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I. ABREVIATURAS

AC Adenilciclasa
AgRP Proteina relacionada al agouti

AID+| Grupo de anorexia inducida por deshidratacién inyectado con inhibidor de

fosfodiesterasa 7B

AID Anorexia inducida por deshidratacion

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

AN Anorexia nerviosa

ANOVA Analisis de varianza

ARC Nucleo arcuato hipotalamico

ATV Area tegmental ventral

BRL-50481 Inhibidor de fosfodiesterasa 7

C+l Grupo control inyectado con inhibidor de fosfodiesterasa 7
CART Transcrito regulado por cocaina y anfetaminas

CRE Elemento de respuesta a CREB

CREB Proteina de union al elemento de respuesta a AMPc
DA Dopamina

D2 Desyodasa 2

ED Enterramiento defensivo

EEM Error estandar de la media

EM Eminencia media

GPCR Receptor acoplado a proteina G



HHT Eje hipotalamo-hip&fisis-tiroides

HT Hormonas tiroideas

i.c.v Intra cerebro ventricular

i.p Intraperitoneal

N. Acc Nucleo accumbens

NPV Nucleo paraventricular hipotalamico

NPVa Nucleo paraventricular hipotaldmico anterior
NPVc Nucleo paraventricular hipotalamico caudal
NPY Neuropéptido Y

pCREB Fosfo CREB

PDE, PDE7B Fosfodiesterasa, fosfodiesterasa 7B
PKA Proteina cinasa dependiente de AMPc
POMC Pro-opiomelanocortina

RNAm Acido ribonucléico mensajero

SNC Sistema Nervioso Central

T3 Triyodotironina

T, Tiroxina

TR Receptor nuclear a hormona tiroidea

TRE Elemento de respuesta al receptor nuclear de hormona tiroidea
TRH Hormona liberadora de tirotropina

TRH-R1, TRH-R2 Receptor nuclear a hormona liberadora de tirotropina, tipo 1 y tipo 2
TSH Hormona estimulante de la tiroides

a-MSH Hormona estimulante de los a-melanocitos



IIl. RESUMEN

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) es un péptido con funcién hipofisiotrpica que
estimula la actividad del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides; sin embargo, TRH también
parece actuar como neuromodulador en regiones del sistema limbico, probablemente al
afectar la liberacidn de neurotransmisores inhibitorios y excitatorios, por lo que se ha
propuesto que su actividad como neuromodulador es estado-dependiente. A TRH también
se le considera anorexigénico y ansiolitico cuando es administrado de manera central en
animales. TRH esta involucrado en el despliegue de la conducta de anorexia en un
modelo animal de anorexia nerviosa (AN) denominado “anorexia inducida por
deshidratacion (AID)”, en el que las ratas reciben como agua de bebida una solucién de
NaCl al 2.5% a lo largo de 5 dias y disminuyen significativamente su consumo de alimento
y peso corporal. Estos animales presentan un aumento en la expresion de TRH en la
subdivisién anterior del nacleo paraventricular hipotalamico (NPVa) que no tiene funcion
hipofisiotropica, por lo que es probable que este TRH al actuar en otras regiones
cerebrales, esté involucrado en componentes de la conducta alimentaria como la
integracion del estado emocional y la motivacion por el consumo de alimento. Una de
tales regiones podria ser el nicleo accumbens (N. Acc) ya que durante el modelo de AID,
esta regiébn presenta un aumento en la expresion de TRH y una disminucién en el
contenido del péptido, sugiriendo que la via TRHérgica de esta region esta activa. Los
animales AID también se encuentran significativamente mas ansiosos que el grupo
control, lo cual coincide con la elevada comorbilidad entre trastornos de ansiedad y AN.
La expresion de TRH puede aumentar por la union de pCREB (fosfo-proteina de union al
elemento de respuesta al AMPc) a su promotor, por lo que la estimulacion de una
cascada de sefalizacion que promueva la fosforilacion de CREB, como la del AMPc,
podria también aumentar la expresion de TRH. El objetivo general de este trabajo fue
evaluar la expresién de TRH en el NPV y N. Acc y su asociacion con el consumo de
alimento y la ansiedad (en la prueba de enterramiento defensivo), respectivamente, en
animales control y AID inyectados de forma aguda con vehiculo o con un inhibidor de la
fosfodiesterasa 7 (PDE7), cuya isoforma PDE7B se expresa en el NPV y N. Acc. Ademas,
la evaluacion de la expresion de la enzima desyodasa 2, por estar involucrada en la
expresion local hipotalamica de TRH; y para evaluar el efecto de la inhibicién de PDE7B,

la determinacion del contenido de pCREB en las mismas regiones por Western Blot.



En animales control alimentados ad libitum se caracterizé la cinética del inhibidor de
PDE7: la dosis de 2 mg/Kg i.p, y la de 1 pg intra N. Acc, estuvieron asociadas con
ansiolisis y mayor expresion de TRH en el N. Acc; estos efectos duraron entre 30 minutos
y una hora al inyectarlo i.p, y hasta 24 horas al administrarlo intra N. Acc. En el modelo de
anorexia, como se esperaba, el grupo AID disminuy6é su consumo de alimento y peso
corporal respecto al control desde el primer y tercer dia del modelo, respectivamente;
ademas presentd una tendencia al incremento en la expresiéon de TRH en el NPV y un
aumento en el N. Acc. En animales control inyectados con inhibidor 0.2 mg/Kg, i.p (vs
control vehiculo), se observd una asociacion entre el aumento en la expresiéon de TRH en
el NPV y un menor consumo de alimento, reproduciendo las caracteristicas del grupo AID.
La dosis de 2 mg/Kg, i.p (vs control vehiculo) no redujo el consumo de alimento en
animales control pero se asocié con ansiblisis y una mayor expresion de TRH en el N.
Acc. El inhibidor no produjo cambios en la expresion de TRH en el NPV ni en el N. Acc de
los animales AID (vs AID vehiculo), sin embargo, ambas dosis de inhibidor (0.2 y 2 mg/Kg,
i.p) tuvieron un efecto ansiolitico y la dosis alta parecié promover el consumo de alimento
en ese grupo (vs AID vehiculo). El grupo AID inyectado con inhibidor (2 mg/Kg, i.p)
presentdé mayor expresion de D2 en el hipotadlamo (vs AID vehiculo), lo cual pudo haber
impedido un aumento superior de TRH en este grupo. Los resultados preliminares de
Western Blot sugieren que la inhibicibn de PDE7B si podria aumentar el contenido de

pCREB sin embargo aln se requieren mas determinaciones.

En resumen, la inhibicién de PDE7 si parece relacionarse con ansiblisis y con aumento
en la expresion de TRH en el N. Acc Unicamente en animales control; la ansiedad del
grupo AID parece ser independiente de TRH de ese nlcleo. Estos datos también podrian
apuntar a una diferencia en la susceptibilidad de la via TRHérgica del NPV y la del N. Acc
ante la inhibicion de la PDE7B, por lo que, al menos mediante este mecanismo, no es
posible observar simultineamente los efectos ansiolitico y anorexigénico sugeridos para
TRH.



IIl. INTRODUCCION.

El hipotdlamo es una de las regiones del sistema nervioso central (SNC) mas
involucradas en la homeostasis energética porque ahi se integran sefiales centrales y

periféricas que informan sobre las reservas de energia a corto y largo plazos (1).

Las sefiales periféricas, constituidas por las hormonas leptina e insulina, tienen receptores
en el nucleo arqueado del hipotdlamo (ARC) en las neuronas que sintetizan péptidos
promotores del consumo de alimento (orexigénicos), como el neuropéptido Y (NPY) vy el
péptido relacionado al agouti (AgRP), y en neuronas que sintetizan péptidos con el efecto
contrario (anorexigénicos) como la pro-opiomelanocortina (POMC) y la hormona

estimulante de los melanocitos (a-MSH) (2).

Los axones de estos grupos neuronales llegan al hipotdlamo lateral (HL) y/o al ndcleo
paraventricular hipotalamico (NPV) (3) donde se sintetizan los “factores hipotalamicos”,
hormonas cuya principal funcion es la de promover la actividad de los ejes
neuroenddcrinos:  hipotalamo-hipéfisis-tiroides  (HHT), hipotalamo-hipofisis-glandulas
adrenales (HHA) e hipotalamo-hipdfisis-gbnadas (HHG), para permitir la adaptacion del
individuo a los cambios en las demandas energéticas dependientes de la actividad fisica,

el estado fisiolégico, la exposicidn a estimulos estresantes, entre otros (4).

1. TRH (Hormona Liberadora de Tirotropina).

El eje HHT es controlado por TRH, el primer factor hipotalamico en haber sido estudiado,
al inicio por su papel neuroendécrino y luego por sus funciones como neuromodulador.
TRH es un tripéptido (pGlu-His-Pro-NH,) procesado a partir de un precursor mas grande
(26 kDa) denominado pre-pro-TRH (5).
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Figura 1. Estructura de TRH. Tomado de (6).

EI RNAm de pro-TRH se encuentra en tejidos periféricos (células beta del pancreas, tracto
gastrointestinal, sistema genito-urinario) y en diversas regiones del SNC como el

hipotalamo y el ndcleo accumbens (N. Acc) (7).

A nivel central, TRH actia como neuromodulador en la mayoria de los grupos neuronales
donde se expresa (8), excepto en el caso del TRH sintetizado en las “neuronas
TRHérgicas hipofisiotrépicas” ubicadas en la subdivisién medial y periventricular del NPV,
desde donde es vertido hacia la circulacion portahipofisiaria para actuar sobre la
adenohipdfisis (9, 10).

1. 1 Receptores de TRH (TRH-Rs).

TRH lleva a cabo sus funciones al unirse a sus receptores acoplados a proteina G
(GPCR) denominados TRH-R1 y TRH-2, cuya afinidad por TRH es similar; estos
receptores difieren entre si respecto a su distribuciéon anatdmica aunque en suma, existen

TRH-Rs en la mayor parte del cerebro.

TRH-R1 se expresa mayoritariamente en la adenohipdfisis y en otras regiones
neuroendécrinas del cerebro, mientras que TRH-R2 predomina en regiones importantes
para la transmisién de sefiales somatosensoriales y en otras asociadas a las funciones
superiores del SNC. Estas diferencias guardan relacibn con la funcién dual

neuromoduladora/neurohormonal que se ha sugerido para el péptido (11).



La transduccion intracelular de TRH-Rs esta acoplada a proteinas Gg1, 10 que resulta en
la activacion de la fosfolipasa C (PLC), que estimula la hidrdlisis del fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2) para formar inositol 1, 4, 5-trifosfato (PIP3) y 1, 2-diacilglicerol (DAG);
estos segundos mensajeros promueven un aumento en la concentraciéon intracelular de

Ca®'y la activacion de la proteina cinasa dependiente de Ca*" (PKC) (12, 13).

La activacion de los TRH-Rs también estimula a la proteina cinasa dependiente de
calcio/calmodulina (CaMK) (14) y a la proteina cinasa activada por mitogeno (MAPK) (15,
16). Los TRH-Rs también se acoplan a proteinas Gi,, Gi; y a una proteina del tipo Gs que

no activa a la adenilciclasa (AC) (17).

1. 2 Funcién neuroendécrina de TRH.

Esta funcion de TRH se debe a que las proyecciones de la subdivision medial (NPVm) y
periventricular del NPV, donde se ubican las neuronas TRHérgicas hipofisiotropicas,
llegan a la eminencia media (EM), estructura que funge como reservorio temporal del

péptido y como vinculo entre el hipotalamo y la adenohipdfisis (10, 18).

El péptido vertido a la circulacion portahipofisiaria desde la EM, se une a TRH-R1 en los
tirotropos de la adenohipdfisis; éstos liberan la hormona estimulante de la tiroides (TSH) o
tirotropina, que finalmente promueve la sintesis y liberacion de hormonas tiroideas (HT)

triyodotironina (T3, mas activa) y tiroxina (T, menos activa) hacia la circulacion general (9).

En sus érganos blanco: tejido muscular, 6seo, higado, rifiones, entre otros, la unién de T;
a los receptores nucleares a HT (TR) induce la transcripcion de diversos genes
involucrados en la lipdlisis y la glucdlisis, mecanismo por el cual promueve el gasto
energético; alrededor del 30% del gasto energético total diario de un individuo se debe a
la actividad de las HT (19, 20).

La regulacién del eje HHT se da por un mecanismo clasico de retroalimentacion negativa,
donde un aumento en la concentracion circulante de HT, particularmente T3, inhibe la
expresion de TSH en la adenohipéfisis y de TRH en las neuronas hipofisiotropicas del
NPV (21, 22).
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Figura 2. El eje HHT se regula por retroalimentacion negativa. Adaptado de (23).

T3 es la forma activa de HT por tener mayor afinidad que T4 por TR; a nivel del NPV, el
papel de T3 es aun mas significativo puesto que participa en la regulaciéon de la expresion
local de TRH. En esta region, la disponibilidad de T; depende de la actividad de la
desyodasa 2 (D2), una selenoenzima que cataliza la desyodinacién de T, en la posicion 5°

de su anillo externo (24, 25).

Si bien la actividad de D2 es practicamente nula en el NPV (26), este nlcleo es provisto
con T3 gracias a la actividad de D2 de los tanicitos, células que bordean el tercer
ventriculo y cuyas terminales axénicas inervan al NPV. Por lo tanto, la actividad de D2
modula la concentracién de T; en el NPV y en consecuencia, la expresion local de TRH
(25, 27).

1. 3 Funciones no hipofisiotropicas de TRH.

Como se ha descrito, TRH juega un papel importante en el mantenimiento de la
homeostasis energética, lo anterior no sélo se debe a sus efectos sobre el eje HHT sino
también a efectos centrales sobre la conducta alimentaria, la termogénesis, la locomocion

y las funciones autbnomas, derivados del caracter neuromodulador del péptido (8).



1. 3. 1 TRH como anorexigénico.

A diferencia de las neuronas TRHérgicas con funcion hipofisiotrépica, existe un grupo de
neuronas TRHérgicas ubicadas en el NPV anterior (NPVa) cuyas proyecciones no se
dirigen a la EM y por lo tanto, no estan involucradas en la funcion neuroenddcrina del

péptido ni estan sujetas a la regulacion por HT (28, 29).

Sin embargo, igual que las neuronas del NPVm y periventricular, el NPVa también recibe
aferentes de los péptidos orexigénicos (NPY/AgRP) y anorexigénicos (a-MSH/CART) del
ARC y del hipotdlamo dorsomedial. Es probable que esta innervacién sea responsable del
efecto anorexigénico de TRH cuando se administra por via central (intra tecal, i.c.v) o
periférica (i.v, oral) (2, 30-37).

Adicionalmente, en estudios previos de nuestro laboratorio con ratas sometidas a un
modelo de anorexia en el que, a pesar de la deplecién de sus reservas energéticas, los
animales parecen no tener motivacion por el consumo de alimento (38), hemos
encontrado un incremento en la expresion de TRH en el NPVa (27), lo cual se opone a la
disminucién encontrada en ratas que si tienen motivacion por el consumo de alimento, es
decir, ratas sometidas a ayuno o restriccion forzada de alimento, condiciones que llevan
un balance negativo de energia (39); lo anterior sugiere que TRH podria estar
participando en la desmotivacion por el consumo de alimento en este paradigma de

anorexia.

