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RESUMEN

Debido a su estructura molecular, el alcohol puede generar diversas alteraciones en el
Sistema Nervioso, éstas pueden traducirse en un deterioro de la salud fisica, mental y
social del individuo. Dentro los numerosos efectos que puede tener el alcohol se
encuentra la alteracién del eje tiroideo: un eje neuroendocrino que participa en el
mantenimiento de la homeostasis metabdlica a través de la sintesis de la hormona
liberadora de tirotropina (TRH, piroGlu-His-ProNH2) en nucleo paraventricular del
hipotalamo (NPV). Las neuronas TRHérgicas liberan al péptido en el sistema portal
hipofisiario para viajar a la adenohipodfisis (AP), donde facilita la sintesis y liberacion de la
hormona estimulante de tirotropina (TSH) que al ser liberada a la circulacién, controla la
actividad de la glandula tiroides. Esta ultima glandula libera hormonas tiroideas y
mediante retroalimentacién negativa regulan la sintesis de TRH y TSH en el hipotalamo
e hipdfisis respectivamente. Se ha demostrado, que la liberacion de TRH de las
terminales nerviosas del NPV en la eminencia media (EM), es regulada por la actividad
de la enzima piroglutamil peptidasa Il (PPIl) presente en células especializadas llamadas
tanicitos. PPIl es una ectopeptidasa altamente especifica, que actia como mecanismo
principal de inactivacion extracelular de TRH, al hidrolizar el enlace piroGlu-His de la
hormona. Una dosis aguda de alcohol modifica la actividad y expresion de la PPIl en
regiones del sistema limbico como el hipotalamo en donde TRH juega un papel
neuroendocrino y neuromoduldor. Si bien la expresion y actividad de PPIl aumentan en
el hipotalamo, se desconoce los nucleos especificos donde se da esta respuesta

El objetivo de este trabajo fue elucidar si la PPIl presente en los tanicitos de la EM es
regulada por una administracion aguda de alcohol. Para corroborar lo anterior se inyecto
una dosis de alcohol (3g/kg) Ip. a ratas macho adultas. Se realiz6 la eutanasia a distintos
tiempos entre las 12 y las 24 horas posterior a la inyeccion y se determinaron los niveles
del mensajero de PPIl (EM y AP) y de TRH (NPV) mediante RT-PCR; y la actividad
especifica de la enzima en EM, AP y otros dos nucleos hipotalamicos: el area predptica
(Apo) y el nucleo dorsomedial (NDM) mediante un ensayo fluorimétrico a partir de cortes
de tejido congelado que contuvieron las zonas de interés.

Los resultados obtenidos sugieren un aumento transitorio en la sintesis de TRH (no se
detectd a las 24 horas) a tiempos tardios después de una dosis aguda de alcohol. En
respuesta a este incremento, se elevan los niveles de sintesis de PPIl y posteriormente
su actividad enzimatica en la EM. La actividad de PPIl en el Apo y NDM no se vio
afectada, mientras que el aumento de sintesis y actividad de PPIl en la AP puede ser un
mecanismo adicional en la modulacion del eje. Se concluye que el aumento en la
actividad de PPII localizada en los tanicitos de la EM puede promover la remocion del
péptido (TRH) del sistema portal hipofisiario, y en consecuencia modular la funcién del
eje tiroideo para contender con los efectos perniciosos de una dosis aguda de alcohol.
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INTRODUCCION

Hace aproximadamente 1500 millones de afos, los organismos unicelulares se unieroﬁ
(por alguna razén incierta) anatémica y funcionalmente para conformar organismos
multicelulares, los cuales tuvieron que desarrollar mecanismos de intercomunicacion y
direccion celular. El no hacerlo, implicaria falta de coordinacién de las diversas partes del
organismo y su existencia estaria constantemente amenazada por la extincion. Con el
transcurso de la evolucion, actualmente todas las funciones de coordinacion del reino
animal se llevan a cabo a través del sistema nervioso (SN) y del sistema endocrino (SE),
trabajando bajo estrecha interrelacion y armonia (Dickerman, 1981; Bear, 2008; Rosler
2014).

El estudio de la neuroendocrinologia permite entender procesos complejos que
subyacen a fendmenos fisicos y psicoldgicos, sin embargo, para mejorar el entendimiento
de estos procesos es necesario comprender la comunicacion de las unidades anatomicas
y funcionales de este par de sistemas. En el SN la comunicacion celular es regulada
mediante sefales eléctricas y bioquimicas. La comunicaciéon quimica en el SN puede
darse a través de los neurotransmisores clasicos y los neuromoduladores. Algunas de
estas sustancias pueden ser de naturaleza peptidica (Charli y Joseph-Bravo, 2008). Por
lo tanto, los neurotransmisores liberados en las terminales nerviosas pueden regular su

accion por neuropéptidos que amplian o modifican sus efectos de multiples maneras.

Por otra parte, el SE esta constituido por glandulas que sintetizan y liberan
hormonas al torrente sanguineo para regular la funcién de ciertos células blanco. Las
glandulas periféricas modulan su funcién en respuesta a las hormonas liberadas por la
glandula hipdfisis, que a su vez responde a la secrecion hormonal proveniente del
hipotalamo. Esta organizacién hipotalamo-hipdfisis-glandulas periféricas conforma a los

ejes neuroendocrinos.



Las hormonas tienen naturalezas quimicas muy variadas en donde también se
perfilan los péptidos como mensajeros. El reconocimiento de éstos empezé en la década
de los 70°s con el descubrimiento de los péptidos hipotalamicos. Dos grupos
encabezados por Guillemin (1971) y Schally (1969), dilucidaron la piroGlu-His-ProNHz,
un péptido responsable de la liberacion de TSH (por sus siglas en inglés Thyroid-
stimulating hormone) en la adenohipdfisis (AP). A esta molécula se le denominé hormona
liberadora de tirotropina o TRH (en inglés Thyrotropin-releasing hormone) y de inmediato
se le asigné un papel neuroendocrino al controlar al eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides
(HHT) o eje tiroideo. El papel neuromodulador de este péptido en diferentes regiones del
SN se dilucidé tiempo después (Costall, 1979; Taylor, 1981; Biggins, 1983).

Un evento importante en la comunicacién bioquimica del sistema neuroendocrino,
es la inactivacion de los neurotransmisores y neuromoduladores liberados al espacio
extracelular. El principal mecanismo de inactivacion de TRH es una ectoenzima
altamente especifica: la piroglutamil peptidasa Il (PPIIl), capaz de hidrolizar el enlace
peptidico piroGlu-His del TRH (Garat, 1985) y en consecuencia modular la actividad de
esta molécula. Actualmente se conoce por diferentes estudios que la modulacion de PPII
puede afectar la trasmisibn TRHérgica y por tanto, su papel neuroendocrino o

neuromodulador (Lazcano, 2010; Charli y Joseph-Bravo, 2008).

Nuestro equipo de trabajo ha corroborado la participacion de la enzima PPII
localizada en la eminencia media (EM) (estructura receptora de todos los botones
terminales de neuronas TRH que controlan la actividad del eje tiroideo) como un
mecanismo de regulacion del eje HHT en condiciones que demandan una homeostasis
energética, como es la exposicion al frio (Sanchez, et. al., 2009) y el ayuno (Lazcano,
2015). Los trabajos anteriores permiten visualizar la regulacion de PPIl como un blanco
farmacoldgico y terapéutico, sin embargo la participacion de PPIl como mecanismo de
inactivacion de TRH se extiende a otros paradigmas experimentales que deben ser
aclarados. El presente estudio tuvo por objetivo estudiar la respuesta de PPIl en la EM,
bajo un fendbmeno que a través de civilizaciones milenarias en todo el planeta, ha
acarreado una serie de efectos adversos en la salud fisica, mental y social de las

personas: el consumo de alcohol.



“Quise ahogar mis penas en alcohol, pero las condenadas aprendieron a nadar”

Frida Kahlo

Capitulo I. Perspectiva general del alcohol.
1.1. Antecedentes historicos y sociales del consumo de alcohol.

El consumo de bebidas alcohdlicas ha sido una constante de la humanidad y su
proceso de obtencién segun Goodman y Gilman, (2011) se ha ido perfeccionando en
paralelo con las civilizaciones. La historia del alcohol se extiende al menos desde la
cultura egipcia en los afos 6400 a. C., los rituales orficos de la Grecia Antigua o la
metafora del vino como la sangre de Cristo (Barona, 2003). A pesar de lo anterior, fue
hasta la Edad Media cuando la tradicion alquimica heredada por los arabes introdujo el
termino alkul para referirse al “espiritu del vino” que se apoderaban de las personas que

abusaban de dicha sustancia.

El alcohol empleado para beber se obtiene mediante dos procesos: la
fermentacién y la destilacion (Rodriguez, 2010; Gonzalez, 2009). Desde los tiempos
prehistéricos hasta el siglo XI de nuestra era, el consumo de alcohol se limitaba a
procesos fermentativos sencillos y a partir de la Edad Media en Europa se introdujo la
técnica arabe de la destilacién y con ella la popularizacién de los productos alcohdlicos
(Barona, 2003). ElI empleo del alcohol se difundié en el siglo XVI cuando en algunos
paises europeos se concedié autorizacion a los gremios de destiladores, propagando su
venta por plazas y mercados. Conjuntamente, las técnicas de destilacion mejoraron y la
variedad de productos alcohdlicos aumentaron, se crearon espacios para reunirse a
beber y una industria especializada en la elaboracion de cerveza. Los hechos anteriores
indujeron el consumo excesivo y agravaron los efectos perniciosos del alcohol,

poniéndose de manifiesto como un problema médico-social (Houghton y Roche, 2001).

En el México prehispanico la bebida alcohdlica que mas se consumia era el pulque
y en menor medida fermentaciones de maiz o peyote en las tribus de Aridoamérica. En
esa época el consumo de alcohol no representaba un problema social debido a la grave

penalizacion para aquellos que abusaban de este producto, y a la carencia de tecnologia
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para producir grandes cantidades o de medios de distribucién (Mendieta, 1991). Fue
hasta la época Colonial, cuando fueron introducidos los destilados y la elaboracion de
bebidas embriagantes por parte de los espafioles con fines de lucro, que el alcoholismo

comenzo a tomar caracter de alarmante en México (Calderén, 2003 y Mendieta, 1991).

En la actualidad, el consumo nocivo de bebidas alcohdlicas causa 3.3 millones de
muertes cada afo a nivel mundial segun reportes de la ONU. Lo anterior puede deberse
al hecho de que el uso nocivo de alcohol es un factor causal en mas de 200 enfermedades
y trastornos, ademas una persona en estado de embriaguez puede lastimar a otros o
ponerlos en peligro de sufrir accidentes de transito o actos de violencia, también puede

perjudicar a sus compafieros de trabajo, familiares, amigos o extrafios (ONU, 2015).

El desarrollo de patrones de consumo nocivo de alcohol esta fuertemente
influenciado por la historia familiar y la informacion genética de cada individuo. Existen
diferencias genéticas en la sensibilidad del efecto reforzarte del alcohol y sus efectos
aversivos (Maldonado, 2003). Conjuntamente, los efectos del alcohol en un individuo
estan matizados por la interaccion con factores subjetivos, como la situacién en la que se
bebe y la experiencia del propio individuo. La aceptacion social y cultural de las bebidas
alcohdlicas en nuestro pais, la alta tolerancia hacia los consumidores de estas y la
concepcion del alcoholismo como un fracaso moral y no como una enfermedad, han
contribuido a la ingesta inmoderada de las bebidas embriagantes, a pesar de que son

conocidos los graves efectos asociados al consumo de alcohol (Gonzalez, 2009).

1.2. Metabolismo del alcohol.

En quimica se denomina alcohol a aquellos compuestos organicos que contienen
el grupo hidroxilo (-OH) en sustitucion de un atomo de hidrogeno, enlazado de forma
covalente a un atomo de carbono. No obstante, la disposicion y el consumo de etanol o
alcohol etilico por ser el compuesto activo de las bebidas embriagantes, ha adaptado el
concepto de alcohol para utilizarse como sinébnimo de la molécula que consta de dos
atomos de carbono, seis de hidrégeno y un atomo de oxigeno (CH3-CH2-OH) (Sanchez,
Pérez, Castellano y Del Rio, 2003).
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El alcohol es consumido exclusivamente por via oral, por tanto, la descripcion que
a continuacion se presenta se hace considerando esta via de administracion. Es
importante resaltar que independientemente del método utilizado para la obtencion de las
bebidas embriagantes y del distinto grado de alcohol que estas contienen (ver tabla 1), el
tamano de la racion se ajusta, de modo que un vaso de cerveza, una copa de vino 0 una

cuba de destilado contengan entre 12 y 18 gramos de alcohol (Ayesta, 2002).

Tabla 1. Obtencién y contenido alcohdlico de las principales bebidas embriagantes.

