigenina = color café) con sobreposicion de

granos de PPII (puntos negros dentro de las células color café) detectadas por el ensayo de doble hibridacién in situ. En esta subregion

se observo una densidad de células GABAérgicas significativamente mayor que la observada en CA3 y CA4, sin embargo, el nimero de

células que co-expresaron ambos ARN’s mensajeros es similar al observado en todas las subregiones de CA . Las colocalizaciones

estuvieron confinadas a la capa de células piramidales donde la sefial de PPIl es prominente. CA, Cuerno de Ammon; L-M, estrato

lacunosum-molecular; O, estrato oriens; P, estrato piramidal; R, estrato radial.
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Figura 29. Cuantificacién del nimero de células que co-expresan el ARNm de la PPIl y GAD65 en CAl. Mediante el analizador de

imagenes, Mercator, se contabilizé el nimero de células correspondiente a cada una de las poblaciones de interés y se determiné que de
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la poblacion total de células PPIl en CAl, alrededor del 7.6% exhiben un fenotipo GABAérgico, las cuéles corresponden al 35.5% de la
poblacion total de neuronas GABAérgicas de la subregion.

10.2. Distribucion en la subregién CA2

Las células doblemente marcadas para PPII-GAD, se localizaron principalmente en la capa piramidal de CA2
y a diferencia de las colocalizaciones observadas en las demas subregiones analizadas, las células GAD
mostraron una elevada saturacion de granos de plata, correspondientes a la sefial de la PPIl. En la imagen
30, se muestra un corte del hemisferio derecho del hipocampo con tincién de violeta de cresilo, que delimita el
area donde se hicieron las cuantificaciones para CA2 (A), asi como los estratos que lo conforman. En los
demas paneles de la imagen se pueden apreciar fotografias tomadas a diferentes aumentos (B, 10X. C, 20X y

D, 40X) que sefalan las células doblemente marcadas.

La densidad celular de PPIl en CA2 es més elevada que en cualquier otra subregion analizada, sin embargo,
de esta poblacion, alrededor del 6.5% fué de origen GABAérgico, por lo que inferimos que la mayoria de las
células de PPII presentes en esta subregion son de otro origen neuronal aun desconocido. Las células GAD
gue coéxpreron a la PPII correspondieron al 58.9% de la poblacién total de tipo GABAérgico aqui registrada

(Gréfica de la figura 31).

Figura 30. Mapa de imagenes representativas de la distribucion de las células doblemente positivas al ARNm de GADG65 y PPIl en CA2

del hipocampo. A. Imagen del hemisferio derecho del hipocampo con tincién de violeta de cresilo, delimitando el area que abarca CA2 y
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los estratos que lo conforman. B. CA2, 10X. C. CA2, 20X. D. CA2, 40X sefialando células colocalizadas. Las flechas azules y grandes,
sefialan células marcadas como positivas Unicamente para PPII; las flechas blancas de contorno negro, sefialan células Unicamente
positivas a GAD (B); las flechas negras delgadas sefialan las células doblemente marcadas PPII-GAD. CA, Cuerno de Ammon; L-M,

estrato lacunosum-molecular; O, estrato oriens; P, estrato piramidal; R, estrato radial.
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Figura 31. Cuantificacion del niumero de células que co-expresan el ARNm de la PPIl y GAD65 en CA2 del hipocampo. Mediante el
analizador de imagenes, Mercator, se contabiliz6 el nimero de células correspondientes a las poblaciones de interés. Se determiné que
de la poblacion total de células PPII positivas, alrededor del 6.5% exhiben el fenotipo GABAérgico, que corresponden al 58.9% del total

de la poblacién GABAérgica presente en esta zona.

10.3. Distribucién en la subregion CA3

En la figura 32 se muestra un corte del hemisferio derecho del hipocampo con tincién de violeta de cresilo,
gue delimita el area donde se hicieron las cuantificaciones para CA3 (A), este reactivo quimico se une
principalmente al DNA por lo cual podemos visualizar la tincion de los nlcleos, los cuales muestran una
mayor densidad dentro de la capa piramidal de CA y la capa granular del GD. En la imagen se pueden
apreciar los distintos estratos que la conforman a CA3. En los demas paneles de la imagen se aprecian

fotografias con diferentes aumentos (B, 10X. C, 20X y D, 40X) que sefialan células doblemente marcadas.

En esta subregion se observo que de la poblacion celular de PPII Gnicamente el 4.3% es de tipo GABAérgico,
este porcentaje de células corresponde al 60% de poblacion total de células GABAérgicas presentes en esta

zona del hipocampo (Figura 33).
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Figura 32. Mapa de imégenes representativas de la distribucion de las células doblemente positivas al ARNm de GADG65 y PPIl en CA3

del hipocampo. A. Imagen del hemisferio derecho del hipocapo con tincién de violeta de cresilo, delimitando el area que abarca la
subregion de CA3 y los distintos sustratos que la conforman. B. CA3, 10X. C. CA3, 20X y D. CA3, 40X sefialando células colocalizadas
en distintos aumentos. Las flechas azlles grandes sefialan algunas células positivas GUnicamente al ARNm de PPIl, las cuéles estan

ampliamente representadas en esta subregion. Las flechas negras delgadas sefialan las células que expresan los ARN’s mensajeros

PPII-GAD. CA, Cuerno de Ammon; L-M, estrato lacunosum-molecular; O, estrato oriens; P, estrato piramidal; R, estrato radial.
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Figura 33. Cuantificacion de las células donde el ARNm de GADG65 y de PPII colocaliza en CA3 del hipocampo. A. Mediante el analizador

de imégenes, Mercator, se contabilizé el nimero de células correspondientes a las poblaciones de interés y se determiné que de la

53



poblacion total de células positivas a la PPII alrededor del 4.3% exhiben el fenotipo GABAérgico, las cuales representan el 60% de la
poblacion GABAérgica presente en esta zona del hipocampo.