También es posible que este efecto sea mediado por la accién del péptido sobre sus
propios receptores en algunas regiones cerebrales involucradas en procesos
motivacionales asociados a la conducta alimentaria, como el N. Acc, donde se expresa el
receptor TRH-R1, asi como en otras areas relacionadas con el componente emocional o
afectivo de una conducta, por ejemplo la amigdala, donde se expresan ambos receptores
de TRH (TRH-R1 y TRH-R2) (40).

Por otro lado, sus efectos sobre la termogénesis probablemente se deban a la asociaciéon
del NPVa con el area predptica involucrada en la activacion del sistema nervioso

simpatico (41).



1. 3. 2 TRH y otros neurotransmisores.

Otras funciones extrahipotalamicas de TRH parecen ser mediadas por la abundancia de
TRH-R2 en el SNC (11) y por la asociacion de varios neurotransmisores con el péptido, al

aumentar o inhibir su liberacién en modelos in vitro e in vivo.

En estudios in vitro sobre células hipotalamicas de rata, la dopamina (DA) y la
norepinefrina promueven la liberacién de TRH mientras que serotonina (5-HT) la inhibe;

estos mismos hallazgos han sido reproducidos in vivo (42, 43).

A la fecha no se ha llegado a un consenso sobre los efectos de TRH en la
neurotransmisién inhibitoria (mediada por GABA: &acido gamma amino butirico) y la
excitatoria (mediada por glutamato, NMDA [N-metil-D-aspartato]) y tampoco a los efectos
de éstas sobre la liberaciéon de TRH, ya que existen resultados opuestos segun el tejido
analizado y la concentracion utilizada de TRH o de moléculas analogas a los

neurotransmisores (44, 45).

Por ejemplo, la exposicion de tejido de hipocampo a TRH in vitro, tiene efectos
excitatorios al parecer mediados por la potenciaciéon de la respuesta despolarizante
evocada por NMDA, AMPA (acido a-amino-3-hidrox-5-metil-4-isoxazolepropiénico) vy
glutamato (46, 47).

Ademas, se ha reportado que la administracion i.v de TRH tiene efectos analépticos
posiblemente atribuibles a un efecto excitatorio, puesto que revierte el efecto sedativo y la
hipotermia causada por pentobarbital (i.p) incluso cuando se administra una dosis letal de
éste (48), asimismo, la administracion directa de TRH en la corteza, el hipotalamo, el
talamo y el cerebelo, reduce el tiempo de sedacion inducido por barbituratos, en conejos
(49). Estos efectos se han atribuido principalmente a la accion de TRH sobre el circuito

colinérgico septohipocampal (50).

Sin embargo, también se ha sugerido que TRH podria jugar un papel inhibitorio en
modelos de epilepsia donde la actividad excitatoria aumenta, por ejemplo en el modelo de

kindling amigdalino y la terapia de electroshock (51).

La induccion del sistema neuronal TRHérgico en regiones limbicas como la amigdala y el

hipocampo derivada de estos tratamientos, se propuso COomo un mecanismo
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compensatorio de la actividad excitatoria sugiriendo una funcibn homeostatica o

anticonvulsivante del péptido (52-56).

Cabe sefialar que estos efectos conductuales de la administracion de TRH son
independientes de la funcion neuroenddécrina del péptido dado que persisten a pesar de la

remocion de la glandula tiroides o de la hipofisis (57).

En suma, las evidencias en torno a uno y otro papel de TRH podrian indicar que sus
efectos son estado-dependientes, es decir que la expresion y el contenido del péptido se

modifican como una respuesta compensatoria ante determinados estimulos.

1. 3. 3 TRH como modulador del estado de animo.

La ambiguedad en la actividad inhibitoria/excitatoria de TRH y la posibilidad de un
caracter estado-dependiente lo han propuesto como un posible blanco farmacol6gico en

el tratamiento del trastorno bipolar (58).

Ademds, se ha sugerido que TRH podria tener un efecto antidepresivo ya que su
administracioén i.v o intratecal induce la remisién de depresién mayor en humanos (59) y
disminuye la inmovilidad en la prueba de nado forzado en ratas (36); ademas, los choques
electroconvulsivos (tratamiento antidepresivo) en ratas favorece, entre otros cambios, el
aumento de TRH en mudltiples regiones subcorticales y corticales frontales, como el
hipocampo, la amigdala, la corteza entorrhinal y la corteza piriforme, que en humanos

participan en procesos depresivos (60).

En animales, se ha propuesto que la administracion de TRH (oral o i.v o intratecal)
potencia el efecto de farmacos antidepresivos y ansioliticos, que a su vez aumentan el
contenido de TRH y de péptidos similares a TRH (TRH-like peptides) como TRH-Gly y

Ps4 en las mismas regiones cerebrales (61-64).

Asimismo, ratas inyectadas i.c.v con TRH, presentan conductas ansiosas en menor grado
gue los animales no inyectados cuando son sometidas a pruebas de ansiedad como la de
sobresalto acustico o la prueba de enterramiento defensivo (ED) (65-67), sugiriendo un
papel ansiolitico del péptido.
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Ademas, la conducta de ED recientemente se ha visto asociada con el N. Acc como uno
de sus sustratos asi como del componente motivacional de la conducta alimentaria; el N.
Acc también es un punto de convergencia de la via TRHérgica con la via dopaminérgica,
mismas que podrian participar en la modulacién de la conducta alimentaria y la ansiedad
(67, 68).

1. 4 Regulacién de la expresion TRH.

Igual que otros factores hipotalamicos, TRH es sintetizado como un precursor (pre-pro
TRH) de elevado peso molecular que contiene 5 copias de la secuencia Gin-His-Pro-Gly

flanqueada por sitios de procesamiento (69).

A nivel transcripcional, la secuencia entre -547 y +84 del promotor de TRH en la rata
(rTRH), el ratén y el humano, confiere total actividad transcripcional basal y dentro de esta
secuencia existen elementos de respuesta a los factores de transcripcion: proteina
activadora 1 (AP-1), proteina de uniéon al elemento de respuesta al AMPc (adenosin
monofosfato ciclico) (CREB; CRE) y también elementos de respuesta a receptores a
glucocorticoides (GC; GRESs) (69, 70).

En rTRH existen también dos elementos similares al sitio consenso CRE: CRE-2 y CRE-1
o Sitio 4, este ultimo se une a CREB fosforilado (pCREB) y se traslapa con un elemento
de respuesta al receptor de HT (TRE), mediante el cual las HT inhiben la transcripcion de
TRH (32, 71).

El mecanismo de accién de los GC es menos claro puesto que se han observado efectos
opuestos sobre la transcripciéon de TRH, in vivo e in vitro. En el primer caso, los GC
inhiben la transcripcion de TRH probablemente porque impiden la fosforilacion de CREB
en el NPV; en el segundo, tanto el tiempo de exposicién a los GC como la existencia de
varios “medios-sitios” de la regibn GRE, estarian involucrados en los efectos

transcripcionales ambiguos (72).

CREB, un regulador clave en la expresion génica, depende de la fosforilacion de su
residuo Serl33 para ser activo; una serie de proteinas cinasas son capaces de llevar a
cabo dicha fosforilacién, convirtiéndolo en un punto de convergencia muy significativo en

las cascadas de sefalizacion intracelular (73).
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Aunque otros residuos de CREB pueden ser fosforilados, el mas estudiado es el que se
da en Serl33; la fosforilacion de este residuo puede ser resultado de estimulacion

eléctrica o de la union de neurotransmisores y hormonas a GPCRs (74).

CREB puede ser fosforilado también en diversas cascadas de transduccion y sefializacion
intracelular, como la de Ras/Raf/MEK/ERK o bien la de Ras/PI3K/PTEN/Akt, que
consisten en cinasas reguladas por fosforilacion y desfosforilacion, y que son mediadas
por cinasas, fosfatasas y proteinas intercambiadoras de GTP/GDP (guanosina
trifosfato/guanosina difosfato) especificas. Otras cinasas que pueden fosforilar a CREB
son las CaMKs, predominantemente CaMKIV por su ubicacion nuclear (73, 75).

Finalmente, CREB puede ser fosforilado por PKA (proteina cinasa dependiente de AMPc)
mediante el siguiente mecanismo: la activacion de la subunidad Gs de un GPCR
promueve la actividad de la AC; el aumento en la concentracion de AMPc promueve la
disociacion de las subunidades regulatorias de las subunidades cataliticas de PKA
liberandolas para fosforilar a proteinas blanco, como CREB (76-78). A continuacion se

esquematizan las cascadas de sefializacion involucradas en la fosforilacion de CREB.
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Figura 3. Diferentes cascadas de sefializacion intracelular pueden fosforilar a CREB.
Tomado de (79). La unién de ligandos a sus GPCRs promueve la actividad de cierta
subunidad de la proteina G: Gs promueve la actividad de AC vy la sintesis de AMPc; Gi
inhibe la sintesis de AMPc; Gg activa a PLC que hidroliza a PIP2 para formar PIP3. La
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estimulacion de estas subunidades de la proteina G, lleva a la activacién de la via
Ras/Rafl/MEK/ERK: MEK1 (cinasa de la proteina cinasa 1 activada por mitdgeno),
ERK1/2 (cinasa regulada por sefalizacién extracelular), p90~*! (cinasa 1 S6 p90
ribosomal); o bien a la activacion de la via Ras/PI3BK/PTEN/Akt: PTEN (homologo de
fosfatasa y tensina deletado en el cromosoma 10), proteina cinasa B (Akt), cinasa
dependiente de fosfatidilinositido (PDK), blanco mamifero de rapamicina (mTOR). El
aumento en la concentracion intracelular de Ca®* y la union de éste a CaM, promueven la
actividad de CaMKIl y CaMKIV, que también pueden fosforilar a CREB (80).

La sensibilidad de las vias de transduccién sugiere la importancia del mantenimiento de
una concentracion relativamente constante de sus componentes; en el caso del AMPc, su
concentracion varia poco alrededor de 0.1 uM, permitiendo que la cascada responda en
repetidas ocasiones a un estimulo; tal equilibrio es logrado por la intervencién de las
enzimas que promueven la sintesis del AMPc, las AC, y de aquellas que lo degradan o
fosfodiesterasas (PDESs) (81, 82).

1.4. 1 Relevancia de las PDEs en las cascadas de sefalizacion intracelular.

Las PDEs han cobrado importancia farmacol6gica debido a las particularidades de cada
isozima: distribucion tisular especifica y afinidad por su sustrato (AMPc o GMPc¢ [guanosin
monofosfato ciclico]). Son la diversidad y al mismo tiempo las caracteristicas especificas
de cada PDE lo que ha promovido el disefio de novedosos inhibidores con miras en el
tratamiento de patologias que se sabe cursan con alteraciones en estas vias de

sefalizacién (83).

Hoy en dia, algunos inhibidores de PDE ya se usan en la farmacoterapia de
padecimientos como la disfuncién eréctil (Sildenafil o Viagra es un inhibidor de PDES) (86)
y algunos otros se prueban, por ejemplo, para el tratamiento de procesos inflamatorios y
depresion (Rolipram es un inhibidor de PDE4) (85).

Sin embargo, las investigaciones y ensayos clinicos con PDEs estan en buena parte
limitados por la disponibilidad comercial de inhibidores especificos para las variantes de
cada enzima; uno de estos pocos inhibidores es el BRL-50481 (86), un inhibidor selectivo

de la PDE7, cuya isozima PDE7B, se expresa de manera preferencial en el hipotalamo y
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en el N. Acc (87); los alcances de este inhibidor han sido poco explorados tanto in vivo

como in vitro (88-90).

Lo anterior sugiere que existe un amplio panorama en el que los inhibidores de PDE
pueden ser probados para estudiar sus efectos sobre las cascadas de sefializacién en

tejidos y regiones del cerebro de manera relativamente especifica.

1. 4. 2 Efecto del estado nutricional en la expresion de TRH.

La inervacion y cercania de las neuronas sintetizadoras de péptidos orexigénicos y
anorexigénicos en el hipotdlamo, principalmente en el NPV y el ARC, respecto a las
neuronas TRHérgicas, facilita su regulacibn mutua y en consecuencia el consumo de

alimento (1-3).

Durante el ayuno, existen bajos niveles circulantes de leptina (una hormona
anorexigénica), que al unirse a sus receptores en el ARC favorece el aumento en la
expresion de NPY y AgRP. El mecanismo de accién de NPY es promover el aumento en
la actividad de D2 y con ello la concentracién de HT, que tienen un efecto inhibitorio sobre

la expresion de TRH (hipofisiotropico).

Por otro lado, AgRP antagoniza a los receptores (MC4-R) del péptido anorexigénico a-
MSH; la unién de a-MSH a sus receptores, GPCRs, promueve la sintesis de AMPc y la
cascada de sefalizacion consecuente que lleva a la fosforilacion de CREB y a un

aumento en la expresion de TRH (en el NPVa; no hipofisiotrépico) (30-33, 91, 92).

La disminucion en la expresion de TRH que se presenta durante el ayuno o la restricciéon
alimentaria forzada, constituye un mecanismo adaptativo que facilita la economia de las
reservas energéticas, aunado a la atenuacion de la actividad del eje HHT: la disminuida
concentracion sérica de HT y de TSH, provoca una condicion a la que se le conoce como
hipotiroidismo terciario (93, 94). Sin embargo, existen otros casos en los que el eje HHT
parece no adaptarse al balance negativo de energia, por ejemplo, durante la anorexia
nerviosa (AN) (95, 96).
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2. TRH en un modelo de AN.

De acuerdo con el Manual diagnéstico y estadistico de los trastornos mentales (DSM-1V),
la AN se caracteriza por la evitacion del consumo de alimento aun en presencia de éste y
a pesar de una disminucién grave del peso corporal (97). Los pacientes con AN sufren
alteraciones en la funcién del eje HHT presentando hipotiroidismo central (a nivel
hipotalamico), que cursa con concentraciones séricas disminuidas de T3 y normales o
disminuidas de TSH (98). Aunado a estos cambios, presentan concentraciones séricas de
leptina e insulina disminuidas, ademas de disminucién de la temperatura corporal y del

gasto energético basal (99).

La importancia del estudio de la AN radica en su creciente incidencia durante las Ultimas
décadas, principalmente en mujeres jovenes (entre 0.3 y 0.7% de la poblaciéon general)
(100, 101), y en la comorbilidad que existe entre la AN y los trastornos del estado de
animo, ya que alrededor del 45% de las pacientes con AN padecen o han padecido
depresién severa, mientras que mas del 60% ha sido diagnosticada con algun
trastorno de ansiedad, entre los que destacan el trastorno obsesivo-compulsivo y las
fobias (102, 103).