Procedimiento de Etanol en Etanol en gramos por cada
Tipo de bebida
obtencion volumen 100ml.
Fermentacion de frutas o 3.2-4.8g 1 lata/botella
Cerveza 4%-6%
granos. (355ml) = 13-15 g.
Fermentacion de frutas o 9.6-11g 1copa
Vino 12%-14%
granos. (100ml) = 10-11 g.
Fermentacion de frutas o 9. 69 1 copa
Cava/champan 12%
granos. (100 ml) =10 g.
28g 1copa
Anis Destilacion 35%
(50 ml) =14 g.
o 29.6-32g 1 copa
Coiiac, tequila Destilacion 37%-40%
(50 ml) = 15-16 g.
Whisky, vodka, 32-369g 1 copa
Destilacion 40%-45%
ron, (50 ml) = 16-18 g.
o 36-56g aperitivo menor
Licores Destilacion 45%-70%

a 30 ml=16g-18 g.

El porcentaje en volimen que aparece en el etiquetado, debe multiplicarse por 0.8 que es la densidad
del alcohol, para obtener el equivalente en gramos. Asi, una bebida que contiene "18% vol" significa que
tiene 14.4 g de etanol por cada 100 ml. Obtenido y modificado de Macek, (2014).
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Después del consumo de alcohol, éste se absorbe con rapidez al torrente
sanguineo. Aunque el alcohol puede acceder a nivel sanguineo por cualquier estructura
del tracto digestivo, éste se absorbe fundamentalmente en el intestino delgado (70-80%)
y en el estbmago (20-30%), debido a las microvellocidades que presentan ambos
organos. Posterior a la absorcion del alcohol, éste se distribuye en el agua corporal total
(Aragon, 2002).

El alcohol se metaboliza fundamentalmente por oxidacién, transformandose en
acetaldehido como se muestra en la figura 1. El primer paso en el metabolismo del alcohol
ocurre a nivel hepatico donde éste es convertido en acetaldehido por la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH), utilizando NAD (Nicotiamina-Adenina-Dinucle6tido) como
cofactor. Existen otros dos sistemas enzimaticos hepaticos que posibilitan esta misma
reaccion y que adquieren relevancia ante niveles muy elevados de alcohol, ya sea en
bebedores cronicos o por alguna deficiencia en el sistema principal. Estos dos sistemas
son llamados sistema microsomal oxidativo del etanol (MEOS) y el mediado por el
complejo catalasa-peréxido de hidrogeno (Compuesto |). Posteriormente el acetaldehido
se transforma en acetato por la enzima acetaldehido deshidrogenasa (ALDH) y el acetato
es transformado en Aceltil-CoA para dar paso al ciclo de Krebs donde finalmente se

convierte en diéxido de carbono (COz2) y agua (H20) (Nelson y Cox, 2015).

La mayor parte de la eliminacion del alcohol se produce por metabolismo, pero
existe un escaso porcentaje de alcohol (1-10%) que es eliminado sin sufrir transformacién
alguna, mediante su incorporacion a la orina, las heces el sudor y el aire exhalado. Existe
una gran variabilidad en las velocidades y tasas de eliminacién de alcohol entre diferentes
sujetos por factores genéticos, consumo de azucares, uso de anticonceptivos orales o
tabaco, la capacidad metabdlica de los bebedores crénicos e incluso se ha detectado un
ritmo circadiano en la velocidad de desaparicion del alcohol (Goodman y Gilman, 2011).
A pesar de las diferencias, se suele considerar que la media de la poblaciéon elimina entre
10 y 20 mg de alcohol/hora, por cada 100 ml de sangre (Aragon, 2002).
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Figura 1. Biotransformacion del alcohol por oxidacion a acetaldehido. El alcohol es transformado en
acetaldehido por la enzima ADH, después se transforma en acetato por la ALDH y finalmente en Acetil
CoA para incorporarse al ciclo de Krebs. En los costados se pueden observar dos procesos de degradacién
extra del etanol, por el sistema MEOS vy por la enzima catalasa peréxido de hidrogeno.

La molécula del alcohol etilico es pequena y poco polar, por lo tanto interactua
facilmente con grupos polares y no polares de los componentes membranales con
capacidad de difusion en medio acuoso vy lipidico. Esto explica la capacidad del alcohol
de penetrar en todas las células del organismo y repartirse en diferente proporcion en los
tejidos del cuerpo, generando asi efectos fisioldgicos en los sistemas que conforman al
ser humano. A continuacion se describiran algunos efectos del consumo inmoderado

agudo y cronico del alcohol para finalizar con su mecanismo de accion en el SN.

1.3. Efectos del consumo agudo de alcohol.

El consumo agudo de alcohol se refiere a la intoxicacion etilica, un sindrome clinico
producido por el consumo de bebidas alcohdlicas de forma brusca y en cantidades

superiores a la tolerancia individual de una persona en una ocasion (lzquierdo, 2002). En
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la tabla 2 se resumen los efectos fisicos y psicologicos de un consumo agudo de etanol

a través de varias concentraciones de alcohol en sangre.

Tabla 2. Efectos de varias concentraciones sanguineas de alcohol.

Numero de Alcohol en la Efectos fisicos y psicoloégicos
“tragos” sangre (%)
1 0.02-0.03 Sin efectos evidentes. Ligera elevacién del estado de animo.
2 0.05-0.06 Sensacion de relajacion, calor, disminucion de tiempo de reaccion.
3 0.08-0.09 Alteracion ligera del equilibrio, del habla, de la visién y el oido.

Sensacion de euforia: perdida de la coordinacién motora fina.

4 0.10-0.12 La coordinacién y el equilibrio se dificultan; alteracién de las

facultades mentales vy el juicio.

5 0.14-0.15 Alteracion mayor del control fisico y metal: habla y vision dificiles.
7 0.20 Pérdida del control motor (requieren ayuda); confusion mental.
10 0.30 Intoxicacion severa: control consciente minimo

14 0.40 Inconsciencia: umbral del estado de coma.

17 0.50 Coma profundo.

20 0.60 Muerte por falla respiratoria.

Se muestran los efectos fisicos y psicolégicos dependiendo las concentraciones sanguineas de alcohol,
en personas no habituadas al alcohol, con un intervalo entre cada bebida de al menos 60 minutos. Un
trago se refiere al equivalente a una bebida estandar. Tomado y modificado de Brailowsky (1995).

La consecuencia inevitable de una intoxicacion etilica es la resaca conocida
coloquialmente como “cruda” , que se presenta en forma de irritacién de la mucosa
gastrica, dolor de cabeza y sed intensa. La resaca es mas prevalente en bebedores de
consumo bajo y moderado de alcohol que en personas con un consumo cronico
(Izquierdo, 2002).
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1.4. Efectos del consumo cronico de alcohol.

El consumo crénico de alcohol se refiere a un consumo continuo por largo plazo,
la mayoria de las ocasiones en cantidades elevadas. Es importante no confundir el
consumo cronico de alcohol con el diagndstico de alcoholismo o dependencia al alcohol,
debido a que este ultimo se caracteriza por ser una conducta adictiva (Gonzalez, 2009).
Aun cuando el consumo cronico de alcohol estda ampliamente distribuido en la poblacién
mexicana, solo un pequefio sector cumple los criterios del CIE-10 o el DSM-V para

diagnosticar dependencia alcohdlica.

No es posible considerar el consumo cénico alcohol como nocivo para la salud de
manera rotunda, existen algunas excepciones. Por ejemplo, el consumo de 20 a 30g
diarios de alcohol se ha asociado con un papel cardioprotector por el decremento (10-
40%) de cardiomiopatia coronaria que puede generar (Goodman y Gilman, 2011). No
obstante, un consumo dafino de alcohol genera efectos perniciosos en varios tejidos,
organos e incluso sistemas del cuerpo. De los efectos nocivos del alcohol destacan
cardiomiopatias e hipertension (Ladero, 1998), fallas en el sistema digestivo (Goodman
y Gilman, 2011; Carroll, 2000), diuresis, decremento de la fuerza muscular, alteraciones
del funcionamiento sexual en hombres y mujeres (Ladero, 1998; Carroll, 2000) vy

debilitamiento del sistema inmunitario (ONU, 2015).

De las secuelas importantes del consumo cronico de alcohol, resaltan las
alteraciones en la anatomia y fisiologia cerebral que ademas pueden contribuir a la
progresion de la adicion (Alfonso-Loeches y Gurri, 2011). Se ha observado en bebedores
cronicos efectos tan variados como la disminucion de masa y metabolismo cerebral
(Ladero, 1998; Carroll, 2000), apoplejias de origen hemorragico, complicaciones
neuroldgicas, neuropsicolédgicas o psiquiatricas (Brailowsky, 1995). Las alteraciones del
SN que el alcohol produce, puede inducir alteraciones en la expresion genética,

mecanismos moleculares y celulares (Ayesta, 2002).

16



—

Activacion,
utilizacién y
desintoxicacion
dafada. Efectos toxicos directos.
Etanol
\ Sin aporte calérico X
Incremento de l Mala digestion

la degradacion
A Malnutricién

'
s ad

Figura 2. Principales 6rganos afectados por el consumo nocivo de alcohol. Tomado y modificado de
Pomares (2013).
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Figura 3. Circuito de la recompensa. La activacion de estas estructuras genera una sensacion
placentera después de realizar una actividad. Las proyecciones dopaminérgicas del area tegmental
ventral estan dirigidas hacia el nicleo accumbens y a su vez pueden inhibir la actividad de la corteza
prefrontal. Tomado v modificado de Villar (2011).
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1.5. Mecanismo de accion del alcohol.

El alcohol en el cerebro, establece una compleja y no del todo conocida relacion
con los sistemas de neurotransmision y neuromodulacién, ya que no afecta de modo
exclusivo a alguno de estos (Rodriguez, 2010). Un gran numero de resultados
experimentales sugieren que el alcohol ejerce efectos muy variados en el SN
dependiendo del tiempo y el patrén de ingesta de la bebida, sin embargo, de manera
general el alcohol es un depresor del Sistema Nervioso Central (SNC) (Carlson, 2006).
Esto puede deberse a su interaccion con dos receptores especificos: el receptor GABAA
y el receptor NMDA del glutamato (Ayesta, 2002). El alcohol potencia la accién del GABA
y antagoniza la accion del glutamato, es decir, el alcohol potencia al inhibidor (GABA) e

inhibe al excitador (glutamato) (Ayesta, 2002; Goodman y Gilman, 2011).

La accion similar del alcohol, las benzodiacepinas y barbituricos sobre los
receptores GABAAa explica los efectos ansioliticos del alcohol, la ataxia y disminucién de
reflejos como se ve en dosis elevadas (>250 mg/dl), por lo que una intoxicacion etilica o
barbiturica son potencialmente mortales (Ayesta, 2002). Mientras que el efecto del
alcohol sobre el receptor NMDA puede inhibir la LTP (por sus siglas en inglés long-term
potentiation), sustrato neurofisiolégico de los procesos de aprendizaje y memoria (Givens
y McMahon, 1995; Zorumski, Mennerick, Izumi, 2014).

Por otra parte, la administracion de drogas adictivas, como el alcohol, estimula el
sistema o circuito de recompensa cerebral al aumentar los niveles extracelulares de
dopamina del area tegmental ventral y sus proyecciones hacia el nucleo accumbens
(Ayesta, 2002) (figura 3), esto puede traducirse en una alteracion de los circuitos y
receptores neuronales, por lo que una persona necesitara cada vez mas estimulacion
para conseguir el mismo nivel de placer que estos generaban originalmente; o mismo

para aliviar los estimulos desagradables que les acarrea su carencia (Rodriguez, 2010).

El area tegmental ventral es regulada a su vez por la actividad de
neurotransmisores como GABA, glutamato (proveniente de la corteza cerebral y el
tdlamo) y serotonina cuyas proyecciones se extienden desde el nucleo del rafe

(Rodriguez, 2010). Los sistemas dopaminérgico y serotoninérgico tienen un papel
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relevante en los mecanismos iniciales de preferencia por el alcohol que mas tarde
conducen al establecimiento y mantenimiento de la adiccion (Rodriguez, 2010;
Engleman, Rodd, Bell y Murphy, 2008). Otro neurotransmisor comprometido en el
mecanismo de accion del alcohol es la acetilcolina. Los receptores nicotinicos (NACh)
para acetilcolina constituyen también una diana de la accion de esta droga. Se ha
indicado que la nicotina (que actua sobre el receptor NACh) y el etanol ejercen un efecto
sinérgico en los procesos de refuerzo relacionados con los habitos de tabaquismo y
alcoholismo (Clark y Little, 2004).

La lista de moléculas afectadas por los efectos del alcohol no esta restringida a los
neurotrasmisores clasicos. Por ejemplo, al sistema canabinoide y los opioides B-endorfina
estan implicados en los mecanismos de refuerzo y recompensa relacionados con la
ingesta de alcohol. Dicha implicacion se ha encontrado tanto en vias alternativas a la
dopaminérgica como en vias dependientes de la liberacién de dopamina (Lawrence,
2010; Freund, Katona y Piomelli, 2003).