10.4. Distribucion en la subregion CA4

Existe una importante densidad celular de PPIl en CA4; con una caracteristica Unica ya que forman
aglomeraciones circulares grandes y bien definidas, con una distribucion dispersa a través de toda la capa
piramidal de esta subregion, contrario a lo observado en CA1, CA2 y CA3 donde la poblacion celular dentro
de la capa piramidal se encuentra muy compacta. Dentro de CA4 encontramos que las células que co-
expresan a PPIl y GAD. En la imagen de la figura 34, se muestra un corte del hemisferio derecho del
hipocampo con tincién de violeta de cresilo, que delimita el area donde se hicieron las cuantificaciones para
CA4 vy los estratos que lo conforman (A), en los demas paneles de la imagen se pueden apreciar fotografias
tomadas a diferentes aumentos (B, 10X. C, 20X y D, 40X) que sefalan células doblemente marcadas. De la
poblacién de células que expresan a la PPIl alrededor del 3% mostraron tener fenotipo GABAérgico, las

cudles representan el 52.4% del total de células GABAérgicas en esta subregion (Grafica de la figura 35).

Figura 34. Mapa con imegenes representativas de la distribucion de las células doblemente positivas al ARNm de GAD65 y PPIl en CA4
del hipocampo. A. Imagen del hemisferio derecho del hipocampo con tincién de violeta de cresilo delimitando el area que abarca la
subregion de CA4 y los estratos que lo conforman. B. CA4, 10X, C. CA4, 20X. D. CA4, 40X imagenes en distintos aumentos de las
colocalizaciones detectadas en el area. Las flechas azlles grandes sefialan células positivas unicamente al ARNm de PPII, las flechas
negras delgadas sefialan las células que expresaron a los ARN’s mensajeros de la PPIl y de GAD65. CA, Cuerno de Ammon; L-M,
estrato lacunosum-molecular; O, estrato oriens; P, estrato piramidal; R, estrato radial.

54



CA4
400 T
§ 300-
N7
Q
Q. 200
o
@
3
& 100+
T T T
PPII GAD 65 PPI+GAD65
ARNmM analizado

Figura 35. Cuantificacion del nimero de células que co-expresan el ARNm de la PPIl y GAD65 en CA4 del hipocampo. Mediante el
analizador de imagenes, Mercator, se contabiliz6 el nimero de células correspondientes a las poblaciones de interés. De la poblacion
total de células PPIl en CA4, se determiné que alrededor del 3% son de tipo GABAérgico, las cuéles representan aproximadamente el

52.4% de la poblacién de células GABAérgica de esta subregion.

10.5. Distribucién en la subregion del giro dentado

El giro dentado es una subregion muy interesante para analizar. En la imagen 36, se muestra un corte del
hemisferio derecho del hipocampo con tincién de violeta de cresilo, que delimita el area donde se hicieron las
cuantificaciones para el GD (A), asi como los estratos que lo conforman. En los demés paneles de la imagen
se aprecian fotografias tomadas a diferentes aumentos (B, 10X. C, 20X y C, 40X) que sefalan células
doblemente marcadas PPII-GAD. Es importarte hacer notar que de la poblacién doblemente marcada PPII-
GAD, en esta subregidn en especifico, el nUmero de granos de plata fue de alrededor de 10-20 por célula
GAD (se observa claramente en 36. D), lo cual contrasta con el nimero exacerbado de granos observados
dentro de las células GAD en las otras subregiones del hipocampo (mayor a 20 granos por célula). En esta
zona del hipocampo se detectaron los niveles mas bajos tanto del ARNm de PPII, asi como del numero de
celulas que la expresan (125 células en promedio, e.s.m. = 18); contrario a lo detectado en la expresién del
ARNmM de GAD, que registré aqui sus niveles méas altos de expresién (102 células en promedio, e.s.m. = 13);
sin embargo, de la abundante poblacién de células GABAérgicas, solo alrededor del 25% co-expresaron al
ARNmM de la PPII, lo cudl representa una fraccion del 20% de la poblacién de células PPIl en esta subregion,
el otro 80% de las células PPIl expresan algun fenotipo ain desconocido (Grafica de la figura 37). Se realizé
un mapa formado de fotografias individuales de un corte doblemente marcado PPII-GAD donde se puede
apreciar la distribucion de la poblaciéon GABAérgicas hacia la parte profunda de la capa polimorfica y el hilus