Los pacientes con AN y aquellos con trastornos de ansiedad, comparten hiperactividad
del eje adrenal manifiesta como aumento en la concentracion sérica de cortisol y de
hormona liberadora de corticotropina (CRH) en el liquido cefalorraquideo (104); ademas
presentan hiperactivacion del sistema cortico-limbico, principalmente asociado con una
desregulacion de las vias de neurotransmision como las de 5-HT y DA en regiones como
el estriado y la amigdala, cuya disfuncién se ha asociado con los sintomas afectivos y

emocionales observados en ambas patologias (105).

La terapia farmacolégica utilizada en los pacientes con AN tiene como objetivo la
normalizacion de la conducta alimentaria y el peso corporal pero también la disminucion o
erradicacion de la ansiedad y depresion adyacentes, sin embargo, la mayoria de los
farmacos ansioliticos y antidepresivos disponibles hoy en dia, intervienen con la
sefalizacibn de mas de un neurotransmisor y por lo tanto resulta dificil definir
especificamente a cual de ellos se debe la mejora en el consumo de alimento y las

mejoras en el estado general de los individuos (106).
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Adicionalmente, sistemas neuronales que incluyen a CRH, CART, NPY vy leptina estan
involucrados tanto en la modulacién de la conducta alimentaria como en el estado de

animo, por lo que constituyen posibles blancos farmacoldgicos para tratar la AN (107).

2. 1 Modelo animal de anorexia inducida por deshidratacion (AID).

Con la finalidad de reproducir y explicar la regulacién diferencial del eje HHT y otros
cambios bioquimicos que se presentan durante la AN, se ha caracterizado el modelo

animal de AID.

Este modelo, que dura 5 dias, consta de 3 grupos de ratas sujetos a diferentes

condiciones de bebida y alimento:

1. Grupo control: recibe agua corriente y alimento, ambos ad libitum.

2. Grupo AID: recibe una solucién de NaCl al 2.5% como bebida y alimento, ambos
ad libitum.

3. Grupo de restriccion alimentaria: recibe agua corriente ad libitum y la misma

cantidad de alimento consumida por el grupo de AID.

El grupo de AID presenta una disminucion del 90% en el peso corporal respecto al grupo
control y reduccion en el consumo de alimento respecto al mismo grupo desde el dia uno

del modelo, alcanzando una disminucion del 26% en el dltimo dia del experimento (38).

Los animales AID, a diferencia de aquéllos con restriccion alimentaria quienes si tienen
motivacibn para comer, es decir, comerian si tuvieran mas alimento disponible,
paraddjicamente presentan sintesis aumentada de TRH en el NPV y mayor
concentracion sérica de TSH junto con un menor contenido de HT, lo que evidencia que el
eje HHT no disminuye su funcionamiento a pesar de que estos animales se encuentran en
balance negativo de energia (38, 39).

En cambio, se ha encontrado que el aumento en la expresion de TRH en el NPV del
grupo AID se presenta especificamente en el NPVa (27) que carece de funcion
hipofisiotropica pero que, como se ha mencionado, tiene conexiones hacia nucleos
involucrados en la regulacién de la conducta alimentaria como el ARC, el HL y el

hipotalamo dorsomedial (41).
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Fuera del hipotalamo, el NPVa proyecta hacia el area tegmental ventral (ATV) y el N. Acc
y ademds, esta inervado por axones provenientes de las neuronas productoras de
péptidos anorexigénicos (41), por lo tanto, estos elementos podrian estar confiriéndole a

TRH un efecto anorexigénico en el modelo de AID.

Dado que en este modelo se observa 1) conducta de anorexia y 2) una desregulacion del
eje HHT, podriamos resumir que la AID induce la activacion de dos poblaciones de
neuronas TRHérgicas en distintas subdivisiones del NPV que son funcionalmente
diferentes, una poblacion, el NPV caudal (NPVc), es probablemente la responsable de la
elevacion en la concentracion plasméatica de TSH, y la otra (el NPVa) al parecer puede

participar en la conducta de anorexia de las ratas en este modelo (27).

Figura 4. Micrografias en campo obscuro de muestras representativas del mRNA de pro-
TRH en NPV. Las imagenes son magnificaciones de las subdivisiones del NPVa (1),
NPVm (2) y NPVc (3) de animales control (A) y AID (B), Tercer ventriculo (lll). Escala, 200
pum. Adaptado de (27).

2.2 TRH en el sistema limbico durante el modelo de AID.

Los cambios en el contenido de TRH en regiones del sistema limbico de ratas sometidas
al modelo de AID, como la corteza insular (aumento) y el N. Acc (disminucién) (108),
sugieren también un papel extra-hipotalamico del péptido, tal vez regulando otros

componentes de la conducta alimentaria como la motivacion por el consumo de alimento.
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El N. Acc se considera uno de los principales sustratos de los efectos de recompensa
provocados por diversas drogas de abuso y otros estimulos como el consumo de
alimento, debido a que puede interactuar con el sistema dopaminérgico mesolimbico y las
proyecciones de éste (109). En el N. Acc podemos ubicar dos regiones bien delimitadas,
la corteza (shell) y el nucleo (core), cuya distincibn mas importante, pero no la Unica, son

sus conexiones aferentes y eferentes (110).

El ndcleo del accumbens se ha asociado a los cambios en la actividad motriz debido a su
relaciébn con el sistema limbico, mientras que su corteza, que se comunica con la
amigdala extendida (el nucleo cama de la estria terminal, (bed nucleus of stria terminalis),
y nacleo central de la amigdala) y el HL, es mas susceptible a activarse por estimulos
estresantes; lo anterior apunta a que esta region en su conjunto, puede activarse frente a

estimulos apetitivos pero también adversos (111).

Los animales sometidos al modelo de AID presentan un incremento en la expresion
del RNAm de TRH en el N. Acc y disminucidn en el contenido del péptido; ademas la
expresion del receptor TRH-R1 esta incrementada, sugiriendo que la via del péptido se
encuentra activa en este nucleo y que podria estar involucrada en la evitacion del

consumo de alimento en estos animales (108, 112).

Asimismo, en esta region la via TRHérgica interactia con la via dopaminérgica, asociada
con mecanismos de recompensa por la alimentacién y la respuesta a cambios en la
concentracion de glucosa inducidos por estrés (113). Un ejemplo que evidencia la
interaccion de ambas vias es la inyeccion bilateral directa de TRH en el N. Acc, que
aumenta la actividad locomotora y produce cambios conductuales similares a los
producidos por DA; la anulacién de dicho efecto cuando las terminales dopaminérgicas de
este ndcleo son destruidas, sugiere que los efectos locomotores inducidos por TRH son
mediados por DA. Por otro lado, la inyeccién periférica de TRH en ratas produce efectos
conductuales similares a los producidos por la inyeccién directa en el N. Acc pero menos
duraderos (114-117).

Cabe sefialar que el N. Acc estd involucrado también en el consumo de alimentos
mediante mecanismos heddnicos como el “gusto o liking” y el “deseo o wanting”. Las
alteraciones en este sistema de recompensa del cerebro podrian llevar a ambos extremos

de la conducta alimentaria, por una parte, al consumo excesivo de alimentos y el
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sobrepeso y obesidad consecuentes o bien, a la supresion de dichos mecanismos, lo que

conduciria a la anorexia (118, 119).

Existen pocas evidencias sobre la actividad del N. Acc en pacientes con AN, sin embargo,
un estudio reciente demuestra que la inactivacion de este nucleo mediante cirugia
estereotéxica es eficaz en el manejo de AN resistente al tratamiento, con franca mejoria
en la ingesta de alimento y también en la sintomatologia ansiosa con que cursan los

pacientes (120).

3. N. Acc y ansiedad.

En roedores, los estimulos estresantes activan las neuronas dopaminérgicas del ATV que
expresan receptores a GC y que envian sus proyecciones hacia el N. Acc. En condiciones
normales esta comunicacion se ha considerado favorecedora de un mejor acoplamiento

ante experiencias adversas (121-123).

Algunos estimulos que generan aumento en la sefializacion dopaminérgica en el N. Acc
como el estrés crénico y las drogas de abuso, inducen un aumento en la activacion de
CREB (fosforilacion y transcripcion mediada por unidon a CRE) mediante la cascada de
sefalizacion del AMPc, una neuroadaptacion que disminuye la repuesta ansiosa (ante el
estresor) y el efecto compensatorio (de las drogas de abuso), como se ha observado en
modelos de roedores (124-126).

Su participaciébn en la modulacion de la ansiedad cada vez cobra méas fuerza: la
estimulacion cerebral profunda dirigida a este nucleo en pacientes con desérdenes
severos de ansiedad y obsesivos-compulsivos, causa una disminucién importante en la
intensidad de los sintomas (120, 127, 128). Es posible que estos resultados se
relacionen con la interaccién del N. Acc con circuitos cerebrales especificos que participan
de manera directa en el procesamiento de estimulos estresantes y ansiogénicos, como la

corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala (129, 130).
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IV. JUSTIFICACION.

La conducta alimentaria es una conducta compleja afectada por factores como el estado
nutricional y emocional del individuo; la integracion de dichos factores se lleva a cabo de
manera central en el hipotalamo y en otras regiones clave del sistema limbico como el N.
Acc (1-3).

Un claro ejemplo de la asociacion entre el componente nutricional y animico son los
trastornos de la conducta alimentaria, como la AN, un trastorno psiquiatrico de etiologia
multifactorial que es mas frecuente en mujeres jovenes (92, 93); se estima que su
incidencia es de alrededor de 109 casos por cada 100 000 individuos y que el rango de
edad mas afectado es el de 15 a 19 afios (131-133).

Una de las comorbilidades mas significativas de la AN son los trastornos de ansiedad,
principalmente el trastorno obsesivo compulsivo y las fobias, que aquejan a mas del 50%
de los pacientes (102, 103).

AUn no es claro si la AN es consecuencia de la ansiedad o si ésta deriva de la AN, y
tampoco son claros los procesos neuroldégicos que asocian a ambas patologias, sin
embargo, la implicacion del sistema de recompensa, del cual es parte el N. Acc, se ha
convertido en un vinculo probable entre estados emocionales como la ansiedad y el
caracter hedénico y la motivacion por del consumo de alimento, debido a sus
proyecciones hacia el sistema limbico y también hacia otros centros neurales de la

homeostasis energética como el NPV (118, 119).

TRH, un péptido sintetizado en el NPV y en regiones extra hipotalamicas como el N. Acc
(7), se ha implicado en las conductas de anorexia y ansiedad (2, 30-37, 61-67); la
expresion de este péptido es promovida por pCREB (69, 70), un factor de transcripcion
gue puede ser activado por la cascada del AMPc (76-78), lo cual sugiere que la
estimulacion de la via TRHérgica en el NPV y en el N. Acc por la inhibicién de la PDE7
gue se expresa particularmente en esas regiones, podria llevar a animales control a

desplegar las conductas de anorexia y ansiedad.

Este acercamiento también ayudaria a examinar la participacion de la via TRHérgica del

NPV y del N. Acc en estas conductas, durante el modelo de AID. Ademés se explorarian

21



los efectos anorexigénicos y ansioliticos potenciales de un farmaco cuyo blanco de

accion, la PDE7, tiene una distribucion cerebral especifica.

En suma, nuestros resultados podrian ayudar a esclarecer si las conductas de ansiedad y
anorexia son afectadas por la expresion de TRH en el NPV y en el N. Acc y también
podrian aportar informacién para el desarrollo de una terapia farmacoldgica que aborde

estas enfermedades.

V. HIPOTESIS.

La expresion de TRH no hipofisiotrépico en el NPV y en el N. Acc es promovida por la
cascada del AMPc, por lo cual suponemos que la expresion de TRH en esas regiones
aumentarda tras la inhibicién de la PDE7. Dados los efectos anorexigénicos y ansioliticos
de TRH, suponemos que una mayor expresion de éste en el NPV provocara anorexia, y
en el N. Acc ansidlisis, en animales control. Por otro lado, suponemos que durante el
modelo de AID, una mayor expresion de TRH en el NPV y en el N. Acc, estara asociada

con la conducta de anorexia, y en particular en el N. Acc, con ansidlisis.

VI. OBJETIVO PRINCIPAL.

Evaluar los efectos de la administracién de un inhibidor de PDE7 sobre la expresion de
TRH en el NPV y el N. Acc asi como la asociacion de éstos con la conducta alimentaria y

ansiedad.

VII. OBJETIVOS PARTICULARES.

A Construir una curva dosis-respuesta y un curso temporal de un inhibidor de PDE?7,
administrado en animales control por via i.p, considerando su efecto sobre la conducta
de ansiedad.

A Conocer los efectos de la inhibicion de la PDE7 sobre la expresion de TRH del NPV y
del N. Acc en animales control y en animales con AID.

A Comparar el efecto de la inhibicion de PDE7 sobre la conducta alimentaria y ansiedad

en animales control y con AID.
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A Asociar los cambios en la expresion de TRH del NPV y N. Acc con las conductas de
anorexia y ansiedad, respectivamente, en animales con inhibicion de la PDE7.

A Evaluar la expresion de D2 en el hipotalamo de animales control y AID y compararla
con la expresion de TRH.

A Evaluar el efecto de la administracion directa en el N. Acc, de TRH y de un inhibidor de

PDE?7, sobre la conducta de ansiedad en animales alimentados ad libitum.

VIIl. MATERIAL Y METODOS.

1. Determinacion de la dosis efectiva de inhibidor de PDE7 con efecto ansiolitico
administrado via i.p en animales control.

32 ratas Wistar macho adultas de entre 250 y 300 g de peso, en un ciclo de luz oscuridad
(7-19 hrs), fueron divididas en 4 grupos de 8 animales cada uno (n=8). Todos los grupos
fueron habituados durante 3 dias consecutivos, en el mismo horario, a la prueba de ED.
La habituacion consistié en colocar a cada rata en la caja de la prueba sin la fuente de

choques o electrodo, durante 10 minutos.

En el dia 4, cada animal fue inyectado via i.p con 1 ml/Kg de vehiculo (DMSO al 2 %: 2 ml
de dimetilsulféxido en 100 ml de solucion salina al 0.9%) o una de las 3 diferentes dosis
de inhibidor (0.2, 2, 10 mg/Kg peso). El rango de dosis seleccionadas se elabor6 tomando
como referencia la dosis usada por Nandhakumar y cols. (89, 90) debido a que es una de

las pocas referencias del uso in vivo de este farmaco.

GRUPOS

Control 0.2mg/Kg _ 10mg/Kg

Inhibidor

El inhibidor se administré durante la fase de luz en un horario de 8 am a 11 am. Media
hora después de la inyeccién, los animales fueron sometidos a la prueba ED (se describe

adelante), que fue registrada en video para su posterior andlisis. Media hora después de
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terminada la prueba, se sacrificaron los animales por decapitacion y se obtuvieron los

cerebros, que se almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.

La dosis efectiva de inhibidor se defini6 como aquella que produjera un efecto ansiolitico

respecto a los animales administrados con vehiculo.

2. Determinacién de la dosis efectiva de inhibidor de PDE7 con efecto ansiolitico

administrado intra N. Acc.