Finalmente, el mecanismo de accion del alcohol también se extiende a los
componentes del sistema neuroendocrino. Los primeros estudios sobre este tema
comenzaron por observaciones de similitudes entre pacientes alcohdlicos y con un
deterioro endocrino, lo que permitié crear la hipétesis de que algunas hormonas podrian
participar en la neurobiologia del alcohol (Niubd, Rodriguez, Gorguet, y Cardona, 1999).
En el siguiente capitulo se presentara un panorama general del sistema neuroendocrino
para concentrarse al final del mismo en el eje tiroideo, sus componentes, fisiologia y

modulacion en respuesta al alcohol.
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“Hipotalamo: el eslabén perdido entre el cuerpo y el alma”.

Rolf Luft, Comité Nobel, 1977

CAPITULO II. EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-TIROIDES
2.1. Sistema neuroendocrino

La homeostasis (0pog = similar y atdoig = estado o estabilidad) es la capacidad
de los seres vivos para autorregularse y conservar una condicion interna estable,
compensando los cambios en su entorno mediante respuestas adaptativas, con el fin de
mantener la salud y vida del organismo. Cada estructura de un individuo, desde una
célula hasta un sistema completo desempefia un importante papel en la homeostasis
general. Sin embargo, es el sistema neuroendocrino en los organismos del reino animal,

el encargado de coordinar el equilibrio dinamico que conlleva la homeostasis.

Los primeros conocimientos de endocrinologia se remontan a la edad antigua, con
la creencia de que ciertas sustancias sanguineas denominadas “humores” determinaban
cambios en el estado de salud de un individuo, las emociones y la conducta (Dickerman,
1981). Sin embargo, el conocimiento del sistema enddcrino (évdo = dentro; kpivw =
secreto) comenzé formalmente a mitad del siglo XIX con Walter Canon, quien aplico el
término de homeostasis por primera vez para describir la constancia del medio interno
propuesto por Claud Bernard. Este ultimo es considerado el padre de la fisiologia
moderna, por demostrar que la vida depende del medio interno para proveer todas las
condiciones fisicoquimicas que mantienen el funcionamiento adecuado de las células de
un organismo. Por lo tanto, la estabilidad de los seres vivos depende de su capacidad de

homeostasis.

Anos después se descubrid que los mecanismos homeostaticos de un organismo
se regulan mediante la secrecién de ciertas sustancias denominadas hormonas (del
verbo griego oppdw = exitar o poner en movimiento) al torrente sanguineo. Dichas
hormonas provienen de un conjunto de glandulas que conforman al SE. Las hormonas
se transportan en cantidades muy pequefas a puntos especificos de accion, donde

regulan reacciones metabdlicas y desencadenan respuestas apropiadas para el
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mantenimiento del organismo. La mayoria de las hormonas se encuentran circulando
todo el tiempo, aunque su concentracion puede ser mayor o menor en determinado
momento, dependiendo de las necesidades del organismo, es decir, sigue un mecanismo

autorregulatorio (Dickerman, 1981; Joseph-Bravo y De Gortari, 2008).

Una vez sentados los fundamentos de la endocrinologia, a principios del siglo XX,
fue posible estudiar las relaciones entre el cerebro y las hormonas, analizando no solo el
control neuronal sobre el SE, sino también el control enddcrino sobre la actividad del SN.
Originalmente los investigadores mas destacados en este campo consideraban que la
hipdfisis, no tenia ninguna funcion sobre el SE. Esta idea se modificd hasta 1927, cuando
Philip Smith demostrd un retardo en el crecimiento y atrofia del higado, bazo, rifiones,
glandulas tiroides y suprarrenal, debido a la pérdida del I6bulo anterior de la hipdfisis y la
reversion de estos cambios mediante la implantacién de tejido hipofisario (Dickerman,
1981).

La hipdfisis se localiza en la base del craneo, en una cavidad 6sea denominada
silla turca del hueso esfenoides (ver figura 4a). Desde el punto de vista anatémico,
embrioldgico y funcional la hipéfisis se divide en dos porciones: anterior (adenohipofisis)
y posterior (neurohipdfisis), separadas por la pars intermedia. La adenohipdfisis de origen
no neurogénico procede embrioldgicamente de la bolsa de Rathke, comprende el 80%
del volumen de la glandula y es responsable de la secrecion de diversas hormonas, de
las cuales destacan seis por su relevancia fisiologica en el organismo: hormona del
crecimiento (GH), luteinizante (LH), foliculo estimulante (FSH), prolactina (PRL),
adrenocorticotropina (ACTH) y tirotropina (TSH). La porcién posterior de la hip&fisis tiene
un origen embrionario diferente al del resto de la glandula, al ser una evaginacion del piso
del tercer ventriculo del diencéfalo y quedar unida al hipotalamo a través del tallo o
infundibulo hipofisario. La neurohipéfisis (NP) no sintetiza en si hormonas, se limita a
almacenar los productos de secrecion del hipotalamo: oxitocina y vasopresina, también
conocida como hormona antidiurética (ADH) (Ver figura 4b) (Bear, 2008).

Para 1930, se habian caracterizado varias de las hormonas hipofisarias descritas
en el parrafo anterior y reconocido el papel integrador de la pituitaria como el director de

la orquesta enddécrina. No obstante, evidencias clinicas y farmacoldgicas posteriores,
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pusieron de manifiesto la hipotesis de que el cerebro era el controlador de la hipdfisis a
través de una conexion funcional entre el hipotalamo y la AP (Flerko, 1971; Dickerman,
Kedzik, Gelato, Chen, y Meites, 1974). La identificacion de como se establece dicha

conexiéon no fue un proceso facil (Joseph-Bravo, Cote y Perez, 2006).

Los estudios de microscopia electronica revelaron que la AP casi no tiene fibras
nerviosas, de tal manera que se descarté una conexion neuronal directa con el cerebro
en esta porcion de la pituitaria (Dickerman, 1981). En contraste, Green y Harris (1947)
demostraron que el enlace funcional entre cerebro y AP esta constituido por una red de
capilares denominados sistema portal hipotalamo-hipofisiario. Después de la remocién
de la AP, comprobaron que la funcion del sistema se restablecia si trasplantaban la
glandula a nivel de una pequefia zona abultada denominada eminencia media del
hipotalamo (figura 4a), al alcance de los vasos del sistema portal hipotalamo-hipéfisiario

donde nace el I6bulo posterior de la hipdfisis.

Investigaciones posteriores mostraron un cambio en la secrecion de las hormonas
hipofisiarias, generado por extractos hipotalamicos. Dichas evidencias dieron origen a
una nueva hipodtesis: el control neurohumoral sobre la funcion de la AP. Se postulé que
las neuronas del hipotalamo secretaban agentes quimicos hacia los vasos portales,
llegando hasta la AP, controlando asi su actividad de sintesis y secrecién hormonal
(Harris, 1972). Sin embargo, la concentracién tan baja de dichas sustancias en el sistema
portal hacia imposible detectarlas por métodos quimicos convencionales (Dickerman,
1981).
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Figura 4. Anatomia y fisiologia de la glandula hipéfisis. a) La hipdfisis desciende del hipotalamo, se
localiza en la fosa hipofisaria y se divide en adenohipdfisis (AP) y neurohipdfisis (NP). b) Control hormonal
de la hipdfisis sobre glandulas periféricas. La porcidon anterior fabrica y secreta hormonas reguladoras
(FSH, LH, GH, PRL, ACTH y TSH) que se dirigen a las células blanco de estructuras periféricas. La porcion
posterior esta conectada con el hipotalamo y mediante un transporte axonal secreta oxitocina y ADH, sin
producir alguna de estas.
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En la década de 1950, el Dr. Salomon Berson y la Dra. Rosalyn Yalow
desarrollaron la técnica del radioinmunoensayo (o abreviado RIA del inglés
Radioimmunoassay). De esta manera, se pudieron detectar hormonas en
concentraciones de nanogramos o picogramos en sangre y otros liquidos corporales
(Berson y Yalow, 1967). Esta nueva técnica contribuyé para que los doctores Roger
Guillemin y Andrew Schally aislaran en 1969 la primera hormona hipotalamica con
funcién reguladora sobre la AP. Durante este trabajo, ambos investigadores utilizaron
varios cientos de miles de hipotalamos ovinos y porcinos para obtener finalmente algunos
miligramos de una hormona hipotalamica parcialmente purificada y que posteriormente
se identificé como un tripéptido: pyroglutamil-histidil-prolinamida, la hormona liberadora
de tirotropina o TRH (Schally, Redding, Bowers, y Barrett, 1971). Con estos resultados
fue posible comprobar la teoria del control neurohumoral de la AP y encontrar el nexo
entre el SN y el SE. Por sus esfuerzos, los doctores Guillemin, Sachlly y Yallow recibieron
el Premio Nobel de Medicina en 1977, por encontrar “el eslabon perdido entre el cuerpo

y el alma" (Luft, Comité Nobel, citado en Dickerman, 1981).

Actualmente, el hipotdlamo se considera el “comandante en jefe” del Sistema
Neuroendocrino y del Sistema Nervioso Auténomo, ya que coordina las funciones
vinculadas con el mantenimiento de la especie a través de estos sistemas. El hipotalamo
se localiza en la region ventral del diencéfalo que rodea a la cavidad del tercer ventriculo;
pesa alrededor de 4g en el ser humano. A pesar de su tamafo, es una estructura
subcortical formada por nucleos neuronales especializados (figura 5) capaces de integrar
informacion de diferentes partes del SN: sistema reticular, corteza cerebral, hipocampo,
amigdala y tdlamo; con aferencias dopaminérgicas, noradrenérgicas, serotoninérgicas,
glutamatérgicas y GABAérgicas. Ante las sefales recibidas, el hipotalamo da una
respuesta autdbnoma por medio de eferencias al tronco encefalico y la médula espinal,
para influir en los centros segmentarios simpaticos y parasimpaticos; y/o una respuesta
endocrina mediante eferencias a la hipdfisis para mantener la homeostasis del
organismo. Ademas notifica al talamo, corteza cingulada y formacién reticular del estado

interno del organismo (Rosler, 2014).
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Las células secretoras que conforman los nucleos del hipotalamo pueden ser
magnocelulares o parvocelulares. Las neuronas magnocelulares se encuentran en mayor
proporcion tanto en el nucleo paraventricular (NPV) como en el nucleo supradptico y
como el nombre lo indica son de mayor tamafo; producen hormonas neurohipofisiarias,
que a través del tracto hipotalamo-hipofisiario o haz tubero-hipofisiario llegan a la hipofisis
posterior, en donde son almacenadas, para después ser vertidas en la sangre. Las
células parvocelulares liberan hormonas (FSH, LH, GH, PRL, ACTH y TSH) denominadas
factores hipofisiotrépicos a los capilares del plexo primario del sistema porta hipofisiario
en la EM, donde viajan al plexo secundario en la AP, para estimular la secrecion de
hormonas hipofisarias y asi controlar a su vez a las glandulas periféricas (Gonzalez, 1999,
Bear, 2008).

Figura 5. Principales nucleos hipotalamicos. Se pueden observar las proyecciones del tracto hipofisiario
a la hipdfisis posterior y el transporte endocrino por los capilares del sistema portal hipofisiario a la hipofisis
anterior provenientes de los nucleos hipotalamicos. Tomado y modificado de Rosler (2014).

Los mecanismos de control neuroendocrinos, se establecen mediante mecanismo
de retroalimentacion. Asi, el hipotalamo estimula la secrecidn de las hormonas

hipofisiarias en respuesta a estimulos externos e internos para activar al resto de las

25



glandulas; estas ultimas pueden secretar a su vez otras hormonas capaces de regular la
actividad del hipotalamo e hipdfisis, de tal manera que se establecen circuitos
denominados ejes neuroendocrinos: hipotalamo-hipodfisis-glandula periférica. El
organismo es regulado principalmente por tres ejes neuroendocrinos: el eje gonadal, el
eje adrenal y el eje tiroideo. Cuando se produce un desequilibrio interno por varias
causas, estos procesos se activan para reestablecer dicho equilibrio (Guyton y Hall,
2011).

Por ultimo, las hormonas liberadas por el sistema neuroendocrino pueden afectar
tejidos y 6rganos diferentes de los que conforman a los ejes, como areas cerebrales
distintas al hipotalamo; lo que se traduce en cambios conductuales en el organismo
(Wong, y Alvarez, 2013).

2.2. Eje hipotalamo-hipoéfisis-tiroides.

El eje tiroideo o eje hipotalamo-hipodfisis-tiroides es regulado por el péptido que le
dio el Nobel a Guillemin y Schally en 1977, la hormona liberadora de tirotropina. (Ver
imagen 6). TRH es sintetizado en poblaciones parvocelulares del NPV del hipotalamo y
escasamente en neuronas magnocelulares. Las células parvocelulares del NPV
proyectan sus terminales axonicas a la EM, en donde liberan al péptido activo hacia la

AP a través de los vasos capilares del sistema portal hipofisiario (Nillni y Sevarino, 1999).