del giro dentado (Imagen de la figura 38).
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Figura 36. Mapa representativo de la distribucién de las células doblemente positivas donde el ARNm de GADG65 y de la PPII colocaliza
en el GD. A. Imagen del hemisferio derecho del hipocampo, con tincién de violeta de cresilo, delimitando el area que abarca la subregion
del GD. B. GD, 10X, C. GD, 20X. D. GD, 40X. Las flechas azuUles grandes sefialan células positivas unicamente al ARNm de PPII, las
flechas negras delgadas sefialan las células que expresaron a los ARN’s mensajeros de la PPIl y de GAD65. GD, giro dentado; Gr, capa

de células granulares; Mo, capa de células moleculares; Po, capa de células polimérficas.
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Figura 37. Cuantificacion de las células positivas donde el ARNm de GADG65 y PPII colocaliza en el GD del hipocampo. Mediante el
analizador de imégenes, Mercator, se contabiliz6 el numero de células correspondientes a las poblaciones de interés y se determiné que
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alrededor del 25% de la poblacién de células GABAérgica co-expresa al ARNm de la PPII, lo cuél representa una fraccion del 20% de la
poblacion total de células PPII de esta zona, el otro 80% de las células PPII expresan algun fenotipo ain desconocido.
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Figura 38. Mapa de la subregién del giro dentado del hipocampa de la rata macho adulta. En esta imagen formada de fotografias
individuales tomadas con un aumento 5X, en campo claro, se puede apreciar la distribucién de la poblacion GABAérgicas del giro
dentado confinada hacia la parte profunda de la capa polimoérfica y el hilus. Las Flechas sefialan células doblemente positivas PPII-GAD-
GrGD, capa de células granulares del giro dentado; MoGD, capa de células moleculares del giro dentado; PoGD, capa de células

polimérficas del giro dentado.

La siguiente imagen (figura 38) es s6lo un resumen de lo analizado en las secciones anteriores que nos
permite visualizar en su conjunto, las colocalizaciones detectadas en cada una de las distintas subregiones
gue conforman al hipocampo.
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Figura 38. Mapa representativo de la distribucion de las células doblemente marcadas para la deteccién del ARNm de GAD65 y PPIl en
las subregiones que conforman al hipocampo dorsal de la rata macho adulta. En la columna de la izquierda, se muestran imagenes del
hemisferio derecho del hipocampo, con tincién de violeta de cresilo, delimitando las area que abarcan cada una de las subregiones del
hipocampo. Las demas columnas presentan fotografias tomadas en campo claro, con distintos aumentos del objetivo (10X, 20X y 40X)
sefialando con flechas las células doblemente marcadas por ensayo de doble hibridacion in situ, asi como la identificacion de algunas
celulas que expresaron Unicamente alguna de las dos sondas. Las flechas azlles sefialan células positivas al ARNm de la PPII, las
flechas negras delgadas sefialan las células que expresaron a los dos ARN’s mensajeros PPII-GAD65. CA, Cuerno de Ammon, GD, giro
dentado; Gr, capa de células granulares; L-M, estrato lacunosum-molecular; Mo, capa de células moleculares; O, estrato oriens; P,
estrato piramidal; Po, capa de células polimérficas; R, estrato radial.
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11. Cuantificacién del numero de células que coexpresan el ARNm de PPIl y GAD en el hipocampo

mediante un analizador de imagenes

Los datos presentados en la gréfica de la figura 39, muestran claramente como las células doblemente
marcadas PPII-GAD identificadas mediante este ensayo, representan una pequefia fraccién de la poblacion
total de células que expresan el ARNm de la PPII en el hipocampo dorsal de la rata. Y como esta poblacién de
células PPIIl, excede de manera notable a la poblacion de células GABAérgicas identificadas. Sumando el
total de células PPII del hipocampo y comparandola con las otras poblaciones de interés, pudimos inferir que
solamente el 6.75% de las células PPIl son de tipo GABAérgico, por lo tanto, el resto de la poblacion

(93.25%) se expresan en células con un fenotipo alin desconocido.

Los resultados de las cuantificaciones de las células que co-expresaron los ARN’s mensajeros de la PPIl y
GAD, después de ser sometidos a una prueba estadistica (andlisis de varianza de una sola via, ANOVA, P <
0.05, esm + 0.5), sefialaron que el numero de células dobles del GD es significativamente mayor al registrado
en CA3 y CA4; pero no al detectado en CAL1 y CA2, donde no hubo diferencias significativas (ANOVA de una

sola via. *= P < 0.05, ns= P > 0.05, e.s.m. + 0.5, n=8).

Coexpresion del ARNm de PPIl y GAD en el hipocampo
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Figura 39. Datos presentados en porcentaje del nimero de células cuantificadas que expresan a PPIl, GAD65 6 GAD65-PPII en el
hipocampo dorsal de ratas macho adultas. El conteo de células Unicamente positivas a PPIl (barras moradas) muestra que esta
poblacion es notablemente mas abundante que la poblacion GABAérgica localizada en esta region del cerebro (barras amarillas); y que
el porcentaje de células que colocalizaron a los ARN’s mensajeros de PPII-GAD, representa solo una fraccion de las células que
expresan a la PPII en el hipocampo. Todas las subregiones del hipocampo co-expresan células PPII-GAD, sin embargo, las coincidencias
fueron mas comunes en el GD en comparacion a las detectadas en CA3 y CA4 (Andlisis de varianza de una séla via, ANOVA. *= P <
0.05, esm + 0.5, n=8).
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DISCUSION