Una vez determinadas la dosis y la duracion del efecto del inhibidor inyectado via i.p, se
procedié a inyectar el farmaco directamente en el N. Acc mediante cirugia estereotaxica.
Se utilizaron 16 ratas Wistar macho entre 250 y 300 g y las coordenadas del Atlas de
Paxinos y Watson (136) AP 1.7, L £ 1, DV -6.8 respecto a Bregma, que corresponden a la

corteza del N. Acc.

Los animales fueron anestesiados con una combinacion de ketamina (100 mg/Kg) y
xilacina (13 mg/Kg) para inducir un periodo de anestesia de 45 a 60 minutos. Los
animales fueron colocados en el aparato estereotaxico y ajustados a éste mediante
sujetadores Gticos. Se secciond con un bisturi, de manera transversal, la piel de la cabeza
y la duramadre para descubrir el crdneo; una vez expuestas las fisuras craneanas, se
localiz6 el N. Acc a partir de las coordenadas “blanco” o de referencia a partir de bregma
siguiendo el Atlas de Paxinos y Watson (136). Ubicado dicho punto, se utilizé un taladro
para hacer un trépano pequefio que permitiera insertar una jeringa Hamilton (5ul) en la
coordenada dorso-ventral correspondiente y se inyectd el farmaco; esta actividad se

realiz6 bilateralmente.

GRUPOS
Control 0.4ug/0.3ul 4ug/0.3ul 40ug/0.3pl
Inhibidor
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Las dosis utilizadas para este experimento fueron 0.4, 4 y 40 ug/0.3 ul (n=4/grupo), con
base en la determinacion de la caracteristicas del inhibidor de PDE7 (BRL-50481)
obtenidas por Smith y cols. (86) tras la identificacion de este compuesto. Estas
concentraciones en g corresponden a soluciones 0.0054 mM, 0.054 mM y 0.54 mM,

respectivamente.

En la planeacion de este experimento se considerd lo siguiente: dado que por via i.p el
efecto ansiolitico del inhibidor prevalece hasta 24 horas, los animales fueron operados un
dia antes de someterlos a la prueba de ED. En promedio es posible operar hasta 8
animales durante el periodo de luz, por lo que las cirugias debieron realizarse a lo largo

de 3 dias: cada dia una de las 3 dosis diferentes y su grupo control.

24 horas después de la inyeccion, todos los animales fueron sometidos a la prueba de ED
y ésta fue registrada en cada caso para su posterior analisis. Media hora después de
terminada la prueba, se aplicé la eutanasia por decapitacién, se obtuvieron los cerebros y

se almacenaron a -20°C hasta su andlisis.

3. Efecto conductual de lainyeccion de TRH intra N. Acc.

Tras la observacion del efecto ansiolitico del inhibidor administrado intra N. Acc, nos
propusimos corroborar si este efecto era similar a la inyeccion de TRH directamente en el

N. Acc, apoyando el papel ansiolitico del péptido (137, 61-66) en esta regién.

Para ello utilizamos 16 animales con las caracteristicas ya mencionadas y los dividimos
en grupo control y grupo TRH (n=4/grupo). Mediante cirugia estereotaxica, usando el
método y las coordenadas ya mencionadas, los implantamos con una canula
directamente en el N. Acc derecho; esta adaptacion de las maniobras previamente
descritas se debid a que la biodisponibilidad de TRH es muy breve (alrededor de 5 min)

(58) y era indispensable reducir el tiempo entre la administracion y la prueba conductual.

La canula guia fue elaborada con una aguja 28G (G se refiere a “gauge” o luz de la aguja)
de 12 mm de largo colocada en las coordenadas del N. Acc ya mencionadas. La canula
permite inyectar al animal en cualquier momento (sin someterlo) mediante una jeringa

Hamilton evitando que se estrese.
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Luego de la cirugia, los animales se recuperaron durante 7 dias; cada dia se verifico que
la luz de la canula estuviera libre insertando un mandril sin inyectar ninguna sustancia ni

estimular el ntcleo.

En el dia 3 de la recuperacion los animales fueron inyectados manualmente con 3 ug/0.5
pl de TRH, entre 8 y 10 de la mafana, igual que sus respectivos controles inyectados con
el mismo volumen de vehiculo (solucién salina al 0.9%). La jeringa se mantuvo dentro de
la canula durante 2 minutos para permitir que el péptido difundiera adecuadamente y no

regresara por capilaridad.

Media hora después de la inyeccidn, los animales fueron sometidos a la prueba de ED y
sacrificados por decapitacion media hora después de la misma. Se obtuvieron los

cerebros y se almacenaron a -20°C hasta su utilizacion.

4. Modelo de AID e inyeccién i.p del inhibidor.

Una vez que tuvimos los datos sobre ansiedad provocados por el inhibidor, administramos
las dosis de 0.2 mg/Kg y 2 mg/Kg a animales control y a los sometidos al modelo de AID
para determinar los cambios conductuales (consumo de alimento y ansiedad) en

respuesta al farmaco.

A la totalidad de animales (48 ratas Wistar macho adultas de entre 250 y 270 g de peso)
se le dividié en grupo control (n=24) y grupo AID (n=24). Se les proporcionaron 50 g de
alimento diariamente, lo cual es alrededor del doble del consumo diario promedio de una
rata macho del mismo peso, por lo que se considera alimentacién ad libitum. Al grupo
control se le proporcion6 agua corriente como bebida ad libitum, mientras que al grupo de

anorexia (AID) se le colocaron bebederos con una solucién de NaCl al 2.5%.
El modelo de AID inicié en el dia denominado O respecto al momento en que se les
provee a los animales la solucién de NaCl 2.5%, y dur6 en total 5 dias. Cada dia en el

mismo horario (16-17 hrs), los animales y el alimento consumido fueron pesados.

A partir del dia 2 del modelo, todos los animales, control (C) y AID comenzaron la

habituacion a la prueba de ED.
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En el Gltimo dia del modelo los animales sometidos al modelo de AID fueron separados en
tres grupos, un grupo fue inyectado i.p con vehiculo (DMSO al 2%), otro con 0.2 mg/Kg
de inhibidor y uno mas con 2 mg/Kg de inhibidor (n=8/grupo). El resto de los animales
(controles alimentados ad libitum), fueron inyectados con vehiculo (DMSO al 2%) o con
0.2 mg/Kg de inhibidor o bien, con 2 mg/Kg de inhibidor (n=8/grupo) media hora antes de

gue iniciara el ciclo de oscuridad.

Finalmente se cuantifico el alimento consumido durante una hora después de la inyeccién
e inmediatamente los animales fueron sometidos a la prueba de ED. Media hora después
de la prueba conductual, los animales fueron sacrificados por decapitacion, se obtuvieron

los cerebros y se almacenaron a -20°C hasta su utilizacién.

5. Andlisis de la prueba de ED.

La prueba de ED fue desarrollada y validada en ratas por Treit y Pinel en 1981 (134), es
un modelo de miedo condicionado, basado en la observacién de que los roedores
expuestos a un electrodo que emite una descarga eléctrica de baja intensidad (0.25 mA),
lo enterrardn con aserrin presuntamente como una respuesta innata para impedir el

contacto con este estimulo adverso.

La cantidad de tiempo empleado realizando esta conducta disminuye con el uso de
ansioliticos como las benzodiacepinas, de modo que a menor tiempo de enterramiento, se

considera un estado de menor ansiedad (67).
Los pardmetros cuantificados en esta prueba se miden en segundos y son:

A Tiempo acumulativo de enterramiento: consiste en movimientos rapidos y continuos
de las patas delanteras empujando el material de cama con la finalidad de ocultar el
electrodo; es una manifestacion activa de ansiedad: a mayor tiempo de enterramiento

mayor ansiedad.

A Congelamiento o freezing: se considera una expresion pasiva de ansiedad, la rata se
mantiene inmdovil en cuatro patas mirando el electrodo luego de haber recibido un

choque.

Los videos de la prueba de ED, fueron analizados para cuantificar inicamente el tiempo

durante el que los animales realizaron la conducta de enterramiento o la de
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congelamiento, puesto que son las dos conductas que reflejan mejor el estado de

ansiedad de los animales.

6. Diseccion de las regiones cerebrales de interés: N. Acc y NPV.

Los cerebros congelados (-20°C) fueron disecados utilizando hielo seco pulverizado, agua
destilada, navaja, sacabocado de 1 mm (Roboz Surgical Instrument Co., EUA) y bisturi
del numero 3. Utilizando la navaja se cortaron las rebanadas transversales de alrededor
de 1 mm de grosor; una tras otra, se observo la aparicion y desaparicién de estructuras
cerebrales usando como referencia las imagenes del atlas de Paxinos y Watson (136)

hasta llegar a la rebanada correspondiente al N. Acc y al NPV respectivamente.

La rebanada correspondiente al N. Acc se corté en las coordenadas entre 2.28 mm y 0.96
mm respecto a bregma; se aislé la estructura en ambos hemisferios y cada N. Acc se

guardo y etiquetd apropiadamente a -20°C.

Posteriormente se obtuvo la rebanada correspondiente al NPV, correspondiente a una
rebanada entre -1.08 y -2.04 mm respecto a bregma, debido al tamafio reducido de esta
region, se emple6 un sacabocados de alrededor de 1 mm de diametro y se obtuvo un solo

NPV por cada animal. Cada NPV etiquet6 apropiadamente y se guardé a -20°C.

7. Extraccion del RNA total por el método de tiocianato de guanidina.

Se basa en la separacion de las sales para aislar los 4cidos nucléicos; se requieren varios
pasos que comprenden lisis celular, inactivacion de nucleasas y separaciéon de los acidos

nucléicos del lisado.

A cada NPV o cada N. Acc se le agreg6 un volumen de soluciéon D con B mercaptoetanol
(tiocianato de guanidina 4M, citrato de sodio pH 25 mM, sarcosil 0.5%, 3 mercapto etanol
0.1 M) y se homogenizé (sonicador vibra cell VC-130) a baja intensidad por no mas de 10
segundos. Sobre hielo frapé, a este lisado se le agreg6é un volumen de fenol saturado en
agua con tratada con dietilpirocarbamato (DEPC), se agitd (vortex Daigger Genie 2)
durante 8 seg; se agreg6 1/10 del primer volumen de acetato de sodio 2 M pH 4, se agitd

y finalmente se adicionaron 3/10 del primer volumen de cloroformo isoamilico y se agit6.
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La mezcla debi6é adquirir una apariencia lechosa. Se dejé reposar en hielo frapé durante

15 minutos.

N. Acc: 250 pl solucion D con B mercaptoetanol + 250 ul fenol saturado en agua con
dietilpirocarbamato (DEPC) + 25 pul acetato de sodio 2M pH4 + 75 pul cloroformo

isoamilico.

NPV: 100 pl solucién D con 3 mercapto etanol + 100 ul fenol saturado en agua con DEPC

+ 10 ul acetato de sodio 2M pH4 + 30 pl cloroformo isoamilico.

Posteriormente las muestras se centrifugaron (Eppendorf Centrifuge 5810 R) durante 20
min a 10000 rpm a 4°C. Se recuperé el sobrenadante y se le adicion6 un volumen de
isopropanol (250 pl para N. Acc y 100 ul para NPV), se agitd y se dejé reposar durante 24
horas a -20°C.

Las muestras se centrifugaron a 13800 rpm durante 30 min a 4°C y se decantaron
cuidadosamente para eliminar al maximo el isopropanol. Se adicioné un volumen (200 pl
para N. Acc y 150 pl para NPV) de etanol al 75% para lavar las paredes del tubo y se
agité con vortex para desprender y remover las sales del precipitado, se decantd. Este
proceso se repitib una vez mas y posteriormente se centrifugaron las muestras a 13800
rom durante 8 minutos (NPV) 6 12 minutos (N. Acc) a 4°C. Todos estos pasos se

repitieron 2 veces mas.

Finalmente se decantaron los tubos y se colocaron abiertos durante 5 minutos en un

concentrador bajo vacio (Eppendorf Vacufuge).

7.1 Lectura del RNA total.

Para realizar la lectura del RNA total, las muestras se resuspendieron en agua con DEPC
estéril (10 pyl para NPV y 20 ul para N. Acc); se agitaron integrando por completo el

precipitado a este liquido.
Cada cubeta para espectrofotdmetro (Eppendorf Bio-photometer) debié contener 98 ul de

agua milli Q estéril + 2 pl de muestra o bien, en el caso del blanco, 98 pl de agua milli Q

estéril + 2 pl de agua con DEPC.
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La lectura se realiz6 a longitudes de onda de 230 nm para cuantificar las sales, 260 nm

para cuantificar RNA total y 280 nm para cuantificar proteinas.

7.2 Integridad del RNA.

Para determinar la calidad del RNA total extraido, se emple6 electroforesis con un gel de
agarosa al 1.5%; este procedimiento permite saber si el RNA extraido es funcional para

realizar la transcripcién y posteriormente la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR).

El procedimiento fue el siguiente: se obtuvo la D.O con un fotbmetro (Eppendorf Bio-
photometer) a 230 nm para medir la cantidad de sales, a 260 nm para medir la cantidad
de RNA y a 280 nm para medir la cantidad de proteinas. Las muestras que no tuvieron
una relaciéon mayor a 1.5 de la densidad Optica (D.O.) entre 260/230 y 260/280, se
descartaron.

La calidad de la extraccion se evalu6 por medio de electroforesis con un gel de agarosa al
1.5 % determinando la integridad de la subunidades 28S y 18S del RNA ribosomal; la
relacion de la densidad de las dos bandas debi6 ser mayor a 1.5, de lo contrario, las

muestras fueron descartadas.

7.3 Transcripciéon del RNA total a DNAc.

Las diluciones de RNA en agua con DEPC se ajustaron para NPV y N. Acc a 1.5 ug en 12
ul; para desnaturalizar las muestras, se colocaron en bafio maria a 65°C durante 5 min e

inmediatamente se colocaron en hielo frapé.

Posteriormente se les agregaron 20 ul de la mezcla de transcripcién: 8.9 ul de H,O/
DEPC, 6 ul de Buffer [Tris-HCI pH 7.5, 20 mM; 100 mM NaCl; 0.1 mM EDTA; 1mM DTT;
0.01% NP-40; 50% glicerol] 3 ul de DTT, 0.6 ul de desoxinucleétidos de trifosfato
(NTP’s), 1 ul de poliT y 0.5 ul de M-MLYV transcriptasa reversa; y se incubaron durante 2
horas a 37°C.

7. 4 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).