En la adenohipodfisis TRH estimula la sintesis y liberacion de tirotropina o TSH tras
unirse a su receptor TRH-R1. Este ultimo pertenece a la familia de los receptores
acoplados a proteina G, formado por siete dominios transmembranales; TRH se une a
TRH-R1 y activa vias de transduccion de sefales y respuestas celulares pertinentes para
la liberacién de TSH al torrente sanguineo y de ahi a su célula blanco, la glandula tiroides.
En la tiroides, TSH estimula la sintesis y liberacion de las hormonas tiroideas, en diferente
proporcion. Aproximadamente el 80% del producto liberado de la tiroides es tiroxina (T4),
mientras que el 20% restante corresponde a triiodotironina (T3), la forma activa de la

hormona. Las hormonas tiroideas llevan a cabo sus efectos sobre tejidos blanco mediante
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la union a receptores de hormonas tiroideas (por sus siglas en inglés TR’s), codificados
por distintos genes los cuales, por splicing alternativo generan cuatro receptores
funcionales denominados TRa1, TRa2, TRB1 y TRB2 (Fekete y Lechan, 2014),
localizados de manera heterogénea en érganos como hipdfisis, cerebro, higado, rinén,

tejido adiposo, musculo esquelético y cardiaco (Yen, 2001; Flamant, et. al., 2006).

Figura 6. Eje hipotalamo-hipéfisis-tiroides. El TRH es sintetizado en el ndcleo NPV del hipotalamo; ante
un estimulo fisioldgico, las terminales nerviosas de estas neuronas ubicadas en la EM liberaran al péptido
al sistema portal, lo que permite que sean transportadas a la AP, donde inducen la liberacion de TSH, que
al ser secretada llega a la tiroides y estimula la liberacion de T3 y T4. Las hormonas tiroideas pueden
retroalimentar negativamente al eje regulando la sintesis y liberacion de TSH y TRH.

Cuando la concentracién de hormonas tiroideas se encuentra disminuida en la
circulacién, la sintesis de TRH y TSH aumentan en el hipotdlamo y la hipdfisis
respectivamente, para mantener las hormonas tiroideas constantes. Por el contrario, si
las hormonas en la circulacion se encuentran elevadas, estas inhiben la sintesis de TRH
y TSH ya que al aumentar los niveles de T3 y T4 se ejerce un efecto de retroalimentacién
negativa tanto en el NPV como en la AP. El receptor TRB2 se sintetiza en las neuronas

TRH del NPV y es el encargado de regular de forma negativa la actividad del eje tiroideo
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mediante la inhibicion de la expresidn del gen de TRH; TRB2 también inhibe la expresion
de los genes que codifican para las subunidades a y B que conforman a TSH (Fekete y
Lechan, 2014).

La sobrevivencia de los seres vivos depende de su capacidad de regular el
catabolismo de los alimentos para obtener energia (ATP) necesaria para procesos vitales
como la actividad eléctrica en el cerebro, la actividad cardiaca, la generacion del calor
corporal, etc. Esta regulacion esta a cargo principalmente del eje tiroideo y del eje
adrenal, por lo que el funcionamiento 6ptimo de células secretoras de TRH y CRH (por
sus siglas en inglés, corticotropin releasing hormone) en el NPV debe garantizar la
regulacion del influjo energético a los procesos metabdlicos que permitan a los individuos
contender con el metabolismo basal (procesos vitales) y con las necesidades cambiantes
del dia (Joseph-Bravo y De Gortari, 2008).

La funcién principal del eje tiroideo es regular la homeostasis energética del
organismo a través de las hormonas tiroideas responsables del 20 al 25% del gasto
energético basal (o0 en reposo) y de regular la termogénesis al modular la expresién de la
proteina desacopladora 1 (UCP1) en tejido graso y musculo, que permite la generacion
de calor. Latermogénesis obligada es la sintesis de energia basal necesaria para realizar
las funciones vitales, sin embargo, cuando se presenta un estimulo extremo como la
exposicion a frio, se activa el eje tiroideo, generando una termogénesis adaptativa, es
decir, la produccion adicional de calor en respuesta a esta condicién, con el propésito de
mantener la energia y/o temperatura basal del organismo (Lechan y Fekete, 2007,
Klieverick, et. al., 2009). La regulacion del metabolismo no solo sucede en respuesta al
estrés fisiologico por frio, sino en condiciones de baja disponibilidad de nutrientes y
restriccion alimentaria (Lazcano, 2015), e incluso en condiciones de estrés psicologico
(Joseph-Bravo y De Gortari, 2008).

Por su parte, el aumento transitorio de cortisol liberado por las suprarrenales en
respuesta a la activacion del eje adrenal, incrementa la concentracion de glucosa en
sangre que permite al organismo contender con algun estimulo estresante. Ademas de

la regulacion endocrina, se libera adrenalina en respuesta a la activacion del sistema
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simpatico para estimular la via de la glucdlisis de los musculos, la movilizacion de los

acidos grasos del tejido adiposo y la termogénesis (Nelson y Cox, 2015) (Ver figura 7).

Figura 7. Regulacién del metabolismo. EIl balance energético de un organismo es el equilibrio
entre la energia adquirida a través del consumo de alimentos y la utilizacion de la misma en el metabolismo
diario (gasto). El eje tiroideo y adrenal por medio de las hormonas tiroideas y el cortisol respectivamente,
participan en la regulaciéon del catabolismo de las biomoléculas adquiridas en la dieta (flechas verdes y
moradas), para asegurar el influjo energético que demandan las necesidades diarias del organismo
(metabolismo basal). Ademas de las vias neuroendocrinas participa el sistema simpéatico al estimular la
libracién de adrenalina (flechas azules). En condiciones extremas como la baja disponibilidad de nutrientes
0 una exposicion al frio, los mecanismos previamente descritos se reajustan para asegurar la homeostasis
energética del organismo. Tomado y modificado de Joseph-Bravo y De Gortari (2008).

2.3. Funcion neuromoduladora de TRH

Alrededor del 70% de TRH del cerebro se encuentran en el hipotalamo, sin
embargo, presenta una amplia distribucion en regiones extra-hipotalamicas, por lo que
se le ha relacionado con una funcién neuromoduladora. EI ARNm de pro-TRH esta
distribuido ampliamente en diferentes regiones del SNC como en los nucleos basolateral
y posteriomedial de la amigdala, el nucleo reticular y la estria terminal del talamo, asi

como en la zona granular del giro dentado del hipocampo, corteza frontal, nucleo
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acumbens, septum, tallo cerebral, cerebelo, bulbo olfatorio, nucleo motor dorsal del vago,
nucleo del rafe y médula espinal (Sattin, Pekary y Lloyd, 1999; Nillni y Sevarino, 1999).
En estas regiones se ha descrito un papel neuromodulador asociado a funciones de tipo
antidepresivo, analgésico, anticonvulsivo, analéptico, diaforético, facilitacion de la
memoria, excitabilidad de las motoneuronas, hipertensivo, termogénico, anorexigénico y
vasoconstrictor, ademas de un papel reconocido en el mejoramiento de la cognicidn
(Horita, 1998; Heuer, et. al., 1998; Charli, et. al., 1998; Nillni y Sevarino, 1999; Nillni, 2010,
Lazcano, 2010; Vargas, 2013). Por lo tanto, se puede considerar que la regulacion de
TRH podria ser blanco para el desarrollo farmacolégico de sustancias que regularan su

papel neuroendocrino y neuromodulador (Charli y Joseph-Bravo, 2008).

2.4. Biosintesis de la Hormona liberadora de tirotropina TRH

La biosintesis de TRH puede estar regulada a nivel transcripcional tanto por
factores de transcripcion (AP-1, SP1, STAT3, pCREB) como por factores neurotrépicos
(BNDF) o receptores a hormonas: glucocorticoides, hormonas tiroideas, estrogenos, etc.
(Hollenerg, et. al., 1995; Guissouma, et. al., 2000; Joseph-Bravo, et. al., 2006; Lechan y
Fekete, 2006). Estos factores activan el gen de TRH conformado en la rata por tres
exones y dos intrones, que luego de un proceso de edicion o splicing alternativo generan

un precursor de alto peso molecular (Balkan, et. al.; 1998).

En la figura 8 se puede observar el procesamiento del TRH, el cual comienza con
la traduccion del ARNm para su proteina precursora, una proteina de gran tamano (pre-
proTRH), por el complejo ribosomal en el reticulo endoplasmatico rugoso. El precursor
de TRH, prepro-TRH, es un péptido de 23.9 KDa compuesto por 5 copias progenitoras
de TRH en la rata y el ratén, aminoacidos basicos Lys-Arg o Arg-Arg que flanquean a las
secuencias progenitoras y péptidos cripticos que en su conjunto forman una proteina de
entre 227-256 aminoacidos dependiendo de la especie (Nillni y Sevarino, 1999). Después
de la sintesis del precursor continua la protedlisis del precursor mientras es transportado

por trans-Golgi a granulos secretores inmaduros, los cuales posteriormente maduran; la
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mayoria de ellos son enviados a los granulos de secrecion en las terminaciones axdnicas
(Bear, 2008).

La formacion de la molécula activa de TRH, ocurre posterior a la accién de las
enzimas convertasas PC1 y PC2 (protein convertasas), que escinden los residuos de
aminoacidos basicos pares del proTRH (Friedman et. al. 1995). Los ARN’s mensajeros
de PC1 y PC2 coexisten en distintas proporciones con el ARNm de TRH en el NPV,
aunque el porcentaje celular que expresa a una u otra convertasa difiere (Sanchez, et.
al., 1997). Posteriormente, la enzima carboxipeptidasa-E remueve estos residuos de
aminoacidos cortados, seguido de la amidacién de la secuencia Glu-His-Pro-Gly por parte
de la enzima PAM (glycina a-amidating monooxygenase), la cual utiliza al C-terminal de
la glicina (Gly) como donador del grupo amida. El proceso finaliza con la ciclizacién de la
glutamina (Glu), por parte de la enzima glutamil ciclasa dando por resultado un péptido
maduro que sera liberado de las terminales axonicas de las neuronas que lo sintetizan
en el NPV, pero que proyectan a la EM para posteriormente ser transportado a la AP,

donde ejercera su accion (Charli y Joseph-Bravo, 2008).

2.5. Degradacién de TRH

La eficiencia de la transmisién sinaptica a través de péptidos depende de
diferentes variables como la tasa de secrecion de los péptidos, de los mecanismos de
traduccién a nivel del receptor y de la velocidad de eliminacion del péptido. Se ha descrito
que la degradacion enzimatica es un mecanismo necesario responsable de regular la

sefnal de TRH una vez liberado al medio extracelular.

Dos enzimas citosélicas pueden degradar al TRH in vitro: la proli endopeptidasa
(PE; EC 3.4.21.26) y la piroglutamil aminopeptidasa | (PPI; EC 3.4.11.8) (O'Leary y
Connor, 1995). La PE es una enzima de tipo serina proteasa que tiene un peso molecular
de 70KDa. Esta enzima hidroliza un amplio espectro de sustratos por el carboxilo terminal
de la prolina (con excepcion del enlace Pro-Pro). Por su parte, la PPl es una enzima de
tipo cisteina proteasa monomérica de peso molecular variable (de 22 a 60 KDa,

dependiendo de la fuente) y un pH 6ptimo entre 6.5 y 8.5. La PPI hidroliza un amplio
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espectro de sustratos con residuo pGlu en el extremo amino terminal. Estos sustratos
incluyen a TRH, GnRH, neurotensina y otros sustratos sintéticos de rata, higado de la

rata, corteza cerebral y riidn humano (Cummins y O’Connor, 1998).
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Figura 8. Biosintesis del TRH en el sistema nervioso central. En la parte derecha se muestra el
esquema de una neurona TRHérgica del NPV (en verde) con algunas terminales nervosas (en azul claro y
azul marino) haciendo contacto sinaptico sobre ella. Arriba a la izquierda, parte del promotor del gen de
TRH con la identificacién de algunos elementos de respuesta a factores transcripcionales. Abajo a la
izquierda, el procesamiento del precursor del TRH en la via de secrecion regulada. Imagen tomada y
modificada de Charli y Joseph-Bravo (2008).
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Hace algunas décadas se identificd y purificd a partir de suero de rata, una enzima
que hidroliza el enlace peptidico entre el pGlu-His de TRH. Esta enzima es inhibida por
quelantes de metal (lo que sugiere que es una metalopeptidasa). Su actividad es 6ptima
a un pH neutro y tiene un peso molecular de 260KDa, un peso mucho mayor que la PPI.
Estudios llevados a cabo para determinar su especificidad mostraron que esta enzima es
altamente especifica para TRH (Bauer y Nowak, 1981). A consecuencia de tal
especificidad, esta enzima es llamada “Tiroliberinasa” (TRH también es conocido como
tiroliberina). Friedman y Wilk, (1985) comprobaron que en suero el TRH es degradado
principalmente por la tiroliberinasa, por lo que se sugiere que in vivo, la tiroliberinasa
inactiva al TRH en el sistema portal hipofisario, en donde el péptido entra en contacto con
la sangre posterior a su liberacién por terminales de neuronas TRH en la EM (Charli et.
al., 2006).