La piroglutamil peptidasa Il es una enzima cuya funcion propuesta es la hidrélisis del péptido de la TRH en el
medio extracelular del cerebro, y pudiera contribuir por lo tanto a terminar eficazmente con su actividad
biolégica. Esta hipétesis se sustenta en varios tipos de argumentos, en particular, la enzima tiene una
especificidad estrecha, con TRH como su Unico sustrato biologico; por otro lado, esta enzima es una
ectoenzima, por lo que su sitio activo esta localizado en el medio extracelular, en una posicion ideal para
hidrolizar a la TRH liberada al medio extracelular; adicionalmente, la inhibicion de la actividad de la PPII en
rebanadas de cerebro incrementa la recuperacién del péptido liberado al medio extracelular. Finalmente, la
inhibicién de la actividad de la PPIl en el séptum medio in vivo potencia uno de los efectos biologicos de la

TRH, su efecto analéptico.

Estos argumentos bioquimicos son contrastados por datos que muestran que la distribucién de la PPII es muy
peculiar, y que existe una coincidencia solo parcial entre la distribucion del ARNm de la PPIl y de los ARN’s
mensajeros de los receptores de la TRH en el cerebro. Este es por ejemplo el caso del hipocampo, una regién
con una de las mayores concentraciones de enzima PPIl, pero con niveles limitados de los receptores.
Entender el significado funcional de esta discrepancia pudiera llevar a nuevos conceptos sobre la relacion
entre ectopeptidasas y la comunicacion peptidérgica. Este problema se tiene que abordar de varias maneras,

incluyendo la obtencion de un conocimiento mas preciso de los circuitos neuronales que expresan a la PPII.

La informacidn existente hasta la fecha sobre la distribucion de la PPII no incluye el fenotipo de las neuronas
gue la expresan. Para poder empezar a clarificar este punto, este trabajo tuvo como propésito especifico
determinar el fenotipo de las células que expresan a la PPII en el hipocampo. El resultado principal de este
trabajo es la demostracion de que algunas de las células que expresan a la PPII en el hipocampo son de tipo
GABAérgico.

Para llegar a esta conclusion se optimizaron inicialmente las condiciones para la deteccién por separado de
ARNm de la PPIl y GAD65, una enzima usada como marcador de células GABAérgicas en el cerebro. Debido
a que el ARNm de la PPIl es poco abundante en algunas de las subregiones del hipocampo, por ejemplo en
el giro dentado, y que la expresion su expresién puede ser regulada positivamente en el eje HTP por
hormonas tiroideas (Sanchez et al 2009), se analizé el efecto de la induccion del hipertiroidismo sobre la
expresion de PPIl en hipocampo. La distribucion regional del ARNm de la PPIl en ratas control o
hipertiroideas, fue similar a lo reportado anteriormente (Heuer et al., 1998), lo que demuestra que el
tratamiento experimental aumenté (nicamente la cantidad de ARNm de la PPIl observada en células
preexistentes. La eficiencia del tratamiento se confirmé en la periferia, ya que se detectd una caida fuerte de
los niveles séricos de TSH después de 5 dias de administracion de la hormona tiroidea Tj3; esta disminucion
se debe a la retroalimentacién negativa ejercida por el aumento en la concentracion de T en sangre sobre el
eje HPT tanto a nivel central, en las neuronas TRHérgicas del NPV, donde se sintetiza y secreta la hormona
liberadora de tirotropina (TRH), como en los tirotropos de la hipéfisis anterior. Nuestros datos sugieren que
ademas de la conocida retroalimentacion negativa ejercida por las hormonas tiroideas sobre el NPV y la

adenohipofisis, estas hormonas también afectan la region hipocampal. La presencia abundante de las
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distintas isoformas de receptores a hormonas tiroideas en el hipocampo (Baxer et al., 2001, Ruel et al., 1985),
asi como la disminucién en la formacién de arboles dendriticos en células piramidales de ratas neonatas
hipotiroideas (Rami et al., 1986) o reduccion del nimero total de neuronas piramidales de CA3 de ratas
adultas hipotiroideas (Madeira et al., 1992) o por el contrario, arborizaciones dendriticas extensas en ratas
neonatas hipertiroideas (Gould y cols., 1990), sugieren que las hormonas tiroideas juegan un papel crucial en
el desarrollo de la neurogénesis hipocampal. La regulacién positiva sobre la expresion de la peptidasa en el
hipocampo es un campo nuevo que deberd de explorarse dada la activacion del sistema TRHérgico en el
modelo de aprendizaje y memoria hipocampal (Aguilar et al., 2007) y su posible papel anticonvulsivo en
modelos de epilepsia en donde las neuronas del giro dentado presentan una expresion abrupta de TRH
(Knoblach et al., 1997).

La optimizacion de las condiciones para la deteccion por separado del ARNm de GADG65, generé una
distribucion de sefial positiva consistente con lo publicado por otros autores (Esclapez et al., 1994), esto
confirmo la especificidad de la deteccién en nuestras condiciones. Los ensayos de hibridacion in situ sencilla
usando la sonda GADG65 -digoxigenina dieron como resultado una distribucién muy similar en todas las
regiones del hipocampo analizadas, lo cual coincide con los resultados publicados por Esclapez, et al., 1994,
donde afirma que ambas isoformas de la glutamil descarboxilasa estan presentes en las células GABAérgicas
del hipocampo, basandonos en estos datos iniciales, nos concentramos Unicamente en la deteccion de las

células GADG5 positivas.