Mezcla para PCR.
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35 pl H,O/ DEPC, 5 ul de buffer [KCI 500 mM; Tris-HCI pH 8.3 100 mM; gelatina
100 pg/ml; 1% triton X-100; 1.5 mg/ml BSA], MgCl, (2.5 pg para N. Acc, 1.7 ug
para NPV), 1 pl de dNTPs, 0.5 pl de Taqg polimerasa, 1 pl de oligo sentido y 1 pl de
oligo antisentido para cada gen de interés: pro-TRH (sentido: 5- GGA CCT TGG
TTG CTG TCG ACT CTG GCT TTG, antisense: ATG ACT CCT GCT CAG GTC
ATC TAG AAG CT-3’); desyodasa 2 (sentido 5’- GAT GCT CCC AAT TCC AGT
GT- 3, antisentido: 5- AGG CTG GCA GTT GCC TAG TA); actina (sentido: 5'-
GAC GATGCT CCCCGG GCT GTA TTC-3’; antisentido: 5°-TCT CTT GCT CTG
GGC CTC GTC ACC-3) y ciclofilina (sentido: 5°- GGG GAG AAA GGA TTT GGC
TA-3’, antisentido: 5-ACA TGC TTG CCA TCC AGC C-3") como controles por su
expresion constitutiva. Los productos amplificados tuvieron un tamafo de 350 kDa
(TRH), 190 kDa (D2), 140 kDa (actina), 259 kDa (ciclofilina).

La amplificacion de cada gen fue optimizada para cada estructura realizando una curva
con diferente nimero de ciclos y observando la creciente densidad optica (D.O). En un
termociclador (Eppendorf Mastercycler gradient) se usaron las siguientes temperaturas y

tiempos:

50 64 21 21
25 64 23 23
25 55 25 26
25 64 29 -

Los productos de la PCR se separaron utilizando electroforesis en gel de agarosa al 2% y
se tifieron con bromuro de etidio (1 mg/L) para medir la D.O con el software Advanced

American Biotech Imaging.
Los resultados se reportan como la relacion de la expresion del gen de interés sobre la del

gen control (ciclofilina o actina) en unidades arbitrarias y considerando la del grupo control
como 100%.
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8. Determinacion del contenido de pCREB por Western Blot.

La técnica de Western Blot consiste en identificar con anticuerpos especificos, proteinas

gue han sido separadas de otras proteinas de acuerdo a su tamafio por electroforesis.

Las proteinas separadas son transferidas a una membrana de nitrocelulosa o de fluoruro
de polivinilideno (PVDF) mediante la aplicacién de una corriente eléctrica; entonces la
membrana es una réplica del patron de proteinas en el gel; luego la membrana es
incubada o “inmuno-identificada” con un anticuerpo especifico para la proteina de interés,
por lo que el fundamento principal de la técnica es la interaccion especifica antigeno-

anticuerpo en una muestra dada de proteinas.

Toda la técnica se desarroll6 utilizando el equipo y componentes del Mini PROTEAN Tetra
Cell (Life Sciences, Bio-RAD, CA, EUA).

8. 1 Preparacion de los homogenados.

Para correr las muestras de tejido en un gel es necesario lisar los tejidos y asi solubilizar

las proteinas para que puedan migrar individualmente en el gel separador.

Se homogenizaron (sonicador vibra cell VC-130) las muestras a baja intensidad por no
mas de 10 segundos con buffer de lisis RIPA (NPV con 50 ply N. Acc con 75 pl; NaCl 150
mM, NP-40 1%, deoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1%, Tris 50 mM pH 8) e inhibidores de
fosfatasas (PhosStop) y proteasas (cOmplete Mini) (80 pl de cada uno/1000 ul RIPA). Se
colocaron sobre hielo frapé y se dejaron reposar durante 15 minutos; se tomaron 20 ul
para determinacion de proteinas por el método de Lowry (140), y el resto se centrifugé a
13800 rmp durante 30 minutos a 4°C.

Se recupero el sobrenadante (NPV 30 ul y N. Acc 50 ul) y se combind con buffer de
muestra 2X (SDS 4%, beta mercaptoetanol 10%, glicerol 20%, azul de bromofenol
0.004%, TrisHCI 0.125 M) en una relaciéon 1:1 en tubos de 1.5 ml, éstos se colocaron en
bafio maria a 100°C durante 3 minutos, posteriormente se centrifugaron a 13800 rpm

durante 10 minutos a 4°C y se almacenaron a -70°C hasta que se realiz6 la electroforesis.
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8. 2 Determinacion de proteinas por el método de Lowry.

Se tomaron 20 ul de muestra de cada homogenado de NPV y N. Acc por duplicado y se
agregaron 175 pl de NaOH 0.5 N + 900 ul de solucién F. Se incubaron a temperatura
ambiente por 25 minutos cubiertos con aluminio y se agregaron 100 pl de Folin-Ciocalteu
1 N. Se incubaron en el periodo de 30 minutos y se leyeron en el espectrofotometro a 570

nm.

La curva estandar se elaboré con 5, 10, 15, 20, 40, 60, 80 y 100 pug de albumina sérica

bovina (BSA); los tubos se llenaron de la siguiente manera:

BSA Opg 5pg 10pg 15pg 20ug 40pg 60pg 80pg 100 ug

1 2 <) 4 5 6 7 8 9
150 145 140 135 130 110 90 70 50
= 5 10 15 20 40 60 80 100

50ul 50pl 50pu 50 u 50 ul 50 pl 50ul 50l 50 pl

1 pl 1l 1 pl 1 pl 1 pl 1 pl 1 pl 1l 1 pl

Solucién F o reactivo de cobre: 50 ml de solucién A (carbonato de sodio al 2% en NaOH
0.1N) + 0.5 ml de solucién B (sulfato cuprico al 1%) + 0.5 ml de solucién C (tartrato de Na
y K al 2%).

8. 3 Preparacion de los geles de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio (SDS).

Luego de ensamblar los vidrios y las minicAmaras, se vertieron las mezclas
correspondientes al gel separador (10 ml; 7.65 ml H,O Milli Q, 3.75 ml, 3.45 ml mezcla de
acrilamida/bisacrilamida (30%/2.7%; w/v), TrisHCI 1.5 M pH 8, 0.75 ml SDS 20%, 0.75 ml
persulfato de amonio (APS) 10 %, TEMED 0.001 ml). Los reactivos se agregaron uno a
uno en agitacion continua y el APS y TEMED justo antes de vaciar la mezcla en el médulo

de ensamblaje.
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Posteriormente se agregaron 200 pl de isopropanol al 100%, mismo que se retird
utilizando papel filtro (Wattman) alrededor de 20 minutos después, cuando la mezcla se

habia solidificado.

En el mismo médulo, sobre el gel separador se agregd la mezcla del gel concentrador
(3.075 ml H,O MIilliQ, 1.25 ml, 0.67 ml mezcla acrilamida/bisacrilamida 30%/0.8%, wi/v;
TrisHCI pH 6.8, 0.025 ml SDS 20%, 0.025 ml APS 10%, 0.005 ml TEMED) afiadiendo los
reactivos de la misma manera que al preparar el gel separador; inmediatamente después
se colocaron peines de 10 pozos (1 mm/pozo) en cada modulo de ensamblaje. La mezcla

se solidificé alrededor de 30 minutos después.

8. 4 Electroforesis.

Los geles se colocaron en las camaras de corrida llenas con buffer de corrida (3 g
TrisHCI, 14.4 g glicina, 10 ml SDS 10%, aforado a 1 L con H,O MilliQ), después de retirar

los peines de los geles.

Se corri6 la electroforesis a 50 Volts durante 10 minutos y luego a 130 Volts durante una
hora y media o hasta que el desplazamiento del marcador se acercara al extremo inferior

del gel.

8. 5 Transferencia.

La transferencia del gel de poliacrilamida a la membrana de PVDF (Amersham, RU) se
realizé de la siguiente manera:

Una membrana de 8.5 x 7.5 cm se sumergié en metanol durante 1 min y luego en H,0
MilliQ durante 3 minutos, finalmente se colocé en buffer de transferencia (3.02 g Tris
0.025 Mm, 14.4 g glicina, 100 ml metanol 99.93%, aforado a 1 L con H,O MilliQ).

Posteriormente se prepar6 el cassette de transferencia de la siguiente forma:

Fibra

Papel filtro
Membrana
Gel

Papel filtro
Fibra
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El cassette se sumergi6 en la camara de transferencia llena con buffer de transferencia y

se programaron 175 mA durante una hora y media.

8. 6 Anticuerpos.

Anticuerpos primarios*

Proteina Especie Dilucion Marca
_ Cortesia del Dr. José Manuel Hernandez
_ Policlonal de
Actina y 1: 3000 Hernandez (CINVESTAV Zacatenco,
raton
México)
pCREB Policlonal de N )
_ 1: 3000 Millipore (Darmstadt, Alemania)
(Serl33) conejo
Policlonal de o )
CREB _ 1:3000 Millipore (Darmstadt, Alemania)
conejo

Anticuerpos secundarios (conjugados con peroxidasa de rabano)*

Proteina Especie Dilucion Marca
Cabra anti
IgG _ 1: 40000 Santa Cruz (CA, EUA)
conejo
19G Cabra anti ratén | 1: 35000 Santa Cruz (CA, EUA)

Diluyente: solucién bloqueadora (BSA al 5% (Sigma Aldrich) en PBS 1X (100 ml PBS 10x
(82 g NaCl, 4.3 g NaH,PO, 2H,0, 17.4 g NaH,PO, aforado a 1 L con H,O MilliQ) en 900
ml H,O MilliQ)).

Antes de poder incubar las membranas con los anticuerpos éstas se colocaron en 25 ml
de solucién bloqueadora (albumina sérica bovina al 5% (Sigma Aldrich) en PBS 1X (100
ml PBS 10X (82 g NaCl, 4.3 g NaH,PO, 2H,0, 17.4 g Na,HPO, aforado a 1 L con H,O
MilliQ) en 900 ml H,O MilliQ con Tween 20 (Bio-Rad) al 0.05%) durante una hora en

agitacion moderada a temperatura ambiente.

Posteriormente se hicieron lavados para retirar la solucién bloqueadora; la membrana se
sumergié en PBS 1X y se agit6 intensamente durante 10 minutos a temperatura ambiente,
se elimin6 el PBS 1X y se colocd un nuevo volumen que se agité durante 15 minutos con

intensidad moderada, este Ultimo paso se repitid dos veces mas.
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Luego de retirar el dltimo volumen de PBS 1X de lavado, se adicionaron 10 ml de la
dilucion de anticuerpo primario seleccionado, se agité durante 10 minutos a intensidad

moderada y luego se guardd a 4°C durante 24 horas.

Una vez transcurrido este tiempo, se hizo una serie de lavados como los mencionados
anteriormente, se procedi6 a la incubacion con el anticuerpo secundario, una nueva serie
de lavados y la incubacién con el anticuerpo secundario correspondiente durante una

hora. Posteriormente se llevd a cabo el revelado.

8. 7 Revelado.

En un cuarto de revelado, en condiciones de obscuridad total o penumbra (foco rojo de 8
Watts) se adicionaron a las membranas 1 ml de reactivo A (luminol) y 1 ml de reactivo B

(H20,) (ImmunoCruz, Santa Cruz, CA, EUA) y se agitaron suavemente durante 2 minutos.

Después de remover cuidadosamente el exceso de reactivo, se colocaron las membranas

en el cassette de revelado, una mica y luego la placa fotogréafica (Kodak Biomax MR Film).

Las placas fueron expuestas 10 y 30 minutos. Transcurrido cada uno de los intervalos, en
total oscuridad, se removi6 la placa y se coloc6 durante 8 segundos en el revelador
(Kodak Professional Developer [KP123546A], NY, EUA), luego en agua corriente durante
8 segundos, luego en fijador (Kodak Professional Fixer [KP116691A], NY, EUA) durante el

mismo tiempo y nuevamente en agua.

8. 8 Stripping.

Después del revelado, las membranas fueron sometidas al proceso de “stripping” por el
cual se removieron los anticuerpos a los que se les habian expuesto y estuvieron listas
para ser incubadas con otro anticuerpo primario. Este proceso consistio en agregar
solucion de stripping (PBS 1X, Tween 20 al 0.25%) y agitar a intensidad moderada,
posteriormente se realizaron 5 lavados con agua desionizadada y finalmente con PBS 1X.
Se procedié a bloguear la membrana con solucién bloqueadora y a incubar nuevamente

con el anticuerpo primario de interés.
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Cada membrana fue expuesta a los anticuerpos primarios anti CREB, anti pCREB y anti
actina y a sus respectivos anticuerpos secundarios, realizando el proceso de stripping

entre cada uno de ellos después del revelado.

8. 9 Analisis de las placas.

El analisis de las bandas de proteinas obtenidas en las placas se realizd utilizando el
software ImageJd (NIH Image, Research Services Branch of National Institutes of Health)

gue permite calcular la densidad 6ptica (D.O) de un area determinada en una imagen.

Las imagenes de las placas fotogréficas fueron digitalizadas colocandolas sobre un
negatoscopio y fotografiandolas con una camara fotogréfica digital (Sony CyberShot
W800).

Los resultados se expresan como:

D.O de la banda correspondiente a la proteina de interés (CREB o pCREB)

D.O de la banda correspondiente a la proteina control (actina)

Y en el caso de pCREB, como la relacién entre CREB y pCREB:

D.O de la banda correspondiente pCREB

D.O de la banda correspondiente a CREB

9. Andlisis estadisticos

Los datos (cambios bioquimicos y conductuales) de la determinacién de la dosis efectiva
de inhibidor se analizaron por ANOVA de una via, y cuando hubo diferencia significativa

se realizé una prueba post-hoc de Fisher.

Los datos del curso temporal del inhibidor (tres dosis por via i.p) en animales control; la
comparacion del consumo de alimento y peso corporal en cada dia, entre grupos (control,
control inhibidor, anorexia, anorexia inhibidor); asi como el ED entre grupos con inyeccion

de TRH o de inhibidor en el N. Acc se analizaron con la prueba t de Student, comparando
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entre cada grupo inyectado con farmaco vs su propio control (un grupo control por cada

tiempo).

Para comparar cambios en la expresiéon de TRH, consumo de alimento, ED entre grupos
control y AID inyectados con vehiculo o inhibidor, se utilizé un ANOVA de dos vias, donde
los factores fueron grupos (control y AID) y tratamientos (inyeccién con vehiculo o con

inhibidor). Se consideré una diferencia significativa cuando p < 0.05.

IX. RESULTADOS.

El inhibidor de PDE7B tiene efecto ansiolitico a dosis de 2 mg/Kg, i.p.

En este experimento se probaron 3 dosis diferentes de inhibidor usando como referencia
el trabajo de Nandhakumar y cols. (89, 90) en un protocolo de epilepsia en ratas donde se
observo un efecto protector; ésta es una de las pocas referencias del uso del inhibidor in

Vivo.

Elegimos un valor 10 veces menor que la dosis utilizada por Nandhakumar (89, 90) y otro
5 veces mayor, bajo la consideracion de que posiblemente 20 mg/Kg podrian carecer de

un efecto mas significativo que el que podriamos observar con 10 mg/Kg.