2.6. Degradacion de TRH por la Piroglutamil peptidasa Il (PPII)

A finales de la década de los 70, el grupo de investigacion de Joseph-Bravo (1979)
trabajo con membranas sinaptosomales de cerebro de rata e identifico una actividad
enzimatica 6ptima a pH neutro, capaz de inactivar al TRH. Dicha actividad corresponde
a una hidrolasa que corta el enlace peptidico piroGlu-His de TRH (de igual manera que
la PPl y la tiroliberinasa). A este enzima se le denomino piroglutamil peptidasa Il: PPII
(EC 3.4.19.6) (O'Connor y O'Cuinn, 1984; Garat et. al., 1985) (Ver figura 9).

Cabe mencionar que la tiroliberinasa y la PPIl son codificadas a partir del mismo
gen, pero por mecanismos aun no descritos una forma se libera al espacio extracelular,
mientras que la otra se queda embebida en la membrana plasmatica (Schmitmeiner,
Thole, Bader, y Bauer, 2002). La secuencia proteica de esta enzima ha podido ser
deducida a partir del acido desoxirribonucleico complementario (ADNc) de la PPII
demostrando que es una ectopeptidasa dependiente de zinc, inhibida cuando se agregan
quelantes de metal (Bauer et. al., 1981). La secuencia de PPII corresponde a una proteina
integral de membrana tipo Il de 1025 aminoacidos en la rata y 1024 aminoacidos en el

humano con la siguiente topografia: una pequefia regiéon N-terminal intracelular con un
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sitio potencial de fosforilacibn por proteinas cinasas C (PKC), una regién
transmembranal, una gran region extracelular con la secuencia consenso His-Glu-x-x-His
y un segundo Glu separado por 18 aminodacidos caracteristicos de las zinc
metalopeptidasas. EI dominio extracelular también incluye al dominio carboxilo terminal,
un dominio catalitico y 12 sitios posibles de N-glicosilacion (Schauder et. al., 1994;
Chavez-Gutierrez et. al., 2005).

La piroglutamil peptidasa Il es una enzima de alta especificidad que hidroliza
péptidos no mayores a 4 aminoacidos y con secuencias muy parecidas a las de TRH:
pGlu-X-Y o Z, donde X puede ser Histidina (His), un aminoacido aromatico o neutro, Y
puede ser Prolina (Pro), Alanina (Ala) o Triptofano (Trp) y Z puede ser Pro-NHz2, Pro-Gly,
PropNA o ProMCA (Wilk y Wilk, 1989; Elmore et. al., 1990; Kelly et. al., 2000).

Figura 9. Topografia de la PPIl deducida a partir de la secuencia de un DNAc de la PPIl. La enzima
tiene una region intercelular N terminal pequefia, una regién transmembranal y un dominio C-terminal
dirigido hacia el espacio extracelular donde se encuentra un sitio catalitico. P: Sitio posible de fosforilacion.
Tomado y modificado de Schauder et. al. (1994).

En el cerebro se ha demostrado que la distribucion de PPII es heterogénea ya que
algunas regiones como el bulbo olfatorio, el hipotalamo, la corteza cerebral vy el
hipocampo cuentan con mayor actividad enzimatica; mientras que en la médula espinal
y la AP la actividad es muy baja (Vargas, et.al., 1992). Se ha observado que la distribucién

del mensajero de PPII coincide con el mensajero de uno de los receptores de TRH (Charli,
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et. al., 1998; Heur et. al., 2000), lo que sugiere que PPII muestra una topologia estratégica
para reconocer al TRH e hidrolizarlo en el espacio extracelular (Ver figura 10). Por lo
tanto, la modulaciéon de PPII podria ser un factor adicional que regule las sinapsis del

cerebro donde el TRH ha mostrado multiples efectos farmacolégicos (Gary et. al., 2003).

Terminal nerviosa

Granulos de secrecion

TRH

Membrana post-sinaptica

Piroglutamil peptidasa
Il Receptores de TRH

Figura 10. Esquema de una sinapsis TRHérgica. Se observa la terminal nerviosa repleta de granulos de secrecién
que contienen al péptido (en verde), la membrana post-sinaptica (en rosa), y el espacio sinaptico donde el TRH se
difunde una vez liberado, interacciona con sus receptores y es inactivado por la piroglutamil peptidasa Il. Imagen
tomada y modificada de Charli y Joseph-Bravo (2008).

2.7. Regulacion de PPIl en los tanicitos de la eminencia media

El SN no solo esta constituido por neuronas, sino también por células de sostén
denominadas neuroglia o células gliales. Segun su ubicacion en el SN, las células gliales
pueden ser clasificadas en glia periférica y central (Ver figura 11). Dentro del sistema

central se localiza una membrana delgada llamada epéndimo que reviste los espacios
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llenos de liquido cefalorraquideo (LCR) del cerebro y la médula espinal. En 1954,
Horstmann describié unas células glioependimales localizadas en el piso del tercer
ventriculo, por encima de la EM del hipotalamo y las llamo tanicitos (del griego Tavuo =
elongacion). Se trata de células bipolares que conectan el LCR a los capilares portales y

que pueden transportar sustancias quimicas desde el LCR hasta el sistema portal

hipofisiario.
Células de Schwann
Glia periférica
localizadaen = Células corpusculares
el SNP
Células Mdaller
Células _ Ependimocitos
gliales Células ependimarias J (gjulas coroideas
Glia central Microglia Tanicitos
localizada en —< _ _ _
el SNC Oligodendrocitos
Astrocitos

Figura 11: Clasificacion de las células gliales de acuerdo a su distribucion en el SN.

Durante el periodo perinatal la mayoria de la glia radial o microglia llega a
transformarse en astrocitos, sin embargo una subpoblacion de glia radial llega a
diferenciarse en tanicitos, un linaje de células que durante su desarrollo comparte algunas
propiedades con los astrocitos y con la glia radial, pero que en el estado maduro, muestra
caracteristicas morfoloégicas y moleculares unicas y distintivas. Los tanicitos no
constituyen una poblacion celular homogénea, se han descrito cuatro tipos de tanicitos:
al, a2 y B1, B2 (Ver imagen 12) que presentan caracteristicas diferentes con respecto a
su ubicacion, su relacidn espacial, morfologia, citoquimica, ultraestructura y ciertas
funciones. Por ejemplo las extensiones de los tanicitos a1 contactan al nucleo

dorsomedial, los a2 contactan al nucleo ventromedial, la subpoblacién 31 contacta a las
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neuronas del nucleo arcuato y la B2 contactan a los capilares del sistema porta-hipofisario
de la EM (Rodriguez, et. al., 2005), en donde se demostré mediante hibridacién in situ e
inmunohistoquimica un contacto con las terminales axodnicas que liberan a TRH
(Sanchez, et al., 2009).

0
&

Figura 12. Distribucién espacial de las diferentes poblaciones de tanicitos y su contacto con TRH.
A) Se muestra mediante una tincion de Golgi la presencia de los tanicitos alrededor del tercer ventriculo y
sus prolongaciones dirigiéndose hacia diferentes zonas del hipotalamo. B) Tincién con vimentina (proteina
expresada por los tanicitos). Imagenes modificadas de Rodriguez et. al. (2005). C) Se muestra mediante
una inmunofluorescncia a vimentina (verde) la distribuciéon de los tanicitos y pro-TRH (rojo). D) Las
terminales axodnicas que contienen pro-TRH estan asociados con las proyecciones de los tanicitos 2.
Imagenes modificadas de Sanchez, et. al. (2009).

Los tanicitos B2 de la EM estan enriquecidos con elementos regulatorios del eje
tiroideo, como trasportadores de hormonas tiroideas, TR's, desiodasas tipo D2 y D3
(enzimas catalizadoras de la conversion de T4 a T3 y de T4 a T3r, respectivamante) y
terminaciones nerviosas que liberan otras neurohormonas cuyo blanco es la hipofisis
(Rodriguez, 2005). Ademas, en esta zona se observé que la actividad y expresion de la
enzima PPIl es regulada positivamente por hormonas tiroideas y negativamente por
hipotiroidismo (Bauer, et al., 1987; Schomburg y Bauer, 1995) (Ver figura 13). Lo anterior

comprueba que la enzima no solo se localiza en neuronas sino en poblaciones celulares
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de regiones estratégicas en donde la degradacién del péptido, previo a que alcance a su
célula blanco, podria jugar un papel determinante en la respuesta fisiolégica del
organismo ante un dafo para mantener la homeostasis, como sucede animales

sometidos a un estrés por frio (Sanchez, et al., 2009) o en ayuno (Lazcano, 2015).

@ pro-TRH (pGlu-His-ProNH )
pGlu+His-ProNH,

XK ppI

. Hormona tiroidea

Figura 13: Regulacion de TRH por la PPIl de tanicitos B2. El esquema integra los datos
experimentales que muestran que la PPIl de tanicitos B2 en la EM, regula la cantidad de TRH que llegara
a la AH, y por lo tanto controla la secrecién de TSH. El aumento de los niveles de T3/T4 circulantes,
ejercen un efecto de retroalimentacién negativo sobre el HPT, incrementando la expresion del ARNm
de la PPIl en la EM. Imagen modificada de Sanchez, et. al., (2009).

2.8. Efecto del alcohol sobre el eje tiroideo

De manera general el consumo crénico de alcohol puede generar alteraciones en
los ejes neuroendocrinos a nivel de sintesis, almacenamiento y liberacion de hormonas,
asi como en los mecanismos de retroalimentacion y accion hormonal (Niubd, Rodriguez,

Gorguet y Cardona, 1999; Thaller, et. al., 2003). No obstante, los efectos del alcohol sobre
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el sistema neuroendocrino comienzan a presentarse desde un consumo agudo, por
ejemplo alteraciones los niveles de ACTH, PRL, cortisol, testosterona y hormonas

tiroideas (Frias, Rodriguez, Torres, Ruiz y Ortega, 2000).

Tras analizar especificamente al eje HHT, se ha observado que la administracién
de alcohol genera un grado agudo de hipotermia en los animales y el hombre, el cual se
revierte tras administrar TRH. Zoeller y Rudeen (1992) demostraron que el estado de
hipotermia generado por una administraciéon aguda e intraperitoneal (ip.) de alcohol en
ratas, estaba determinado por su efecto sobre el eje tiroideo al decrementar los niveles
hormonales de T3 y T4, 6 horas después de la administracion. El decremento de las
hormonas tiroideas puede ser un reflejo de la disminucién de los niveles séricos de TSH
a tiempos cortos (1 hora) en respuesta a una administracion aguada de alcohol (De
Gortari, 2000).

A nivel central una administracion aguda de alcohol provoca un aumento en los
niveles de ARN mensajero (ARNm) de TRH en el NPV a tiempos cortos. Esta regulacion
se observo independientemente de la condicion tiroidea de cada organismo:
hipotiroidismo, hipertiroidismo o eutiroidismo (Zoeller, et. al. 1992, 1994). De acuerdo con
lo anterior se ha reportado una disminucion del contenido de TRH en las terminales

axonicas de la EM, indicando un aumento en la liberacion del péptido.

Considerando que el TRH liberado al espacio extracelular es inactivado por la
ectopeptidasa PPII, de Gortariy colaboradores (2005), demostraron que la administracion
ip. de una dosis aguda de alcohol modifica la actividad de PPIlI (a tiempos cortos) en
diferentes regiones del SN en las que la actividad de las neuronas TRHérgicas es
regulada. La mayoria de estos cambios, preceden cambios en la expresiéon del ARNm de
PPIl en el mismo sentido. También demostraron que la actividad de PPII en el hipotalamo,
aumenta de forma tardia (24h), posterior al aumento en la expresién de su ARNm, lo que
sugiere un papel particularmente regulatorio de PPII en esta regidén que podria ayudar al
organismo a mantener la homeostasis del cuerpo bajo una administracién aguda de

alcohol.
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CAPITULO IIl. JUSTIFICACION, OBJETIVOS E HIPOTESIS.
3.1. Justificacion

El consumo inmoderado de alcohol es una problematica mundial asociada a un
deterioro de salud fisica y mental, una elevada tasa de mortalidad; y un costo familiar y
social muy alto. No conforme, los estudios realizados por la directora del Instituto Nacional
de Psiquiatria “Ramon de la Fuente Muhiz” (INPRFM), concluyen que en México el
pronostico sobre el consumo de alcohol seguira incrementando, debido al aumento de la
poblacién vulnerable y la tendencia a agudizarse los factores de riesgo derivados de las
transiciones sociales (Medina-Mora, et.al., 2001). Por lo tanto, entender el mecanismo de
accion de esta droga sobre SN para mejorar las estrategias de prevencion y tratamiento,

se ha convertido en una prioridad en las ciencias de la salud.