El hipertiroidismo tampoco cambi6 la cantidad de neuronas GAD65 positivas en ninguna de las subregiones
hipocampales. Decidimos por lo tanto proceder al andlisis de PPIl, GAD65 o ambos, en los cortes de ratas
hipertiroideas, por tener una mayor expresion de la enzima PPIl y facilitar las observaciones. Los datos de
hibridacién in situ sencilla mostraron que el nimero de células que expresan a la PPIl es mucho mayor que
las que expresan la GAD65 en el hipocampo. Por lo tanto se vuelve evidente que la mayoria de las células
gue expresan a la PPII en el hipocampo no es de tipo GABAérgico. Debido a su localizacion se propone que
el resto de las células que expresan a la PPIl sean neuronas piramidales glutamatérgicas. Esta hipotesis
tendra que ser confirmada, por ejemplo en experimentos de doble hibridacién in situ, con una sonda contra el

transportador vesicular de glutamato, un marcador especifico de neuronas glutamatérgicas.

Es notable que el porcentaje de células que conforman la poblacién hipocampal GABAérgica detectada con
nuestra sonda GADG65 fue significativamente menor que la poblacién total de células que expresan a la PPII,
por lo tanto, solo corresponda a una subpoblacion de células PPIl de origen GABAérgico, el resto es de
origen aun desconocido. A nivel de cada subregién hipocampal encontramos una distribucion diferencial de
las células GABAérgicas, asi como un porcentaje de granos de plata de PPII distinto, por célula GAD65
positiva. A pesar de que el giro dentado presenté una poblacion significativamente mas elevada de células
positivas a GADG65, su indice de coexpresion con PPII (Anova, P < 0.05) s6lo mostré diferencias significativas
con respecto a las células contabilizadas en CA3 y CA4 (*= P < 0.05). Con respecto a CAL1 y CA2, no hubo
diferencias significativas en el numero de células doblemente marcadas. El nUmero de granos de plata
observados dentro de las células doblemente marcadas fue de al menos 20 granos e incluso incontables en

las subregiones de CA, contrario a lo observado en la region del GD, donde los granos detectados fue de 10
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a 20 granos unicamente. Lo cual nos podrian sugerir una mayor sintesis del mensajero de la PPIl en las
células GABAérgicas del CA1 — CA4 con respecto a la actividad transcripcional de la enzima en las células

GABAérgicas del giro dentado (esta informacién se muestra unicamente en imagenes).

Por otro lado, los experimentos de hibridacion in situ doble confirmaron nuestra hipotesis. Una pequefia
fraccion de las células que expresan a la PPII es de tipo GABAérgico en todas las regiones del hipocampo.
Esta es la primera informacion sobre el fenotipo de las neuronas que expresan la PPII en el sistema nervioso
central. Este dato es relevante debido a que uno de los efectos del TRH en el hipocampo es la induccion de la
liberacién del neurotransmisor inhibitorio GABA (Atzori, M., Nistri, A., 1996, Stocca., Nistri., 1996). De acuerdo
a esta evidencia, uno pudiera inferir que la PPIl modula la eficacia de la TRH para inducir la liberacion de
GABA de las interneuronas hipocampales. Esta hipotesis pudiera ser probada funcionalmente en el futuro
usando inhibidores de la actividad de la enzima PPIl y midiendo si la liberacion del GABA es mas prolongada

en estas preparaciones.

El papel del péptido TRH en el hipocampo es todavia desconocido. La informacién de donde proviene la TRH
gue se encuentra en esta region tan importante no es totalmente clara. La principal fuente de péptido es de
origen intrinseco; sin embargo, proyecciones TRHérgicas llegan hacia el GD desde la corteza y son fuente
extrinseca de TRH (Kubek et al.,, 1996). La TRH del hipocampo estéd relacionada con los procesos de
memoria y aprendizaje. Esto se basa en el andlisis del metabolismo del péptido en donde incrementos en la
liberacién del péptido de TRH y del ARNm de la pro-TRH, en la prueba de MWM o laberinto en agua,
correlacionan con cambios en la expresién de los receptores de la TRH y PPII hipocampales (Aguilar et al.,
2007). Aunado a estas modificaciones, incrementos en la expresion de BDNF y de otros moduladores
(Ramirez- Amaya et al., 2001), nos indican la activacion de mdltiples sistemas neuronales en el proceso de

aprendizaje.

Experimentos electrofisioldgicos permitieron entender el efecto preciso de la TRH en el circuito hipocampal.
Asi, aunque la participacién de la TRH en el proceso de memoria y el aprendizaje en el hipocampo es poco
conocido, se sabe que tiene la habilidad de incrementar la potenciacion a largo plazo (LTP) en CA3 (Ishihara
et al., 1992), lo que lo correlaciona con la plasticidad sinaptica de esta regién. Ademas, regula la excitabilidad
en CAl de las neuronas piramidales por incrementos en el receptor de NMDA, componente de los
potenciales post-sinapticos excitatorios (EPSPs) glutamatérgicos (Ishihara et al., 1992). Interacciona ademas
con la transmision GABAérgica produciendo una disminucién reversible de IPSPs (potenciales post-sinapticos
inhibitorios) mediada por GABA (Stocca y Nistri, 1996).