El ANOVA de una via arroj6 que el tiempo de enterramiento observado fue
significativamente menor que el del grupo control (39.34 + 12.50%, F3 ;) = 3.332; p<0.05)
en los animales inyectados con 2 mg/Kg de inhibidor. No se observé una disminucion
significativa del tiempo de enterramiento con la dosis de 0.2 mg/Kg ni con la de 10 mg/Kg
(Grafica 1).
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Dosis efectiva inhibidor, i.p
160 - Enterramiento

140 A
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Control 0.2mg/Kg 2 mg/Kg 10 mg/Kg

Gréfica 1. Tiempo de enterramiento en la prueba de ED, con tres diferentes dosis i.p de
inhibidor: 0.2 mg/Kg, 2 mg/Kg y 10 mg/Kg, administrada 30 minutos antes de la prueba;
los animales fueron sacrificados 30 minutos después de la misma. Los valores son la

media expresada en segundos + EEM; *p<0.05 vs el control; n=8/grupo.

La disminucion en el tiempo de enterramiento coincide con un aumento en la

expresion del RNAm de TRH en el N. Acc.

En el N. Acc, la expresion del RNAm de TRH aument6 con las 3 dosis con respecto al
grupo inyectado con vehiculo. Con 0.2 mg/Kg, la expresion se incrementé al 224.2 +
7.5%; con 2 mg/Kg al 303 + 15.8% y con 10 mg/Kg al 593.26 + 31.06% comparando con
el control: 100 + 6.8%. EI ANOVA de una via arrojo un efecto significativo F7= 233.96
p<0.0001; la prueba post-hoc de Fisher mostrd que la expresion de TRH por la inyeccion

de las diferentes dosis también fue diferente entre ellas (Grafica 2).
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Grafica 2. Expresion del RNAm de TRH en el N. Acc, resultante de la administracion i.p
de tres diferentes dosis de inhibidor: 0.2 mg/Kg, 2 mg/Kg o 10 mg/Kg, administrada 30
minutos antes del ED; los animales fueron sacrificados 30 minutos después de la prueba.
Los valores son la media expresada en porcentaje de diferencia vs el control (100%) +
EEM y son la relacion de la D.O del DNAc de TRH respecto a la D.O del DNAc de actina
++p<0.0001 vs el control; &p<0.0001 vs 10 mg/Kg (n=4/grupo).

El efecto ansiolitico del inhibidor dura hasta 24 horas.

Una vez comprobado que la dosis efectiva de inhibidor con un efecto ansiolitico fue de 2

mg/Kg, realizamos un curso temporal para conocer la duracion de dicho efecto.

Se observo un efecto ansiolitico significativo del inhibidor con respecto al grupo control en
todos los tiempos probados; la prueba de t de Student mostré diferencias entre el grupo
inyectado con inhibidor vs el de vehiculo a la media hora (39.3 £ 12.5% vs 100 + 12.7%:
t=3.404, p<0.01), entre los de una hora (23.7 £ 2.4% vs 100 + 21.4%; t=2.66, p<0.05); y
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también entre los de 24 horas después (42.3 + 8.9% vs 100 = 18%; t=3.07, p<0.05),

(Gréfica 3).
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Curso temporal inhibidor, i.p

Enterramiento
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Inhibidor Control Inhibidor

1 hora

Control

Inhibidor

24 horas

Gréafica 3. Tiempo de enterramiento en la prueba de ED expresado en porcentaje de

diferencia con respecto al control correspondiente, usando 2 mg/Kg, i.p de inhibidor,

administrado 30 minutos, 1 hora o 24 horas antes de la prueba; los animales fueron

sacrificados 30 minutos después de la misma. Los valores son la media expresada en

porcentaje de diferencia vs el control (100%) + EEM; °p<0.01, *p<0.05 contra su

respectivo control, (n=5/grupo).

La disminucién en el tiempo de enterramiento coincide con un aumento en la

expresion del RNAm de TRH en el N. Acc., 30 minutos y una hora después de

administrar el inhibidor.

La prueba de t de Student sobre los datos de la expresion del RNAm de TRH en el N. Acc

tras la inyeccion del farmaco, arroj6 que hubo un aumento media hora después de la
inyecciéon respecto a su control (303.0 + 16.8% vs 100 + 6.7%; t=-14.495, p<0.0001);

después de una hora también hubo diferencia (118.4 + 1.6% vs 100 * 5.5%; t=-3.68,

p<0.05), y 24 horas después los valores fueron similares (Grafica 4).
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Gréfica 4. Expresion del RNAm de TRH en el N. Acc, tras la administracion i.p de 2
mg/Kg de inhibidor, 30 minutos, 1 hora o 24 horas antes del ED; los animales fueron
sacrificados 30 minutos después de la prueba. Los valores son la media expresada en
porcentaje de diferencia respecto al control correspondiente (100%) + EEM; ++p<0.0001,

*p<0.05; n=4/grupo.

La administracion de inhibidor de PDE7B en el N. Acc aumenta la expresiéon del

RNAmM de TRH en esa regién.

Los datos de la expresion de TRH en el NAcc entre el grupo con inyeccion de 0.4ug/0.3ul
del inhibidor vs el grupo con vehiculo fueron menores (53.3 + 8.09% vs 100 %= 6.8%;
t=4.128, p<0.05); utilizando la dosis intermedia 4 pg/0.3 ul de inhibidor, la expresién de
TRH fue significativamente mayor (157.4 £ 15.8% vs 100 + 6.8%; t=-3.904, p<0.05)

respecto al control. La dosis mas alta no tuvo efecto. Cada dosis conté con su propio
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grupo control, los datos de los tres grupos control se promediaron para graficar uno solo.
(Grafica b5).

Inhibidor, intra N.Acc
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Grafica 5. Expresion del RNAm de TRH en el N. Acc, después de la inyeccion bilateral
intra N. Acc de tres diferentes dosis de inhibidor (0.4 ug/0.3 ul, 4 ug/0.3 ul, 40 ug/0.3 ul),
24 horas antes de la prueba de ED. Los animales fueron sacrificados 30 minutos después
de la prueba. Los valores son la media expresada en porcentaje de diferencia respecto al
control (100%) + EEM. ANOVA de una via estadisticamente significativo contra el control

cuando *p<0.05; n=4/grupo.

La administracién del inhibidor de PDE7B en el N. Acc disminuye el tiempo de

enterramiento.

Tras inyectar 4 pg/0.3 pl de inhibidor directamente en el N. Acc, se observo una
disminucion en el tiempo de enterramiento en el grupo tratado con el farmaco respecto al
control inyectado con vehiculo (8.9 + 2.3% vs 100 + 10.8%; t=3.03, p<0.05), (Grafica 6).
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Grafica 6. Tiempo de enterramiento en la prueba de ED expresado como porcentaje
respecto al control, usando 4 pg de inhibidor intra N. Acc, administrada biilateralmente 30
minutos antes de la prueba; los animales fueron sacrificados 30 minutos después de la
misma. Los valores son la media expresada en porcentaje de diferencia respecto al
control (100%) + EEM. ANOVA de una via estadisticamente significativo contra el control

cuando *p<0.05; n=4/grupo.

La administracion del inhibidor de PDE7B en el N. Acc también aumenta la
expresion del RNAm de TRH en el NPV.

Los cambios en la expresiéon de TRH del NPV tras la administracién de inhibidor intra N.
Acc fueron los siguientes: el ANOVA de una via mostro efecto de la dosis F14= 33.57,
p<0.0001, observandose un aumento con la dosis de 0.4 ug/0.3 ul y con la de 4 ug/0.3 pl
(137.71 £ 3.9y 213.2 + 4.8% vs 100 + 3.9%), (Gréfica 7).
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Grafica 7. Expresion del RNAm de TRH en el NPV, después de la inyeccién bilateral intra
N. Acc de tres diferentes dosis de inhibidor (0.4 ug/0.3 pl, 4 ug/0.3 pl, 40 ug/0.3 ul), 24
horas antes de la prueba de ED. Los animales fueron sacrificados 30 minutos después de
la prueba. Los valores son la media expresada en porcentaje de diferencia respecto al
control (100%) + EEM. ANOVA de una via estadisticamente significativo contra el control

cuando ++p<0.0001; °p<0.01y &p<0.0001 vs 4 pg/0.3 pl; n=4/grupo.

Inyeccion de TRH intra N. Acc.

La inyeccion aguda de TRH en el N. Acc parece tener un efecto ansiolitico (27.6 + 6.9%
vs 100 + 32.1%; t=2.37, p<0.05) en comparacion con la inyeccién de vehiculo salina, en

la prueba de ED al ser inyectado media hora antes de ésta (Gréfica 8).
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Gréfica 8. Tiempo de enterramiento en la prueba de ED expresado como porcentaje de
diferencia respecto al control. TRH (0.3 pg/0.5 ul) fue administrado unilateralmente 30
minutos antes de la prueba; los animales fueron sacrificados 30 minutos después de la
misma. Los valores son la media expresada en porcentaje de diferencia respecto al
control (100%) + EEM. ANOVA de una via estadisticamente significativo contra el control

cuando *p<0.05, n=4/grupo.

Modelo de AID.

El consumo de alimento y el peso corporal disminuyen significativamente en el
modelo de AID.

El consumo de alimento de los animales sometidos al modelo de AID disminuy6
significativamente respecto al control (C) a partir del primer dia del modelo (AID: 11.9 +
39 vs C: 19.0 + 7.7; dia 1, t=6.64, p<0.0001; dia 2 t=8.9, p<0.0001; dia 3 t=9.98,
p<0.0001; dia 4 t=18.92, p<0.0001) y el peso corporal desde el tercer dia (AID: 85.6 + 2.8
vs C: 203.7 £ 17.0; dia 3 t=4.495,p<0.001; dia 4 t=5.137, p=0.0001; dia 5 t=6.427,
p<0.0001). Se muestran los promedios del grupo C y AID. La inyeccion i.p del inhibidor
fue aguda durante el Gltimo dia del modelo y el consumo de alimento posterior a ésta se

presenta en una grafica por separado (Gréficas 9 y 10).
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Grafica 9. Consumo de alimento durante los 5 dias del modelo de AID. El alimento
consumido fue cuantificado cada dia en el mismo horario. Los valores son la media

expresada en gramos + EEM. ANOVA de una via estadisticamente significativo contra el

control cuando °p<0.01, +p<0.001; n=8/grupo.
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Gréfica 10. Peso corporal durante los 5 dias del modelo de AID. El peso de los animales
y del alimento consumido fue cuantificado cada dia en el mismo horario. Los valores son
la media expresada en porcentaje de diferencia respecto al control (100%) + EEM. La

prueba de t mostr6 diferencia significativa ++p<0.0001; n=8/grupo.

La dosis baja de inhibidor (0.2 mg/Kg, i.p) disminuye el consumo de alimento en

animales control.

Se observé una disminucion en el consumo del grupo control + inhibidor (C+1) (42.6 +
10.0%) contra el C (100 + 20.6%). EIl ANOVA de dos vias mostré efecto de grupo
(animales C o bien, AID) (F1,20 = 86.69, p<0.0001), efecto del tratamiento (inyectados con
vehiculo o con inhibidor) (F1200 = 25.2, p<0.0001) y una interaccion significativa entre
ambos factores (Fu 20 = 21.5, p<0.001). No se observaron diferencias entre los grupos
AID y AID+|l aunque su consumo fue, como se esperaba, significativamente menor que el
del grupo C (0.5+0.3y 0.6 + 0.3 vs 3.3 + 0.3), (Gréfica 11).

48



5 - Consumo de alimento
1 hr después del inhibidor, 0.2mg/Kg i.p

Gramos

0 f
Control

AID

Grafica 11. Consumo de alimento durante una hora después de la inyeccion i.p de 0.2
mg/Kg de inhibidor o de vehiculo en el quinto dia del modelo de AID. Los valores son la
media expresada en gramos + EEM. ANOVA de dos via estadisticamente significativo
contra el control cuando +p<0.001, ++p<0.0001 vs C; *p<0.05, **p<0.01 vs C+l,
n=8/grupo.

La disminucion en el consumo de alimento en animales control coincide con un
aumento en la expresion del RNAm de TRH en el NPV, semejandose al modelo de
AID.

En cuanto a la expresion de TRH, la inyeccién del inhibidor estuvo asociada con un
aumento en el grupo C+l respecto al grupo C (155.0 + 13.4% vs 100 = 12.4%) segun el
ANOVA de dos vias.

El ANOVA de dos vias mostro efecto del tratamiento (inyectados con vehiculo o con
inhibidor) (F.13) = 5.6; p<0.05) y una interaccion significativa entre el grupo (C o AID) y el
tratamiento (F(1,13 = 7.54; p<0.05). Ademas hubo una tendencia a la alta en la expresion

del péptido en los grupos AID y AID+I respecto al grupo C.

Se grafica ademas, con diamantes amarillos, el ya mencionado (Fig. 10) consumo de

alimento en porcentaje respecto al grupo C (Grafica 12).
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Gréfica 12. Expresion del RNAmM de TRH en el NPV de animales C, C+l, AID y AID+l y su
consumo de alimento. Los animales fueron sacrificados 30 minutos después de
someterlos a la prueba de ED. RNAmM de TRH (n=4/grupo) se muestra en barras; el
consumo de alimento (h=8/grupo) se muestra en diamantes. Los valores son la media

expresada en porcentaje de diferencia respecto al control (100%) + EEM.

Expresion de TRH: ANOVA de dos vias estadisticamente significativo contra C cuando
*p<0.01. Consumo de alimento: ANOVA de dos via estadisticamente significativo cuando
+p<0.001, ++p<0.0001 vs C; *p<0.05, **p<0.01 vs C+I.

Una dosis mayor de inhibidor (2mg/Kg) no modifica el consumo de alimento en

animales control pero lo aumenta en animales AID.

Como se observa en la serie de diamantes, no hubo diferencias en el consumo de
alimento entre el grupo C y el grupo C+l, sin embargo, el consumo de AID+l fue
significativamente mayor que el de AID (500 + 161.24% vs 100 % 44.72%). Como se
esperaba, el consumo del grupo AID fue significativamente menor respecto al grupo C
(28.4 £ 13.9% vs 100 £ 10.6%). El ANOVA de dos vias mostrd efecto de grupo (C o AID)
(Fa.16) = 46.59; p<0.0001) e interaccion significativa de factores (grupo y administracion de
vehiculo o de inhibidor) (F1,16 = 8.45; p<0.05).
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La inyeccién del inhibidor no indujo cambios en la expresion de TRH respecto al control
correspondiente (C+l vs C, AID+l vs AID) y tampoco se observaron diferencias

significativas entre C y AID (Gréfica 13).

A)
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Gréfica 13. A) Expresion del RNAmM de TRH en el NPV de animales C, C+l, AID y AID+I.
Los animales fueron sacrificados después de someterlos a la prueba de ED. Los valores
son la media expresada en porcentaje de diferencia respecto al control (100%) + EEM.
RNAmM de TRH (n=4/grupo) se muestra en barras; conducta alimentaria (n=5/grupo) se
muestra en diamantes. ++p<0.0001, °p<0.05. B) Contenido de pCREB en NPV de los
grupos C, C+l, AID y AID+I, determinada por Western Blot; n=2/grupo.
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La expresidon de D2 en el hipotdlamo aumenta por la inhibicion de PDE7 (2 mg/Kg,
i.p).