Convencionalmente en psicologia se han analizado estudios sobre la preferencia
y efectos del consumo de alcohol enfocandose en sistemas de neurotransmision clasica,
sin embargo, deben incorporarse bases neuroendocrinas para tener una vision integral
de este fendmeno, ya que estas pueden traducirse en cambios conductuales, cognitivos
y emocionales en el organismo. En consecuencia, el presente trabajo pretende ser un
estudio pionero en la Facultad de Psicologia que demuestre el papel homeostatico del
organismo, particularmente del eje tiroideo bajo una administracion aguda de alcohol;

para generar una aportacion a la Psiconeuroendocrinologia del alcohol.

La regulacion del eje tiroideo por la capacidad hifdrolitica de la enzima PPII sobre
el TRH liberado en la EM hacia la AP, en condiciones de estrés por frio (Sanchez, 2009)
y ayuno (Lazcano, 2015), nos permiten considerar que la modulacién del eje HHT en
respuesta a una dosis aguda de alcohol puede deberse a la modulacion de esta misma
enzima. Estudios preliminares de nuestro equipo de trabajo, demostraron por hibridacién
in situ (no publicado), un aumento en la expresion del mensajero de PPII en los tanicitos
de la EM posterior a una administracion aguda de alcohol. Asi como un aumento en los
valores séricos de TSH en animales a los que se les administré una dosis aguda de
alcohol respecto a los animales a los que se les inyecto un vehiculo con solucion salina
(figura 14).
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Figura 14: Efecto de una administracion aguda de alcohol sobre TSH y la expresiéon de PPIIl. A)
Utilizando la técnica de hibridacion insitu se puede observar un aumento de la expresion de PPII en los
tanicitos localizados en el piso del tercer ventriculo (flecha) posterior a una administracién aguda de
alcohol (18 horas). B) Aumento en los niveles de séricos de TSH tras una administracion aguda de alcohol
detectados por RIA. Las barras representan los valores séricos de la hormona (ng/ml) + el error estandar,
(n = 4/grupo) (**). Representa una diferencia significativa por Bonferroni y prueba t, entre el grupo
experimental y el grupo control a las 18 horas, a < 0.01 (datos no publicados, Lab. Neuroend. Mol,
INPRFM).

Los estudios descritos sugieren la participaciéon de PPII en la regulacién del eje
tiroideo debido a una administracion aguda de alcohol al incrementar su sintesis, sin
embargo, es importante evaluar si la enzima es activa. Clarificar este mecanismo de
inactivaciéon como un mecanismo de plasticidad cerebral, no sélo es de interés en ciencia
basica, sino que podria permitir eventualmente el desarrollo de farmacos capaces de
inhibirlo (Pascual, 2005).
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3.2. Variables
Variable independiente: Administracion de una dosis aguda de alcohol Ip.

Variable dependiente: Niveles de ARNm y actividad especifica de la PPIl en la EM.

3.3. Objetivos:
3.3.1. Objetivo general:

Determinar el efecto de una administracion aguda de alcohol sobre la regulacién
de la biosintesis y actividad de la piroglutamil peptidasa Il en los tanicitos de la eminencia

media del hipotalamo.

3.3.2. Objetivos especificos:

Determinar los niveles del ARNm de PPIl de los tanicitos en la EM bajo una

condicion aguda de alcohol.

Evaluar la actividad especifica de PPIl de los tanicitos localizados en la EM

después de una dosis aguda de alcohol.

Analizar la actividad especifica de PPIl en dos regiones extra del hipotalamo: el
area preoptica (Apo) y nucleo dorsomedial (NDM) después de una dosis aguda de
alcohol, para determinar si el cambio observado en la actividad especifica de PPIl es
distintivo de la EM.

Determinar los niveles del ARNm de TRH en el NPV en respuesta a una condicion

aguda e alcohol.

Evaluar los niveles de ARNm y actividad especifica de PPIl en la AP después de

una administracion aguda de alcohol.
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3.4. Hipo6tesis general.

De acuerdo con los resultados preliminares se propone que la administracion
aguda de alcohol incrementara la biosintesis y actividad de PPII presente en los tanicitos
de la EM, contribuyendo asi al ajuste central del eje tiroideo al degradar al TRH liberado

antes de llegar a sus células blanco en la AP.

3.4.1. Hipétesis especificas.

Una dosis aguda de alcohol puede modular la sintesis de PPIl en los tanicitos de
la EM.

La actividad especifica de la enzima PPII en la EM puede verse afectada por una

dosis aguda de alcohol.

El cambio en la actividad especifica de PPII es distintivo de la EM y no se observa

en el Apo ni en el NDM después de una dosis aguda de alcohol.

Una dosis aguda de alcohol puede modular los niveles del ARNm de la hormona
TRH en el NPV.

Los niveles de ARNm vy actividad especifica de PPIl en la AP pueden verse

afectados después de una administracién aguda de alcohol
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CAPITULO IV. METODO
4.1. Animales.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (250-300g), proporcionadas por el
bioterio del Instituto Nacional de Psiquiatria “Ramon de la Fuente Mufiz”. Se mantuvieron
de 3 a 4 animales dentro de cajas de policarbonato en condiciones controladas de luz-
oscuridad (ciclo de 7:00 a 19:00 horas), a una temperatura promedio de 25°C, con acceso
a comida y agua ad libitum. Proyecto NC093710.0, previamente aprobado por el Comité
de Etica del INPRFM y el Conacyt 107109.

4.2. Material.

Todo el material de vidrio que se empled para la preparacion y almacenamiento
de las soluciones se horne6 a 180 °C durante 12 horas. El material de plastico, sensible
a altas temperaturas se esterilizé en autoclave a 120 Ib de presién durante 20 minutos.
El agua que se empled para preparar las soluciones fue desionizada (milliQ Plus, calidad:
18MQ/cm), tratada con Dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1% vy esterilizada a 120 Ib de

presion durante 30 minutos.

4.3. Diseno experimental y tipo de estudio.

El presente trabajo fue un estudio transversal con un disefio experimental de

grupos independientes.

4.4. Procedimiento experimental.

Las fases que siguio el desarrollo experimental de este estudio se resumen en el

diagrama de la figura 15. Posteriormente se describen cada una de estas fases.
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Inyeccion (ip.)

Control (solucion salina) Etamol al 12% {30/Kqg)

Sacrificio a las 12, 16, 18, 20 v 24 horas.

Obtencion de tefidos

Nucleo Eminencia media Eminencia media
Paraventricular Adenochipofisis Adenohipofisis
Area predptica
Mucleo dorsomedial

Evaluacion del Evaluacion del
ARNm de TRH ARNmM de FPII
Determinacion de la
actividad especifica de PFII
= Purificacion de RNA
* RT-PCR «  Actividad enzimatica
» Electroforesis » Cuantificacion de proteina

Figura 15. Fases para el desarrollo experimental.

4.4.1. Inyeccion de etanol.

Con la finalidad de reducir el estrés causado por el manejo de los animales el dia
del experimento, estos fueron manipulados durante 20 minutos/dia, todos los dias una
semana antes del tratamiento. La variabilidad hormonal debida a los ritmos circadianos
que pudiera presentarse si el experimento se iniciaba a la misma hora del dia para todos
los grupos experimentales, se controld inyectando a los animales en diferentes horas del

dia, entre las 9 y las 18 horas y sacrificandolos todos entre las 9 y 11 de la mafiana.
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El procedimiento experimental consisti6 en administrar al grupo problema una
inyeccion intraperitoneal (ip) de 4.5 ml de etanol disuelto al 20% en solucion salina al
0.9% (PISA); el volumen de 4.5 ml disminuye la irritacion que pudiera ser causada por el
etanol si este se administrara sélo. Considerando que para inducir una narcosis en el
animal, asi como cambios en la actividad y expresion de la enzima de interés, se
requieren 3 g de etanol por kilogramo de masa corporal, se utilizo la dosis aplicada por
de Gortari y colaboradores (2000). Los animales del grupo control fueron inyectados con
un volumen equivalente de solucion salina. Ambos grupos fueron inyectados 12, 16, 18,

20, 22 y 24 horas previas al sacrificio.

La aplicacion de las inyecciones ip. en ambos grupos se realizé a una velocidad
aproximada de 8 ml por minuto. Para evitar que la diferencia de tiempo afectara a las
ratas de los distintos grupos, las pruebas se hicieron alternando un animal del grupo
control y un experimental. Al final de las inyecciones se evalu6 que las ratas inyectadas
con alcohol perdieran la capacidad de mantenerse sobre sus cuatro patas como muestra
de que la sedacion fue efectiva (figura 16). Ninguna de los animales control presenté

sedacion.

Figura 16: Administraciéon de una dosis aguda de alcohol. Inyeccién intraperitoneal de alcohol
(izquierda). Sedacioén de los animales experimentales hasta quedarse dormidos (derecha).
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4.4.2. Extraccion del tejido y preparacion de las muestras.

Los animales fueron sacarificados por decapitacién. Se extrajeron sus cerebros y
AP cuidando la preservacion de la EM al cortar el nervio optico del craneo. El tejido se
congeld rapidamente en hielo seco y se almacend a -70 °C cubriéndolos con parafilm y
papel aluminio hasta su procesamiento. La diseccion del tejido cerebral se hizo con un
criostato a partir de cortes rostro-caudales de 20 micras de grosor hasta llegar a la region
(placa 23 P900um en el Atlas de Palkovits y Brownstein, 1988). Las muestras se

almacenaron nuevamente a -70°C para su posterior procesamiento.

Para obtener muestras de las regiones de interés, se coloc6 a cada cerebro
congelado con la vista dorsal hacia abajo, entre pastillas de hielo seco para descongelarlo
durante un minuto aproximadamente. Con una navaja de un soélo filo se realizé un corte
transversal de 1mm aproximadamente y luego un segundo corte posterior al primero del
mismo grosor. Este procedimiento se realiz6 sobre una caja Petri con hielo seco
pulverizado dentro de ella para mantener la temperatura de la muestra. De la primer
rebanada se disecto el NPV del hipotalamo y el Apo mediante un sacabocados de 1 mm?
de diametro interno y de la segunda rebanada se obtuvo la EM y el NDM del hipotalamo
con un sacabocados del mismo diametro interno (Ver figura 17). En todo momento se
trabajo cerca del hielo seco para evitar que el tejido se descongelara por completo y se

degradara el ARN; al terminar las muestras se volvieron a almacenar a -70°C.
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Figura 17. Ubicacién de las areas hipotalamicas disecadas en cerebro de rata. A) Seccioén en
donde se realizaron los cortes coronales. B) Localizacion del nucleo paraventricular del hipotalamo.
C) Localizacion de la eminencia media. D) Localizacién del area predptica. E) Localizacion del nicleo
dorsomedial del hipotalamo. Tomado y modificado de Palkovits y Brownstein (1988).
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4.4.3. Cinética del alcohol sobre ARNm de la piroglutamil peptidasa Il

La extraccion de ARN total se realizé siguiendo el protocolo de Chomczynski y
Sacchi (2006), cuidando el tiempo de procesamiento, la temperatura y un espacio libre
de ARNasas para evitar la degradacion de ARN del tejido. Se corroboré la integridad del
ARN purificado de cada region por electroforesis. EI ARNm purificado fue transcrito a
ADNCc por transcripcion reversa (RT) y amplificado por reaccidon en cadena de la
polimesasa (PCR). Previo a la realizacion de la PCR para los genes en cuestion, se
realizd una estandarizacién del numero de ciclos éptimos para su cuantificacion en cada
region cerebral. Se amplificaron los genes de TRH, PPII, ciclofilina y ribosomal (18s);
siendo considerados TRH y PPII los genes experimentales a partir de los cuales se evalu6
la regulacién de PPII bajo una administracion aguda de alcohol. Los genes de ciclofilina
y ribososmal se emplearon como genes constitutivos y controles internos. Los productos
de PCR se sometieron a electroforesis geles de agarosa al 2%, suspendidos en 700 ml
de buffer Tris Borato EDTA durante 1 hora a 120 voltios. Se tifieron los geles en una
solucién de bromuro de etidio -agua Milli Q durante 5 minutos. Finalmente con ayuda del
transiluminador se obtuvo la imagen del gel para la cuantificacion de las bandas (figura
18). Los protocolos completos de este procedimiento se encuentran descritos en los

anexos 1,2y 3.

Figura 18. Gel en soporte de agarosa. Imagen digital de un gel tefiido con bromuro de etidio y revelado
con rayos UV. Las bandas sefialan la expresién del gen a evaluar.
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4.4.4. Analisis semicuantitativo de la sefal densitométrica en soportes de agarosa.

Se adquirié una imagen digital de los geles con una camara digital y se convirtio
mediante el programa Photoshop a escala de grises para proseguir con su cuantificacion
en el programa Image J, en donde se cuantifico la densidad éptica de las bandas de los
mensajeros experimentales y control. Con el fin de aminorar el ruido de fondo y de esta
manera obtener un analisis semicuantitativo mas confiable se obtuvo el cociente de la
densidad optica de los genes experimentales entre los genes controles como se observa

en la siguiente férmula.