En conjunto, estos datos sugieren un papel modulador de la TRH durante el aprendizaje, si bien los
mecanismos precisos son desconocidos. Nuestros datos sugieren que una de las funciones de la PPIl en este
circuito pudiera ser controlar la eficacia del TRH para regular algunas interneuronas GABAérgicas. En el
futuro sera interesante determinar si la alteracion de la expresion de la PPIl en estas neuronas puede cambiar

los efectos plasticos de la TRH.

Existe evidencia que indica que estos incrementos en TRH desencadenan eventos inhibitorios de los
potenciales de accidn de origen GABAérgico, mostrando que el efecto neuroprotector y anti-epiléptico de TRH

indirecto (Jaworska -Feil et al., 1999).
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El giro dentado una regidn muy interesante para analizar; al ser altamente susceptible de recibir sefiales
excitatorias que pudieran causar una liberaciéon descontrolada de glutamato al medio extracelular; estas
observaciones pudieran entonces sugerirnos que el giro dentado requiere de la liberacién rapida de TRH, tras
un evento que pone en riesgo el buen funcionamiento del hipocampo, asi como de la accién oportuna de
PPIl, para controlar la vida media del péptido. Al expresar menores niveles de PPII, pudiera sugerirse que el

efecto de TRH es mas prolongado que en cualquier otra subregion del hipocampo.

CONCLUSION

Algunas de las neuronas que expresan a la PPII en el hipocampo son de tipo GABAérgico. Esto refuerza la

idea que la TRH actla sobre neuronas GABAérgicas para modular el circuito hipocampal.

PERSPECTIVAS

Analizar mas profundamente el fenotipo de las neuronas GABAérgicas que expresan a la PPII; en particular
determinar si expresan alguno de los receptor de la TRH, para entender si existe cercania entre los sitios de
accion e inactivacion en esta estructura a través de ensayos de doble o triple hibridacién in situ, hibridacién

combinada a inmunohistoquimica, o doble inmunohistoquimica.

o Determinar si las neuronas no identificadas en este estudio que expresan a la PPIl en el hipocampo
son del tipo glutamatérgico.

e Definir si las células que expresan a la PPIl son neuronas o glias
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ANEXOS
Anexo 1. Transformacién de plasmidos y purificaciéon del ADN
a) Transformacién de E. coli DH5 - a con electroporacién

Para lograr obtener un alto nimero de copias de los plasmidos PPII y GAD, se transformé a E. coli cepa DH5-
a, mediante electroporaciéon de cada plasmido. Se descongelaron sobre hielo las células de E. coli electro-
competentes y se mezclaron con 100 ng de plasmido. Se transfirié la mezcla a una celda de electroporacion y
se transformd con un choque eléctrico. Se transfirieron las células transformadas a un tubo con 1 ml con

medio LB estéril (sin ampicilina) y se dejaron incubando por 1 hora a 37°C a 200 rpm’s.

Se plaquearon 50 ul de cultivo con células transformadas en cajas de agar con 1ul de ampicilina (200mg/ml)
por cada 1 ml de medio LB, se dejaron crecer por 12 horas a 37°C. Para generar una concentracion de 20 ug
de cada plasmido, se inocul6 un cultivo de 5 ml de LB + 5 pl de ampicilina (200 pg/ml) con un raspado de una

colonia crecida en placa de agar, se dej6 incubando por 12 horas a 37°C a 200 rpm’s.

b) Purificacion del ADN con Miniprep QIAGEN

La purificacién del ADN se realiz6 mediante el protocolo de purificacién por columna de QIAGEN. Se
centrifugaron los 5 ml del cultivo de celulas transformadas a 7,000 rpm’s durante 10 minutos a T°A en un tubo
eppendor y el pellet fue resuspendido en 250 ul de buffer de dilucibn P1 que contenia ARNasa A (7,000
U/ml). Se agregaron 250 pl de buffer de lisis P2 y se mezclo invirtiendo los tubos de 4 a 6 veces y se dejaron
en esta solucién por 5 minutos, se afiadieron 350 ul de buffer de neutralizacién N3 e inmediatamente se
mezcld por inversion del tubo de 4 a 6 veces y se mantuvieron en hielo por 5 minutos antes de centrifugar por
10 minutos a 13, 000 rpm’s en microcentrifuga. El sobrenedante se transfirié a una columna QlAprep vy fue
centrifugada de 30 a 60 segundos a 13,000 rpm’s en microcentrifuga. Se agregaron 0.5 ml de buffer PB y se
centrifugd de 30 a 60s a 13,000 rpm’s como en el paso anterior. La columna fue lavada con 0.75 ml de buffer
PE y centrifugada de 30 a 60s. Después de eliminar el eflujo, se procedié a dar 1 minuto adicional de
centrifugacién para remover el buffer restante. Para eluir el ADN de la columna QIlAprep se agregaron 50 pl
de buffer EB 0 H,O y se dej6 reposando por 1 minuto; finalmente se centrifugé 1 minuto adicional y el ADN se

guardé a -20°C.