Se evalu6 también la expresién del RNAm de la D2 en el hipotdlamo y se encontré que
ésta aumento en el grupo C+l (137.960 + 9.914%, 0.701 + 0.050), A (139.713 + 0.861%,
0.709 + 0.004) y A+l (180.868 = 3.822%, 0.918 + 0.019) respecto al grupo C (100 +
8.601%, 0.508 + 0.044) y en el grupo A+l respecto al grupo A (0.709 + 0.004 vs 0.918 +

0.019). EI ANOVA de dos vias mostro efecto de tratamientos F; 9= 4.98, p=0.05 (Grafica
14).

250
Hipotalamo
2mg/Kg inhibidor, i.p
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150 A

100 - g
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Gréfica 14. Expresion del RNAm de TRH y de D2 en hipotalamo de animales C, C+l, AID
y AID+l. Los valores son la media expresada en porcentaje de diferencia respecto al
control (100%) £ EEM; RNAmM de TRH (n = 4/grupo) barras; RNAm de D2 (n = 4/grupo)
diamantes. ANOVA de una via estadisticamente significativo contra el control inyectado

con vehiculo cuando *p<0.05 o contra el grupo A cuando %p<0.05; n=4/grupo.
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La dosis baja de inhibidor (0.2 mg/Kg) disminuye el tiempo de enterramiento en
animales AID pero no en animales control.

En la serie de diamantes se muestra la conducta de ansiedad, que fue significativamente
mayor en el grupo AID respecto al grupo C (345.5 + 129.94% vs 100 * 36.78%; F(322) =
5.934; p<0.001). Se observo una disminucién en la conducta de ansiedad de los animales
AID+I respecto al grupo AID (22.9 + 3.5% vs 100 + 14.6%). EIl ANOVA de dos vias mostré
efecto de grupo (F 22 = 7.53; p<0.05) y de tratamiento (F 22 = 9.8; p<0.01).

Como se muestra en las barras, no se encontraron diferencias en la expresion de TRH en
el N. Acc entre el grupo C y C+l. Sin embargo, si hubo una mayor expresion del péptido
en los grupos AID y AID+I respecto al grupo C (182.3 + 15.9%y 179.6 + 14.0% vs 100 £
16.1%). No hubo diferencia entre los grupos AID y AID+I. EI ANOVA de dos vias mostré
efecto de grupo (F,15 = 25.7, p<0.0001) (Gréfica 15: Ay B).
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Gréafica 15. A) Expresion del RNAmM de TRH en el N. Acc de animales C, C+l, AID y
AID+l. Los animales fueron inyectados con vehiculo o inhibidor (0.2 mg/Kg, i.p) y
sacrificados 30 minutos después de someterlos a la prueba de ED. Los valores son la
media expresada en porcentaje de diferencia respecto al control (100%) + EEM. RNAm de
TRH (n=4/grupo) se muestra en el eje vertical primario o barras, la conducta de

enterramiento (n=8/grupo) se muestra en el eje vertical secundario o diamantes.

En cuanto a la expresion del RNAmM de TRH: ++p<0.05 vy °p<0.01 se refieren a la
diferencia vs C. En cuanto a la conducta de ansiedad +p<0.01 se refiere a la diferencia vs

C+l, ~p<0.01 se refiere a la diferencia vs AID.

B) Contenido de pCREB en N. Acc del grupo C y C+l, determinada por Western Blot;
n=2/grupo.

La dosis alta de inhibidor (2 mg/Kg) disminuye el tiempo de enterramiento en
animales control y AID; en animales control este cambio coincide con un aumento

en la expresién de TRH en el N. Acc.

En la serie de diamantes se muestra la conducta de ansiedad, que fue significativamente
mayor en el grupo AID respecto al grupo C (545.7 + 76.1% vs 100 + 13.3%). Se observo
una disminucioén en la conducta de ansiedad de los animales AID+I respecto al grupo AID
(22.9 £ 3.5%, vs 100 * 37.6%; F(1,10 = 6.023; p<0.05). EIl ANOVA de dos vias mostro
efecto de grupos Fg 17 = 92.5, p<0.0001, de tratamiento F; 17 = 109.8, p<0.0001 y una

interaccion significativa entre ambos factores F; 17y = 74.6, p<0.0001.

Se observé un aumento en la expresion de TRH en el N. Acc del grupo C+l respecto al
grupo C (141.9 £ 5.7%; F( 7 = 4.871; p<0.05); hubo una tendencia a la alta en los grupos
AID y AID+I respecto a C aunque ésta no fue significativa, no se observaron diferencias
entre los grupos AID y AID+I (Gréfica 16: Ay B).
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Gréfica 16. A) Expresion del RNAmM de TRH en el N. Acc de animales C, C+l, AID y AID+I
inyectados con vehiculo o con inhibidor 2 mg/Kg i.p. Los animales fueron sacrificados
después de someterlos a la prueba de ED. Los valores son la media expresada en
porcentaje de diferencia respecto al control (100%) + EEM. RNAmM de TRH (n=4/grupo)
eje vertical primario o barras, conducta de ansiedad (n=8/grupo) eje vertical secundario o
diamantes. ANOVA de una via estadisticamente significativo contra el grupo C cuando
++p<0.0001, +p<0.001, *p<0.05 y contra el grupo AID cuando #p<0.0001). B) Contenido
de pCREB en N. Acc de los grupos C y C+l, determinada por Western Blot; n= 2/grupo.
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X. DISCUSION.

En la primera parte del proyecto nos dedicamos a investigar la cinética del efecto del
inhibidor de PDE7 (BRL-50481) administrado i.p en animales alimentados ad libitum; con
pocas referencias en cuanto a su uso in vivo, tomamos como referencia la dosis
empleada en dichos experimentos y creamos en torno a ella, una curva dosis respuesta
en busca de un efecto ansiolitico (evaluado en la prueba de ED) y el aumento en la
expresion del RNAm de TRH en el N. Acc. Procedimos a evaluar la duracion de dicha
respuesta después de la administracion del inhibidor y finalmente lo administramos
directamente en la corteza del N. Acc, una subdivisiébn asociada con conductas apetitivas
y motivacionales (109, 110), y donde la via TRHérgica converge con la via dopaminérgica
(112), relacionada también con el despliegue de dichas conductas (113); ademas, porque
la via TRHérgica del N. Acc parece estar involucrada en la motivacion por el consumo de
alimento y en estados de ansiedad (66, 112, 139).

Curva dosis respuesta y curso temporal.

Encontramos que la dosis intermedia de inhibidor administrado i.p. (2 mg/Kg) produjo un
efecto ansiolitico al administrarla media hora antes de la prueba de ED, este cambio
conductual ademas coincidié con un aumento en la expresion del RNAm de TRH en el N.
Acc que fue significativo con las tres diferentes dosis (Graficas 1 y 2). Este resultado
sugiere la participacion del péptido en la conducta de ansiedad, que se ha descrito

cuando es administrado i.c.v (66).

Uno de los efectos de la inhibicion de PDE7 pudo haber sido la promocion de la actividad
de PKA y la consiguiente fosforilacién de proteinas blanco como CREB; en este sentido,
nuestros resultados preliminares de Western Blot, sugieren un aumento en el contenido
de pCREB, mismo que podria estar asociado con la induccién en la expresion del
mensajero de TRH en esta regién, ya que el promotor del gen de TRH contiene un CRE
denominado Sitio 4 (32, 69-71).

En cuanto al efecto ansiolitico observado, cabe sefialar que algunos modelos animales de

ansiedad como el de aislamiento social muestran un menor contenido de pCREB en la
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corteza del N. Acc, que es revertida por el tratamiento con ansioliticos como el diazepam
(140, 141), tratamiento que a su vez normaliza los niveles de pCREB en este ndcleo.
Ademas, el aumento en el contenido de pCREB en el N. Acc disminuye la respuesta del
animal ante estimulos ansiogénicos mientras que su disminucién produce el fenotipo
opuesto ante los mismos estimulos (126, 141). Estas evidencias apoyan el papel
ansiolitico de pCREB en el N. Acc y también podrian sugerir una asociacion entre éste y

la expresion de TRH bajo condiciones de ansidlisis (63, 64).

Para evaluar la duracién del efecto ansiolitico de 2 mg/Kg i.p, probamos 3 diferentes
tiempos entre la administracién del farmaco y la prueba de ED: 30 minutos, una hora y 24
horas (Gréficas 3y 4).

Cascadas de sefializacion como la del AMPc y aquéllas dependientes de la concentracién
intracelular de Ca?®*, promueven la transcripcion de genes especificos alcanzando un
maximo alrededor de 30 minutos después de la estimulacion y regresando a niveles
basales alrededor de 2 a 4 horas después de ésta (142, 143). En el caso de la cascada
del AMPc, la temporalidad de sus efectos depende de la subunidad catalitica de PKA, que
alcanza niveles maximos entre 15 y 30 minutos después del estimulo, lo cual coincide
también con los niveles méaximos de fosforilacion de CREB y la transcripcion de sus genes
blanco (78). Estos datos se conocen principalmente de estudios in vitro, aunque algunos
in vivo muestran temporalidades similares y reportan una persistencia del aumento en la
concentracion de pCREB de hasta 3 horas después del estimulo que indujo su
fosforilacion (144, 145).

En el caso de TRH, la temporalidad en la expresién de su mensajero se ha evaluado in
vitro tras la presencia de estimulos que promueven la fosforilacion de CREB vy
corresponde a un intervalo de entre 30 y 60 min (72, 146, 147), lo cual coincide con

nuestros resultados.

Cuando la prueba de ED fue realizada 24 después de la administracién i.p del inhibidor,
también observamos un efecto ansiolitico, sin embargo, éste no estuvo asociado con un
aumento en la expresion de TRH en el N. Acc; aunque no descartamos que la inhibicion
de la PDE7 diera como resultado el aumento de pCREB, el cual est4 asociado a ansidlisis
(126, 140, 141).
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Administraciéon del inhibidor y de TRH intra N. Acc

Al igual que en los experimentos anteriores, probamos los efectos de la administracién del
inhibidor directamente en la corteza del N. Acc, sobre la conducta de ansiedad y la
expresion del RNAm de TRH (Gréficas 5y 6).

La dosis intermedia (4 ug/0.3 pl) parecié tener un efecto ansiolitico respecto al control
administrado con vehiculo, lo que coexistié con una mayor expresion de TRH tanto en el

N. Acc como en NPV.

Por un lado, el aumento en la expresion de TRH en el N. Acc parece estar asociado con la
estimulacion de la cascada del AMPc y por otro, la mayor expresién de TRH observada en
el NPV podria sefialar de manera indirecta la comunicacion existente entre ambos
nucleos (41, 148), aunque aln se desconoce si la naturaleza de tales proyecciones podria

ser TRHérgica.

El incremento del RNAm de TRH en el NPV (Gréfica 7) también pudo resultar de la
activacion de la via dopaminérgica del N. Acc que inerva al hipotalamo y en particular al
NPVa, y que podria incidir sobre la expresion de TRH (41, 111, 149, 150); lo anterior
sugeriria que la estimulacién de la via TRHérgica podria participar de manera concertada
tanto en la evitacion de los alimentos como en la disminucién de la ansiedad al vincular a

estas dos regiones.

En cuanto a la participacion de TRH en el efecto ansiolitico, considerando sus
propiedades neuromoduladoras, seria posible que el péptido estuviera interactuando con
las vias de sefalizacion glutamatérgica y/o GABAérgica del N. Acc (151). El papel
inhibitorio o excitatorio de TRH no se ha esclarecido por completo pero se ha sugerido,

con base en evidencias in vitro e in vivo, que éste podria ser estado dependiente (58).

Cabe sefialar que la administracion del inhibidor se realiz6 en la region rostral de la
corteza del N. Acc, involucrada en el despliegue de conductas como el ED cuando se
administran agonistas de los receptores GABA, 0 antagonistas de los receptores
NMDA/AMPA (68, 152-154), de tal manera que en nuestro experimento, TRH podria
haber actuado como excitador en el N. Acc y asi participado en la disminucion del tiempo

de enterramiento.
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Un efecto similar pudo haberse dado cuando administramos TRH en la misma subdivisiéon
del N. Acc (Gréfica 8), puesto que observamos también una tendencia a la ansidlisis;
estos datos sugieren que, en estos experimentos, TRH podria estar participando en tal
efecto como se ha observado al administrarlo de manera central (i.c.v) en roedores (65,
66).

Aunado a lo anterior, la administracion del inhibidor de PDE7 directamente en el N. Acc
constituye un tipo de estimulacién, por lo que el efecto ansiolitico observado podria ser en
cierta medida, comparable al del tratamiento por “estimulacién cerebral profunda” o DBS
en el que los pacientes con trastorno de ansiedad severo y resistente al tratamiento,
muestran resultados inmediatos que perduran incluso un afio después de la manipulacién
(128).

Evaluacién de la conducta alimentaria tras la aplicacién del inhibidor de PDE7 en

animales control y en un modelo de anorexia.

Las evidencias que apuntan a que TRH tiene funciones neuromoduladoras son las
relacionadas a los efectos que resultan de su administracion por diferentes vias y no tanto
por la activacion de su via enddgena, que es mas relevante fisiologicamente (155). En
este estudio nos enfocamos en analizar dos conductas en las que se ha implicado a TRH,

gue son su papel como anorexigénico y como ansiolitico.

Como estrategia para ello utilizamos un acercamiento con el que pretendimos incrementar
el contenido intracelular de pCREB, un factor que activa la via de transcripciéon de
multiples genes (73), incluido el de TRH (71, 72). Pese a la versatilidad de pCREB,
nuestro enfoque consistié en la inhibicién de una PDE que se expresa preferencialmente
en el N. Acc y NPV, regiones en las que TRH se ha implicado en la regulacion de la
conducta alimentaria (NPV) y la ansiedad (N. Acc) o ambas (N. Acc), por lo que el
incremento en el contenido de pCREB seria resultado de la inhibicién de esta PDE en

particular y probablemente de una mayor actividad del AMPc y de PKA.

El alto porcentaje de pacientes con AN que también presentan trastornos de ansiedad
(102, 103) apoya los esfuerzos para identificar si la via de sintesis de un péptido
anorexigénico y ansiolitico es regulable especificamente en el NPV y en el N. Acc, que

son regiones implicadas en el control de estas conductas (2, 30-33). Por lo tanto,
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analizamos si el consumo de alimento y la ansiedad de animales control se modificaban

de acuerdo a los cambios en la expresion de TRH en las areas cerebrales a estudiar.

Evaluamos ademas si la conducta ansiosa de un grupo de animales sometidos a un
modelo de anorexia disminuye al activar la via de TRH en el N. Acc. Por dultimo,
exploramos la eficacia del inhibidor de PDE7 para incrementar el contenido de pCREB, la
expresion del RNAm de TRH y su patrticipacion en el despliegue de las conductas de

ansiedad y alimentaria en animales control y con anorexia.

Efecto de diferentes dosis de inhibidor de PDE7 sobre la expresion de TRH en N.

Acc, NPV y sobre las conductas de ansiedad y alimentaria.