Férmula para obtener el valor arbitrario de la densidad 6ptica total
dt = dOe/ dOc¢
Donde:
dr = Densidad total
dOe = Densidad optica bandas de genes experimentales

dOc = Densidad 6ptica bandas gen control

4. 4. 5. Determinacion de la actividad especifica de PPII.

Para calcular la actividad especifica de PPII: actividad de la enzima por minuto por
microgramo de proteina (pmol BNA/min.ug proteina), primero se determiné la actividad
enzimatica de PPIl siguiendo el protocolo descrito por Kelly et. al. (1999). Este
procedimiento se basa en un ensayo enzimatico acoplado a un fluoréforo (BNA),
utilizando TRH-BNA, (pGlu-His-PropNA) como sustrato de PPII. El producto de esta
primer reaccion (His-PropNA) es hidrolizado por la enzima dipeptidil aminopeptidasa 1V,
dejando al fluoréforo libre. Posteriormente se cuantificé la cantidad de producto
hidrolizado (pmol BNA) mediante un espectrofluorémetro. Al final se realiz6 la
cuantificacion total de proteina presente de las regiones en cuestion, siguiendo el método

descrito por Bradford (1976). El protocolo completo se encuentra en el anexo 4.
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4.4.6. Analisis estadistico.

Los datos cuantitativos son resumidos en forma de la media £ el valor del error
estandar. Se determiné la significancia estadistica mediante un analisis de varianza
(ANOVA de una via, no-paramétrica). Cuando se compararon las diferencias entre los
promedios de dos grupos (experimentales y controles en los diferentes horarios de
analisis), se empled la prueba “t” de student. Las diferencias fueron consideradas
significativas cuando P<0.05 y P< 0.01. Ambos analisis estadisticos se realizaron con el

programa GradhPad Prisma (Ver tabla 3).

Tabla 3. Diseno del analisis estadistico

HORARIO/
EVALUACION 12 horas 16 horas 18 horas 20 horas 24 horas
Control No se Control Control
No se
MENSAJERO determind Etanol Determind Etanol Etanol
Control Control Control Control Control
ACTIVIDAD
ENZIMATICA Etanol Etanol Etanol Etanol Etanol

Evaluaciones que se realizaron del mensajero y actividad enziméatica a los animales control y experimental
alas 12, 16. 18. 20 y 24 horas.
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CAPITULO V. RESULTADOS.

5.1. ARNm total obtenido a partir de animales experimentales y control.

Los valores (ug/pl) de ARN extraido, se obtuvieron a partir de la cuantificacién de
la absorbancia del ARN en un espectrofotdmetro; posteriormente se determino la
cantidad de ARN total (ug) extraida por region. En la tabla 4 se muestra que la extraccién
de ARN fue exitosa y significativa en todas las regiones (ug obtenidos por region); la
relacion 260/280 muestra la pureza del ARN extraido con respecto a la cantidad de

proteinas presentes en la muestra (valor igual o mayor a 1. 5 = pureza alta).

Tabla 4. Cantidad de RNA total (ug) obtenidos por regién.

s Region Promedio Desv.st* Relacion  Desv. St
:go cerebral esm 260/280 t esm
% Adenohipdfisis 1.185 0.358 £ 1.69 0.083
= 0.071 0.017
.§ Nucleo 0.227 0.12 £ 1.60 0.108 =
g_ paraventruclar 0.29 0.024
g— del hipotalamo

lé Eminencia 0.419 0.187 £ 1.59 0.054 +
= Media 0.043 0.021

Se describe la media y la relacién 260/280 + error estandar. La flecha sefala la direccion en que va
aumentando el tamafio de la muestra.

5.2. Estandarizacién del numero de ciclos para la amplificacién de genes problema

y control por RT-PCR

En la gréfica 1 se puede observar los niveles de amplificacion de la subunidad 18
S del ARN ribosomal de dos muestras experimentales y un control en el NPV. Se

determind como punto 6ptimo de la amplificacion del ADNc de este gen 30 ciclos, ya que
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no se observa saturacién de la muestra, es decir que la pendiente sigue creciendo,
contrario a lo que se observa a los 32 ciclos donde la curva indica que el gen dejo de

amplificarse.

Grafica 1. Estandarizacién del nimero de ciclos de la subunidad 18s ribosomal en el NPV. En el gje
de las abscisas se representa el nimero de ciclos a los que corrié la PCR y el eje de las ordenadas
simboliza los niveles de densidad dptica cuantificados en cada muestra. Las pendientes representan la
cantidad de ADNc amplificado a los 28, 30 y 32 ciclos de dos muestras experimentales y un control. Las
bandas del gel revelan al gen amplificado a los 28, 30 y 32 ciclos de las muestras etanol 16 horas (E16),
etanol 24 horas (E24) y control 20 horas (C20). La flecha representa el punto 6ptimo de amplificacion.

En la EM se realizé una estandarizacion de los ciclos para la reaccion en cadena
de la polimerasa, en dos muestras experimentales y dos muestras control para el gen
constitutivo subunidad 18 S ribosomal. Se eligieron los 30 ciclos como punto 6ptimo para
la realizacion de la PCR del gen constitutivo en la EM, ya que el producto se sigue

amplificando (ver grafica 2).
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Grafica 2. Estandarizaciéon del numero de ciclos de la subunidad 18 S ribosomal en la EM. En el eje
de las abscisas se representa el numero de ciclos a los que corrié la PCR y el eje de las ordenadas
simboliza los niveles de densidad optica cuantificados en cada muestra Las pendientes representan la
cantidad de ADNc amplificado a los 28, 30 y 32 ciclos de dos muestras experimentales y dos controles.
Las bandas revelan al gen amplificado a los 26, 28, 30 y 32 ciclos de las muestras control 20 horas (C20),
etanol 20 horas (E20), control 16 horas (E16) y etanol 16 horas (E16). Las flechas representan el punto
6ptimo de amplificacion.

Se realiz6 una estandarizacion para la amplificacion por PCR de PPIl en la EM con
dos muestras experimentales y dos muestras control. En la grafica 3 se puede observar
que el punto éptimo para la amplificacién del gen de PPII fueron los 32 ciclos en la EM,
debido a que las pendientes, visibles en la grafica 3 siguen creciendo como sefal de que

se sigue amplificando el gen.
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Grafica 3. Estandarizacion del nimero de ciclos de PPIl en la EM. En el eje de las abscisas se
representa el numero de ciclos a los que corrié la PCR y el eje de las ordenadas simboliza los niveles de
densidad optica cuantificados en cada muestra Las pendientes representan la cantidad de ADNc aplificado
alos 30y 32 ciclos de dos muestras experimentales y dos controles. Las bandas revelan al gen amplificado
alos 30 y 32 ciclos de las muestras control 20 horas (C20), etanol 20 horas (E20), control 16 horas (C16)
y etanol 16 horas (E16). Las flechas representan el punto 6ptimo de amplificacion.

La ultima estandarizacién de ciclos de amplificacion para PCR que se realizo, fue
la del gen de PPIl en la AP de una muestra experimental y una muestra control. Se puede
observar en la grafica 4 que los valores de amplificacion siguen creciendo a los 32 ciclos,

por lo que se determiné este punto como 6ptimo para la realizacion de la PCR.
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Grafica 4. Estandarizacion del nimero de ciclos de PPIl en la AP. En el eje de las abscisas se
representa el nUmero de ciclos a los que corrio la PCR y el eje de las ordenadas simboliza los niveles de
densidad optica cuantificados en cada muestra Las pendientes representan la cantidad de ADNc
amplificado a los 30 y 32 ciclos de una muestra experimental (E20) y un control (C20). Las bandas revelan
al gen amplificado a los 30 y 32 ciclos de las muestras control 16 horas y etanol 20 horas. Las flechas
representa el punto éptimo de amplificacion.

5.3. Analisis de la seial del ARNm de PPIl y TRH, por RT-PCR en ratas expuestas
a una dosis aguda de alcohol.

Se realiz6 un analisis estadistico ANOVA de una via entre la expresion de PPIl y
ciclofiina en la EM. No se encontrd diferencias estadisticamente significativas entre
grupos experimentales y control en los diferentes tiempos posteriores a la inyeccion (F=
(5/13) 2.133; p = ns). A pesar de ello, se determiné un aumento significativo en la
expresion de PPIl de animales experimentales respecto al grupo control a las 20 horas (t
= 8.84 (2); p £0.05) (No se muestran los datos).
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Por su parte, al amplificar el gen de PPIl y calcular el cociente con la subunidad
ribosomal 18 S en la EM, se encontraron diferencias estadisticamente significativas (F
(5/13) =7.94 p < 0.01) en los niveles de ARNm de PPII entre los diferentes grupos de
animales inyectados con una dosis aguda de alcohol y un vehiculo de solucion salina (ver
tabla 5).

Tabla 5. Niveles de expresion de PPIl y TRH debido a una administracién aguda de
alcohol.

Expresion/Grupo 16 horas 20 horas 24 horas

experimental

Control Etanol Control Etanol Control Etanol

ARNm PPIl en EM 1.07 0.65 + 1.02 £ 1.52 1+0.36 1.27 +
0.24 (3) 0.12 (3) 0.17 (3) | 0.12(3)" (3) 0.15(3)

ARNmM de PPIl en AH 095+ 15 1+0.32 0.68 + 1.02 £ 0.83 +

0.30(3) 0.23(4)"  (3) 0.30(3) | 0.22(3) | 0.21(3)
ARNm de TRH en 099+ 103+ 099% | 1.39% 103+  1.08+0.
NPV 0.09 (4) | 0.03(4) 0.05(4)  0.07 (4" 0.12(4) (4)

Valores del mensajero de PPIl y TRH en hipotalamo y AP después de una dosis aguda de alcohol. Se
representa la media * la desviacion estandar de (n) animales/grupo. (*) Representa una diferencia
significativa por Bonferroni y prueba de “t”, entre el grupo experimental y el grupo control al mismo
tiempo, a < 0.05.

En la siguiente figura (19) se puede observar la amplificacion el gen de PPll y la
subunidad ribosomal 18 s en la EM de cada muestra problema y control. Se encontré un
aumento en la expresion del mensajero de PPIl en los animales inyectados con etanol
respecto al grupo control a las 20 horas (t =20.71 (2); p < 0.01). La diferencia en el ARNm
entre los grupos control y experimental no es significativa a las 16 horas ni a las 24 horas.

58



Efecto de una dosis aguda de alcohol sobre los niveles
de ARNm de PPll en la EM
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Grafica 5. Efecto de una dosis aguda de alcohol sobre los niveles de ARNm de PPIl en la EM. Los
simbolos representan la media + el error estdndar (n = 3/grupo). (*) Representa una diferencia
significativa por Bonferroni y prueba de “t”, entre el grupo experimental y el grupo control al mismo
tiempo, a < 0.05. En la parte superior se observa el gel de PCR para PPIl y la subunidad 18 S ribosomal
en la EM, con muestras control y experimental a las 20horas.

Se determiné también la expresién del gen que codifica para TRH en el NPV. No
se encontré una diferencia significativa en la expresion de TRH entre los grupos de
animales experimentales y control en los tiempos analizados mediante un ANOVA (F =
(5/11) 2.246 p < 0.05). Sin embargo, aplicando un andlisis particular se hallé6 una
diferencia estadisticamente significativa en el grupo de 20 horas cuando se aplica el
analisis de prueba de “t” para ese grupo respecto a su control (t =5.696 (3) p <0.01) (Ver

grafica 6).
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Efecto de una dosis aguda de alcohol sobre los niveles
de ARNm de TRH en el NPV
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Grafica 6. Efecto de una dosis aguda de alcohol sobre los niveles de ARNm de TRH en el NPV.
Las barras representan la media + el error estandar (n =3 /grupo). (*) Representa una diferencia
significativa por prueba “t”, entre el grupo experimental y el grupo control al mismo tiempo, a < 0.05. En
la parte superior se observa el gel de PCR para TRH y la subunidad 18 S ribosomal en el NPV, con
muestras control y experimental a las 20horas.

En la AP se determiné una diferencia estadisticamente significativa en los niveles
de expresion de PPII, entre los animales a los que se les inyectd una dosis aguda de
alcohol y los del grupo control en los diferentes tiempos de analisis (ANOVA; F = (5/18)
11.31 p £ 0.01). En la grafica 7 se observan los niveles de ARNm de PPIl en animales
experimentales significativamente mayores a los del grupo control a las 16 horas (t =
5.079 (6), p =< 0.01).
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Efecto de una dosis aguda de alcohol sobre los niveles
de ARNm de PPIl en la AP
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Grafica 7. Efecto de una dosis aguda de alcohol sobre los niveles de ARNm de PPIl en la AP. Los
simbolos representan la media + el error estandar (n = 4/grupo). (*) Representa una diferencia significativa
por Bonferroni y prueba de t, entre el grupo experimental y el grupo control al mismo tiempo, a < 0.05. En
la parte superior se observa el gen amplificado PPIl y la subunidad 18 S ribosomal de las muestras control
y experimental a las 16 horas.