Anexo 2. Transcripcién In vitro con **S a-UTP
a) Determinacién de la actividad especifica del **S o-UTP

La actividad especifica de azufre 35 debe ser calculada justo al momento de usar, para conocer la cantidad
exacta de pCi que se emplearan en la transcripcion in vitro de acuerdo al porcentaje de decaimiento de la

sonda al dia de uso.
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La férmula que empleada para obtener el porcentaje de actividad de cualquier isétopo es la siguiente:

Df

1/SA (calculada) — 1-DF/ SA (teorica)

¢ Donde Df, es la fraccién de decaimiento de la actividad del is6topo radioactivo al dia de su uso (puede ser
calculado con la tabla de decaimiento del 35S PACKARD)

e SAcalculada, es la actividad especifica al momento del empacamiento y ya viene dada por el provedor y
es igual a 1/SA calculada - (1- Df)

e SAteodrica, es la actividad especifica calculada para el azufre

35
I

e Lavida media del S es de 87.4 dias (tiempo que tarda en decaer al 50% su actividad especifica)

e De acuerdo al porcentaje de decaimiento se puede calcular la cantidad de puCi en la muestra.

b) Determinacion del porcentaje de incorporacién del nucle6tido s a-UTP posterior al ensayo de

transcripcién in vitro

Para determinar el porcentaje de incorporacion del nucleétido **S o-UTP al transcrito, inmediatamente
después de agregar la solucién ribostop en la transcripcién in vitro, se tomé una alicuota de 1 ul del tubo de
reaccion y se le adicionaron 24 ul de solucion precipitadora (EDTA 10 mM, SDS 1%, ARNt 0.5 mg/ml). Se
colocaron 5 ul de esta mezcla a 4 cuadritos de 1 cm? de papel de intercambio i6nico (DEAE 81 Whatman).
Dos de estos papeles con marca no llevaron ningun lavado; a los otros dos se les realizaron los siguientes
lavados:

e 5 lavados con buffer fosfato de sodio dibasico-anhidro (Na2HPO4) de 5 minutos cada uno a T°A
e 1 lavado con H20- miliQ por 1 minuto a T°A

e 1 lavado en etanol al 100% por 1 minuto a T°A

Los papeles marcados que fueron lavados, se pusieron a secar sobre una placa de unicel, atravesados por
alfileres por 10 minutos a T°A. Finalmente todos los papeles marcados se metieron por separado en viales
con 5 ml de liquido de centelleo (PPO 0.08%, POPOP 0.01% en tolueno) y la incorporacién de la marca al
transcrito fue determinada en un de emiciones (3 (cantidad de radiacion en cpm’s). La actividad especifica es
la relacion de cpm’s incorporados (correjidos por el factor de dilucion) entre la cantidad de ARNCc sintetizado.

La actividad especifica de la sonda PPII utilizada en este estudio fué de 1,300,520 cpms/ug.
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Anexo 3. Transcripcion In vitro con 11 UTP -digoxigenina

a) Deteccion de la incorporacion de la digoxigenina 11 a-UTP al transcrito durante la transcripcién in

vitro

Para determinar la eficiencia de unién de la digoxigenina 11 o-UTP, el transcrito fue analizado por
electroforesis en un gel de acrilamida al 6% en condiciones desnaturalizantes. Se usé TBE 1X, 10 ul de
TEMED y 100 pl de persulfato de amonio al 10% para iducir la polimerizacion de la acrilamida. Se us6 1ul del
transcrito que fue desnaturalizado por 15 minutos a 65°C e inmediatamente colocado en hielo antes de cargar
al gel; después de correr durante 1 hora a 400 volts la muestra, se realizé la transferencia del transcrito
marcado a una membrana de nilon (marca Schleider & Schuell, BioScience) usando papeles Wattman de 3
mm, mojados en soluciones anodo 1 (Tris 0.3 M pH 10.4 + metanol al 20%), anodo 2 (Tris 25 mM pH 10.4 +
metanol al 20%) y catodo (2.62g de acido caproico en 500 ml de H20- miliQ, pH 9.4), en una camara Semi-
dry Blotting a 45 amperes durante 45 min. Las muestras fueron fijadas a la membrana de nilon con luz UV

(1,200 Jouls) durante 3 minutos.

La deteccion del transcrito marcado se hizo empleando un anticuerpo anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa
alcalina, para lo cual la membrana de nilon fué lavada en buffer B (Tris HCI 100 mM pH 9.5, NaCl 100 mM,
MgCl, 50 mM) durante 5 minutos a T°A, por 10 minutos en solucién blocking 5%/ PBS 1X a T°A e incubada
con anti-digoxigenina acoplada a fosfatasa alcalina 1:5000 diluida en buffer A de dilucion de anticuerpo (Tris
HCI 100mM pH 7.6, NaCl 100 mM + Triton 0.3%, BSA 1%) durante 5 minutos a T°A. Por Ultiomo se realiz6 1
lavado de 5 minutos a T°A en buffer B y se reveld con 45 pl de NBT, 35 pl X-P por cada 10 ml de buffer B,
agitando en la oscuridad hasta que aparecieron las bandas en la membrana. La reaccién fué detenida en
buffer B.

b) Hidrdlisis alcalina de la sonda GADG65 digoxigenina 11 a-UTP por el método de buffer de carbonatos