Con base en estudios previos in vivo en los que se utiliza el farmaco BRL-50481, un
inhibidor selectivo de PDE7 (89, 90), probamos dos dosis del mismo administradas por via
i.p: 0.2 mg/Kg y 2 mg/Kg; ambas fueron probadas tanto en animales control como en
animales sometidos al modelo de AID. Los cambios en la expresion de TRH y en las
conductas relacionadas fueron diferenciales dependiendo de la dosis utilizada, del grupo

experimental y de la region cerebral analizada.

Controles

Conducta alimentaria

La conducta alimentaria de los animales control inyectados (C+l) con 0.2 mg/Kg de
inhibidor, disminuyé significativamente respecto a los controles inyectados con vehiculo
(C) (Graficas 11 y 12). Esta disminucion estuvo asociada a un aumento en la expresion
del RNAm de TRH en el NPV, lo que sugiere un efecto anorexigénico del TRH de esta

area, como ya se ha descrito (39, 41, 108, 112).

Ambos cambios reprodujeron aquéllos que se presentan en ratas que evitan el alimento al
ser sometidas al modelo de AID. Los animales AID tienen mayor expresion de TRH
especificamente en las neuronas del NPVa (27), que por sus proyecciones hacia otras
regiones del cerebro involucradas en la termorregulacién (area preoptica) y en la
motivacién por el consumo de alimento (ATV), podrian estar promoviendo la conducta de

anorexia y con ella, la pérdida de peso en los animales sometidos al modelo (8, 156).
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Es mas factible que el aumento en el RNAm de TRH del NPV tras la inhibicién de la
PDE7, se deba a la activacion de neuronas TRHérgicas del NPVa que a la de aquéllas
con funcién neuroenddcrina, ya que la transcripcion del gen de TRH en estas Ultimas esté
bajo la regulacion del receptor a hormonas tiroideas mas que por pCREB. En cambio las
células que expresan TRH y que se han implicado en la conducta alimentaria si pueden

responder al incremento en el contenido de pCREB (72, 157-160).

La administracion del inhibidor aplicada en nuestros experimentos fue aguda, sin
embargo, es posible que su administracién continua en animales control, durante el
mismo tiempo de duracion del modelo de AID (5 dias) acentuara la disminucién en el

consumo de alimento.

No descartamos la posibilidad de que la estimulacién de la via del AMPc podria haber
afectado la expresion de otros péptidos que participan en la regulacion de la conducta
alimentaria tales como CART o POMC (161, 162), sin embargo, dichas posibilidades se
reducen por la selectividad del inhibidor (88), por la particular localizacién de PDE7B en el
cerebro (87) y por su colocalizacion con TRH en las neuronas del N. Acc y el NPV

(resultados de nuestro laboratorio no publicados).

Por otro lado, la dosis de 2mg/Kg careci6é de efecto sobre el consumo de alimento en los
animales control y sobre la expresion de TRH del NPV (Gréafica 13), con lo que la
asociacion entre ambos pardmetros se mantuvo. Si bien se sabe poco sobre la
farmacodinamia y farmacocinética de este inhibidor, algunos inhibidores de otras PDEs
muestran un comportamiento similar al de una “U” invertida perdiendo efecto sobre un
parametro determinado a dosis entre 10 y 100 veces mayores respecto a la dosis més
baja empleada o bien, modifican parametros diferentes en una via o circuito dependiendo
de la dosis utilizada (163, 164).

Otra explicacién posible es el aumento en la expresion de la D2 en el hipotdlamo
mediobasal debido a la inhibicibn de PDE7 (Grafica 14), ya que el gen de D2 tiene un
elemento de respuesta para pCREB (25). La activacion de esta enzima provoca la
desyodacion de T, aumentando el contenido hipotalamico de T3, que es capaz de inhibir

la expresion de TRH en animales control ayunados (165).

Como consecuencia de lo anterior, la probable disminucion en la expresion del péptido en

neuronas hipofisiotropicas, pudo interferir y diluir el aumento del contenido de RNAm de
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TRH de las neuronas del NPVa; esto porque la diseccion sobre la cual se analizé la
expresion del RNAm de TRH contenia a todo el NPV. Para apoyar esta hipotesis
evaluamos la expresién de D2 en animales inyectados con inhibidor y encontramos un

aumento con respecto al grupo inyectado con vehiculo.

El aumento en la expresion de TRH asociado a la inyeccion del inhibidor de PDE7 resultd
region-especifico y dosis-dependiente. En animales C+l, la dosis baja (0.2 mg/Kg)
provocd un aumento en la sintesis de TRH sé6lo en el NPV, y la mas alta sélo en el N. Acc.
Sin embargo, la reduccion de la conducta alimentaria estuvo asociada al incremento en

contenido de RNAmM de TRH sélo cuando este se observé en el NPV.

El hecho de que el grupo C+I (dosis 2 mg/Kg) (Gréfica 13) no disminuyera su consumo de
alimento a pesar del incremento en la expresion de TRH del N. Acc (Gréfica 16), no
necesariamente descarta a la via TRHérgica de esa region en la regulacion de la
conducta alimentaria, ya que la inyeccién del péptido directamente sobre el N. Acc reduce
el consumo en ratas s6lo cuando se les realimenta tras un ayuno de 48 h (139); en
cambio, cuando se mantienen con una alimentacién ad libitum, el péptido no parece tener
efecto. Este resultado coincide con las acciones estado-dependientes que se le atribuyen
a TRH (8, 58), esto es, solo inhibiria la conducta alimentaria cuando estan activados los

mecanismos que la estimulan.

Cabe sefialar ademas, que las neuronas que sintetizan TRH en el N. Acc, proyectan hacia
regiones implicadas en otras funciones, mientras que los receptores TRH-R1 que se
expresan en el N. Acc al ser estimulados por TRH exdégeno si parecen ser los

responsables de la inhibicién de la ingesta en estos animales.

Conducta de ansiedad

El grupo C+l inyectado con la dosis baja del inhibidor (0.2 mg/Kg) (Grafica 15) no presento
cambio en su conducta de ansiedad al ser evaluada en el modelo de ED en comparacion
con el grupo C. En cambio con la dosis de 2 mg/Kg (Gréfica 16) si observamos una

disminucioén significativa en la conducta de ansiedad de los animales.

Recordando la selectividad de su inhibidor y la expresion de la PDE7B en el N. Acc, el
efecto ansiolitico observado pudo deberse a un aumento en el contenido de AMPc en

dicha region, que se ha catalogado en estudios relativamente recientes como un sustrato
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neuronal que responde y afecta el despliegue de la conducta de ansiedad en la prueba de
ED (68, 153).

Algunos modelos animales de ansiedad muestran que durante este estado, existe un
menor contenido de pCREB en la corteza del N. Acc, mismo que es revertido por el
tratamiento con farmacos que incrementan la actividad de pCREB en dicha regién (76, 77,
97); es posible que en nuestros experimentos hayamos provocado un efecto similar al
estimular la via del AMPc mediante la inhibicion de PDE7B y como resultado, se haya
inducido un efecto ansiolitico. Todo lo anterior, aunado a que por si mismo, el aumento
en el contenido de pCREB en el N. Acc, sugerido por nuestros resultados preliminares
utilizando la técnica de Western Blot, estd asociado a un estado de ansidlisis (126, 140,
141).

Dicho aumento en el contenido de pCREB en el N. Acc podria también estar relacionado
con el aumento en la expresion de TRH en la misma region pero solo con la dosis de 2
mg/Kg de inhibidor. Recordemos que TRH tiene conocidas funciones como
neuromodulador, entre las que se encuentra la de participar en ansiolisis cuando se
administra por via i.c.v (66) o bien, directamente en el N. Acc (sugerido por nuestros

resultados).

El aumento observado en la expresion de TRH sefiala un aumento en la sintesis del
péptido, esta posibilidad no solo propone al N. Acc como sustrato de la sintesis de TRH
en condiciones de ansidlisis sino que también sugiere que el TRH sintetizado en este
nucleo podria estar provocando tal efecto, posiblemente al actuar como neuromodulador
en otras regiones del cerebro, por ejemplo en la amigdala, con la que el N. Acc comparte
proyecciones y que constituye un punto critico en la integracion del valor afectivo o
emocional de un estimulo y la concrecién de una respuesta conductual ante éste (105,
111).

En conjunto, los resultados respecto a ambas conductas (anorexia y ansiedad) sugieren
gue en animales control, la inhibicion de PDE7B con una dosis de 0.2mg/Kg i.p, es
suficiente para reproducir una mayor expresion de TRH en el NPV y menor consumo de
alimento, similar a lo que se observa en animales con anorexia. Sin embargo, se requiere
una dosis 10 veces mayor para lograr un aumento en la expresion de TRH en el N. Acc,

misma que coexiste con un estado de ansiélisis.
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Estas evidencias apuntarian entonces a que las vias por las cuales TRH modula la
conducta alimentaria y la de ansiedad en el NPV y en el N. Acc respectivamente,
responden diferente ante un mismo estimulo, especificamente: que probablemente la via
TRHérgica del NPV sea mas susceptible que la del N. Acc ante la inhibicion de la
PDE7B. Por lo tanto, al menos por medio de este mecanismo, no es posible observar

simultaneamente los efectos ansiolitico y anorexigénico sugeridos para TRH.

Modelo de AID.

Conducta alimentaria.
El grupo con anorexia e inyeccion de vehiculo (AID) present6 la reduccién en el consumo

de alimento a cerca del 10% de lo que consumen los controles, como se habia descrito
previamente (Gréficas 9 y 10) (38, 39, 108, 112). Ademas, se observé en este grupo la
expresion incrementada de TRH esperada tanto en el NPV (27, 39) como en el N. Acc
(108, 112).

El aumento en la expresion de TRH en el NPV esta bien documentado en el contexto de
este modelo y constituye una respuesta aberrante ante el déficit de las reservas
energéticas de estos animales, que pierden peso de manera importante. Este aumento es
consistente con el efecto anorexigénico de TRH cuando se administra i.c.v (34-37).
Ademads, el aumento en la expresion del péptido se observa en las neuronas TRHérgicas
no hipofisiotropicas del NPV involucradas en aspectos motivacionales del consumo de
alimento, razones por las que se esperaria que un animal en balance negativo de energia
tuviera una menor expresion del péptido, como sucede durante la restriccion alimentaria
(166).

En cambio, el consumo de alimento durante el periodo posterior a la administracion del
inhibidor al grupo con anorexia, no tuvo cambio con ninguna dosis y tampoco se
encontraron diferencias en la expresiéon de TRH en el NPV entre los grupos con AID y

AID+l, pero la tendencia al incremento se mantuvo respecto al control.

La ausencia de cambios en la expresién de TRH hipotalamico tras inhibir a PDE7B podria
deberse a que ésta ha alcanzado un maximo o “techo” y que a pesar del probable
aumento del inductor de su transcripcion (pCREB), la expresién del péptido no alcance

niveles aun mayores que los propios del modelo. Ademas, este resultado puede significar
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gue CREB est4 involucrado en el incremento caracteristico de TRH en animales AID y
gue por ello no vemos un efecto aditivo tras la inyeccioén del inhibidor en el grupo AID+I.
Esta falta de aumento del RNAmM de TRH ya se ha observado en animales con anorexia
sometidos al frio versus animales control sometidos al mismo estimulo, en los que se

esperaria que la expresién de TRH aumentara para promover la termogénesis (39).

Estos resultados sugieren que: la expresion de TRH tiene una relacion inversa con el
consumo de alimento en animales C y AID. El aumento propuesto de pCREB también
parece tener una relacién inversa con la conducta alimentaria, como estd documentado
(161, 162).

Conducta de ansiedad.

En la prueba de ED corroboramos que los animales sometidos al modelo de AID se
encuentran significativamente mas ansiosos que los controles (39), lo cual observamos
como un mayor tiempo de congelamiento, uno de los dos parametros de esta prueba para

evaluar los niveles de ansiedad (Grafica 15y 16) (67).

Reprodujimos también, el aumento en la expresion de TRH en el N. Acc comparado con
el de los controles que ademas coexiste con una disminucién en el contenido del péptido
maduro en esta region (108, 112), sugiriendo que esta siendo liberado hacia otras areas,
tal vez como mecanismo compensatorio al caracter ansiogénico del balance negativo de

energia.

TRH parece tener propiedades excitatorias e inhibitorias en diferentes paradigmas, por lo
gue se ha sugerido que sus efectos son estado-dependientes (8, 58), sin embargo, en el
modelo de AID es posible que una desregulacién similar a la que mantiene la conducta de

anorexia, impida que TRH actie como ansiolitico en este grupo.

La administraciéon del inhibidor de PDE7 no produjo mayor incremento en la expresion de
TRH en el N. Acc a ninguna dosis, lo que (como mencionamos antes) pudiera sugerir que
CREB mismo estuvo involucrado en la mayor expresion del RNAm de TRH en el grupo de

AID, y que por ello un mayor contenido de pCREB no tuvo un efecto superior.

Si observamos reduccién de la conducta de ansiedad en el grupo A+l con ambas dosis de

inhibidor, lo cual apoya la participacion de la cascada del AMPc en ansidlisis (126, 140,
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141) y sugiere que probablemente no sea TRH del N. Acc quien esté causando este

efecto en el grupo de anorexia.

En resumen, la inhibicion de PDE7 si parece relacionarse con ansiélisis y con aumento
en la expresién de TRH Unicamente en animales control; ademas, la ansiedad del grupo
AID parece ser independiente de TRH.

Xl. CONCLUSIONES.

Las diferencias conductuales y de la expresion de TRH tanto en el NPV como el N. Acc en
respuesta a la inhibicién de la PDE7 sefialan que la via TRHérgica en estas regiones se
modula de manera independiente ante la estimulacion de la actividad de la via del AMPc,
y sugieren que existen diferencias en cuanto a la susceptibilidad de una y otra ante la

actividad de esta cascada de sefializacion.

Los resultados obtenidos también se suman a la evidencia en torno a la participacion del
N. Acc en la integracion del componente afectivo de un estimulo y la respuesta conductual
ante éste, de manera particular en cuanto a un estimulo ansiogénico como el balance
negativo de energia y la exposicion a la prueba de ED, y sugieren a la via TRHérgica de

esta regién, como un mecanismo asociado con dicha integracion.

En cuanto al consumo de alimento, reforzamos la asociacion entre la expresion de TRH
en el NPV y el despliegue de la conducta de anorexia y comprobamos que ésta es

reproducible mediante la estimulacién de la expresién de TRH por la inhibicion de PDE7.

Considerando nuestros resultados, el inhibidor de PDE que empleamos parece estar
asociado con efectos ansioliticos y/o anorexigénicos; si bien se requieren estudios mas
profundos sobre los mecanismos que llevan a estos efectos conductuales, este farmaco

podria tener potencial en el tratamiento de la ansiedad.

Nuestros datos también evidencian la complejidad de la relacion entre la conducta de
ansiedad y la alimentaria, y apuntan a la implicacion de otras vias neuronales y cascadas
de sefializacién en dichas relaciones, por lo que el estudio de estas conductas y del

entramado neurolégico que las origina, requiere de mayor estudio.
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