El tamafio de las sondas de GADG65 es relativamente grande, por lo que se redujo su tamafio a fragmentos
cortos de aproximadamente 100 pb, para facilitar la penetracién en los tejidos. El tiempo de la reaccién de

hidrdlisis fue determinado por la formula t= Lo - Lf/ kLoLf

Donde t es el tiempo de reaccién en minutos
Lo es el tamario inicial de la sonda (en Kb)
Lf es el tamafio de la sonda final

k es la constante de hidrélisis (0.11 cuts/Kb/min)

Se tomaron 20pl del transcrito marcado a los cuales se les adicionaron 20 ul de H,O-ISH y 40 ul de buffer de
carbonatos (Na,CO3; 0.06 M, NaHCO; 0.04 M pH 10.2). El tubo con la reaccién se dejé a 60°C durante el
tiempo determinado con la férmula. Una vez transcurrido el tiempo de hidrdlisis, se detuvo la reaccion
colocando el tubo en hielo y adicionando inmediatamente 80 pl de buffer de neutralizacion (NaOAc 0.2 M pH

4, &cido acético al 1%, ajustando a pH 6 con H,O-ISH) + 5ul de ARNt 10mg/ml y 240 ul de etanol absoluto
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frio. Se dej6 precipitando durante 1 hora a -70°C vy el transcrito fue recuperado por centrifugacién a 13,500
rom’s, durante 30 minutos a 4°C, se aspird el sobrenadante y se dej6 secar la pastilla durante 10 minutos a

T°A, finalmente se resuspendid el transcrito marcado e hidrolizado en 50 yl de H,O-ISH.

Anexo 4. Preparacion de los tejidos para su posterior analisis a nivel celular
a) Emulsién de los tejidos

Al terminar el tren de lavados con etanol, se pusieron a secar las laminillas en rafts antes de recubrir con la
emulsion fotografica. En una caja por separado se guardaron laminillas extras para realizar pruebas de
revelado. Todos los pasos de emulsiéon y revelado de las laminillas se hicieron en un cuarto oscuro para no
velar la emulsion fotogréfica y con sistema de aire acondicionado a 17°C.

La emulsion fotografica (NTB Kodak) fué diluida 1:1 en agua desionizada y fundida a dentro de un bafio de
45°C por 20 minutos, hasta obtener una consistencia gelatinosa. Posteriormente se virtié la emulsiéon en una
copa de vidrio donde se introdujeron las laminillas una a una para cubrir por completo los tejidos con la
emulsion fotogréafica, se evitd en todo momento la formacion de burbujas. Las laminillas emulsionadas se
dejaron secando por 3 horas a 17°C y se colocaron en camaras oscuras de hibridacién junto con capsulas de
silica gel previamente deshidratadas, las cajas fueron selladas perfectamente con cinta adhesiva y se
guardaron a 4°C dentro de bolsas negras que también contenian silica gel deshidratada. El tiempo de
exposicién para la PPII fue de 30 a 40 diass (el tiempo de exposicién depende del isétopo utilizado y de la

concentracién de ARNm de la sonda utilizada en los tejidos hibridados).

b) Revelado de la emulsidn

Durante el tiempo de exposicidon a la emulsién fotografica, se revelaron algunas laminillas de prueba para

detectar el tiempo 6éptimo de revelado de las laminillas experimentales simples y dobles.

El revelado de la emulsion se realizé haciendo lavados en las siguientes soluciones en completa oscuridad

(todas las soluciones estuvieron a una temperatura de 13-14°C):

e 1 lavado en Revelador D19 (Kodak, 607g/3.8L) por 2 minutos y 40 segundos (el revelador se preparé
en agua destilada a 52°C en la oscurodad).

e 1 lavado en H20- Ac. Acetico al 2% por 40 segundos

¢ 1 lavado en fijador GBX de 2 minutos

e 1 lavado en fijador GBX de 2 min con luz roja de seguridad y 4 minutos con luz blanca

Se dejaron en H,0 destilada por 15 minutos con movimientos suaves y se elimind de la parte trasera de
cada laminilla el exceso de emulsidon con ayuda de una navaja, sin rayar las laminillas. Antes de montar
los tejidos se deshidrataron realizando un tren de lavados de 3 minutos en etanol en el siguiete orden:

70%, 80%, 95%, 100% y 100%. Finalmente se hicieron 2 lavados en xilol de 3 minutos cada uno.
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¢) Montaje de los tejidos

Los tejidos fueron cubiertos con un cubreobjetos y medio de montaje (marca Cristal Mount aqueous mounting
médium, Sigma) después del proceso de deshidratacion. Se dejaron secar colocando las laminillas de forma

horizontal sobre una rejilla, dentro de una campana de extraccion por 12 horas antes de su manipulacion.

Anexo 5. Tinciones
a) Tincién de violeta de cresilo

Se les agregd una gota del colorante violeta de cresilo (marca Sigma) al 1% sobre los tejidos durante 1
minuto, para eliminar el exceso de colorante se hizo un lavado con etanol al 96% y se deshidrataron los
tejidos por 40 segundos en etanol absoluto. Se dieron 3 lavados rapidos en xilol y finalmente se colocé 1 gota
de resina para montar (marca Cristal Mount aqueous mounting médium, Sigma) antes de colocar el
cubreobjetos, con delizadeza para no permitir la formacion de burbujas. El secado de las laminillas se hizo
colocandolas en forma horizontal sobre una rejilla dentro de una campana de extraccién por 12 horas antes

de su manipulacion.
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