5.4. Analisis de la actividad especifica de PPIl en ratas expuestas a una dosis
aguda de alcohol

La segunda evaluacidon que se realizé en el presente estudio fue la cuantificacidon
de la actividad especifica de PPII sobre el péptido liberado (TRH) en la EM, después de
una administracién aguda de alcohol. Se determiné mediante un ANOVA de una via, que
la desigualdad entre los grupos experimentales y control en sus diferentes tiempos de
analisis es estadisticamente significativa (F = (9/53) 5.05 p < 0.01). En la grafica 8 se

puede observar que los niveles de actividad especifica de PPIl en la EM de animales
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inyectados con una dosis aguda de alcohol, fueron significativamente mayores respecto
a animales control pareados e inyectados con un vehiculo de solucion salina, tanto a las
20 horas (t =4.713 (12), p < 0.05) como a las 24 horas (t = 4.295 (19), p < 0.01).

Efecto de una dosis aguda de alcohol sobre la actividad
especifica de PPll en la EM
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Grafica 8. Efecto de una dosis aguda de alcohol sobre la actividad especifica de PPIl en la EM.
Los barras representan la media + el error estandar (n = 4, 7 o 11/grupo). Diferencia significativa por
Bonferroni y prueba “t”, entre el grupo experimental y el grupo control al mismo tiempo (**) a < 0.01 y
(*) a<0.05.
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Para corroborar la especificidad de la respuesta, se realiz6é el ensayo enzimatico
y la cuantificacion de proteina en otras dos regiones hipotalamicas: el nucleo dorsomedial
y el area predptica. No se encontré diferencia estadisticamente significativa entre los
animales control y los experimentales a las 16, 20 6 24 horas. Se observo una tendencia
de aumento en la actividad especifica a las 20 horas en el nucleo dorsomedial y a las 24
horas en el area preoptica, sin embargo no fueron estadisticamente significativos (ver

graficas 9y 10).
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Efecto de una dosis aguda de alcohol sobre la actividad
especifica de PPIll en el NDM
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Grafica 9. Efecto de una dosis aguda de alcohol sobre la actividad especifica de PPIl en el nticleo
dorsomedial. Las barras representan la media * el error estandar (n = 4/grupo). (Ns). Representa una
diferencia no significativa por Bonferroni y prueba ‘t”, entre los grupos control y experimental al mismo
tiempo, a < 0.05.
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Grafica 10. Efecto de una dosis aguda de alcohol sobre la actividad especifica de PPIl en el area
predptica. Las barras representan la media £ el error estandar (n = 4/grupo). (Ns). Representa una
diferencia no significativa por Bonferroni y prueba “t”, entre los grupos control y experimental al mismo
tiempo, a < 0.05.
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Por ultimo se cuantifico la actividad especifica de PPIl en la AP y se encontrd una
diferencia significativa entre los grupos control y experimental en los diferentes horarios
(ANOVA; F = (9/28) 2.464 p < 0.01). Los valores de actividad especifica de PPII de
animales inyectados con una dosis aguda de alcohol fueron mayores a los valores de
animales control alas 12 horas (t = 6.566 (4), p <0.01) (Ver grafica 11).

Efecto de una dosis aguda de alcohol sobre la actividad
especifica de PPIll en la AP
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Grafica 11. Efecto de una dosis aguda de alcohol sobre la actividad enzimatica de PPIl en la AP.
Las barras representan la media * error estandar (n = 4 o 7/grupo). (**) Representa una diferencia
significativa por Bonferroni y prueba t, entre el grupo experimental y el grupo control al mismo tiempo,
a<0.01.
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En este lugar, del tamafio de una ufa, vive la verdadera existencia primitiva (Vegetativa, Emocional, Reproductiva)
sobre la cual, con mayor o menor éxito, el Hombre ha sobre impuesto una Corteza de inhibiciones”.

H. CUSHING (1929)

CAPITULO VI. DISCUSION.

El consumo inmoderado de alcohol es una problematica mundial asociada a 3.3
millones de muertes anuales y un factor causal en mas de 200 enfermedades y trastornos
que deterioran la salud fisica, mental y social del paciente, e incluso de los familiares
(ONU, 2015). En consecuencia, entender los mecanismos cerebrales que estan
involucrados en su consumo, preferencia y refuerzo; permitira el desarrollo de farmacos
que ayuden a disminuir o eliminar los efectos nocivos del alcohol. Sin embargo, las
propiedades que posee esta molécula (bajo peso molecular, antipatica, etc.) (Elvir, 1993),
asi como su alta afinidad en distintas poblaciones neuronales, conllevan mecanismos tan

complejos como la misma organizacion del SN.

En la larga lista de neurotransmisores y neuromoduladores afectados por el
consumo agudo y crénico de alcohol, aparece TRH, un tripéptido (pGlu-His-ProNH3)
sintetizado en las células parvocelulares del NPV del hipotalamo, responsable de la
regulacion del eje tiroideo mediante su liberacion al sistema portal hipofisario. El eje HHT
es un elemento importante del sistema neuroendocrino y participa en la homeostasis
energética de los organismos, por lo tanto, su adecuada regulacion por las células
TRHérgicas debe asegurar un balance entre el catabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas obtenidos de la dieta y el insumo energético para cubrir funciones vitales e
incluso condiciones extremas que implican un estrés fisico o psicoldégico (Joseph-Bravo,
Jaimes, Uribe y Charli, 2015).

Las primeras evidencias de alteraciones en el funcionamiento del HHT debido al
consumo de alcohol, comenzaron con observaciones clinicas de hipotermia en pacientes
alcohdlicos, que incluso podria poner en riesgo su vida (Sanz, et. al., 2009). No obstante,
se puede generar un grado de hipotermia en animales y humanos desde una
administracién aguda de alcohol debido a su efecto sobre el eje tiroideo, al decrementar

los niveles séricos de hormonas tiroideas (Zoeller y Rudeen, 1992) y de TSH (de Gortari,
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2000). A pesar de que existe mas de un mecanismo de regulacion de la temperatura
corporal (Guyton, 2011), estas evidencias ponen de manifiesto, la importancia de la
modulacion del eje tiroideo para una adecuada termorregulacion y ajuste metabdlico bajo
condiciones agudas de alcohol. Lo anterior se reafirma con la capacidad de TRH para

revertir el efecto hipotérmico del alcohol (Zoeller, 1994).

Un proceso fundamental de la comunicacion quimica en el SN y por ende, blanco
para el desarrollo farmacoldgico, es la inactivacion del neurotransmisor o
neuromodulador liberado hacia su célula blanco. En el eje tiroideo, bajo otros paradigmas
experimentales, Sanchez (2009) y Lazcano (2015) han concluido que la degradacion del
péptido TRH es un proceso regulado a nivel central. En consecuencia, el presente estudio
se realiz6 con la finalidad de determinar si la actividad de la enzima que degrada a TRH:
la piroglutamil peptidasa I, localizada en los tanicitos de la EM, es regulada en respuesta
a una administracion aguda de alcohol, participando asi en la modulacion del eje tiroideo

al hidrolizar el enlace piroGlu-His del TRH liberado al sistema portal hipofisiario.

Los resultados obtenidos en la primera evaluacion, tras haber estandarizado las
condiciones de amplificacién para PPIl en la EM, mostraron que la administracion aguda
de alcohol incrementa los niveles de expresién de PPII 20 horas después del tratamiento.
Este resultado confirma lo encontrado por de Gortari (2005) en bloques de tejido del
hipotalamo que contenian la EM; y en estudios preliminares por hibridacion in situ (datos
no publicados, Lab. Neuroend. Mol, INPRFM). Por lo tanto, se corrobora que el aumento
en la sintesis de novo de PPII ocurre en la EM, en respuesta a una dosis aguda de

alcohol.

Los valores obtenidos por RT-PCR de punto final para PPII se compararon contra
los valores de los genes constitutivos de ciclofilina y de la subunidad ribosomal 18S; en
ambas condiciones se observé un aumento significativo de PPII a las 20 horas. Aunque
no existe reporte sobre la modulacién en la expresion de ciclofilina debido a una dosis
aguda de alcohol, en el estudio se decidié no tomar este gen como constitutivo, ya que
también mostré ser regulado por el tratamiento de alcohol en una dosis aguda. Dicha
situacion no se observo con el gen de la subunidad ribosomal 18S, debido a que el patron

de expresidon se mantuvo constante.

66



Congruente con el aumento de la sintesis PPIl en la EM, los datos obtenidos en la
segunda parte de este estudio nos permiten sugerir que la enzima requiriere la sintesis
de novo para ser activa. Después de la inyeccion Ip. con una dosis aguda de alcohol se
presenté un aumento en la actividad de PPII presente en los tanicitos B2 de la EM, entre
las 20 y 24 horas. Este aumento de la actividad de PPII conlleva a la degradacion del
péptido TRH antes de unirse a sus receptores en la AP, del mismo modo en que sucede
con otras regiones del SN: amigdala cerebral, corteza frontal, hipocampo y nucleo
acumbes; en donde la actividad de las neuronas TRHérgicas es regulada por una dosis
aguda de alcohol pero a tiempos cortos (de Gortari, et. al., 2005). Dicha diferencia
temporal puede deberse a la relacion o funciéon (emocional, cognitiva o conductual) de
estas areas responsivas en donde TRH juega un papel neuromodulador y que podrian
estar involucradas en los efectos del alcohol (Gutiérrez, et. al., 2008; Rodriguez, et. al.,
2014; Vargas, 2013; Nie y Liu, 1991).

De esta manera, los resultados de la expresion de ARNm y la actividad enzimatica
de PPII obtenidos durante la realizacién del presente estudio, nos permitieron corroborar
la hipotesis del mismo. La administracion aguda de alcohol aumenta la sintesis de novo
de PPIll en la EM y es sobrevenida por un aumento en su actividad. En consecuencia, se
propone que la inactivacion de TRH por PPIl promueve la remocion del péptido del
sistema portal hipofisiario, evitando la desensibilizacién de los receptores en la AP por
exceso de ligando, dejando lista a la célula blanco para recibir una nueva senal (Charli,
et. al. 1998) y asi contender con los efectos perniciosos del alcohol. Por consiguiente, se
puede considerar a la piroglutamil peptidasa Il de los tanicitos 2, como un mecanismo
regulatorio en la liberacion de TRH, que pudiera ser indispensable para mantener la

homeostasis energética del organismo.

Es posible que el aumento en la actividad de PPIl en la EM del presente estudio,
no resulte tan alta en comparacion con los resultados encontrados previamente por de
Gortari (2005), sin embargo, esta discrepancia pudiera deberse a diferencias
relacionadas con la adquisicion de las muestras entre ambos estudios. De Gortari y
colaboradores (2005) emplearon muestras de tejido de un diametro y posiblemente

también profundidad, mayores a los empleados en este estudio; disectaron manualmente
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el hipotalamo en su totalidad a partir de una rebanada de un corte coronal cuyo grosor
depende de la experiencia del investigador. La expresion del ARNm de PPIl en el
hipotalamo si bien es alta en los tanicitos de la EM, también se ha localizado en nucleos
hipotalamicos aledanos (Heuer, Ehrchen, Bauer y Shafer, 1998). Este hecho nos permitié
considerar la posibilidad de un aumento adicional de la actividad de PPIl en respuesta a
una dosis aguda de alcohol en otros nucleos que contienen al péptido maduro TRH

(nucleo dorsomedial y el area predptica), a la par de la EM, (Segerson, et. al., 1987).

En el presente estudio la diseccion de la zona de interés, se realizé empleando un
criostato y un sacabocados del diametro preciso para delimitar al maximo la EM y excluir
incluso células positivas a PPII en el nucleo mas cercano (nucleo arcuato) (Heuer et al.
1998). Para corroborar la especificidad de la respuesta en este estudio se realiz6 el
ensayo enzimatico y la cuantificacion de proteina en otras dos regiones del hipotalamo:
el nucleo dorsomedial, receptor de elongaciones de tanicitos a1, y el area preodptica que
es una regién hipotalamica mas alejada de los tanicitos. Sin embargo, no se encontro
diferencia estadisticamente significativa entre los animales control y los experimentales
alas 16, 20 o 24 horas en ninguno de los dos nucleos. Estos resultados corroboran que
la enzima PPII localizada en los tanicitos de la EM es la responsable de la regulacion de
la cantidad de TRH liberado al sistema portal hipofisario en respuesta a una exposicion
aguda de alcohol. Probablemente exista una regulacion adicional en otras regiones del
hipotdlamo que expresen a la enzima y que no fueron consideradas en este estudio
(Heuer, et. al., 1998).

Congruente con lo anterior, los datos obtenidos sobre el aumento en la expresion
de TRH en el NPV 20 horas después del tratamiento con alcohol, y la activacién a la par
de PPII en la EM; se sugiere que la proteina precursora de TRH se sintetiza, viaja a la
terminal nerviosa y se libera a la sangre portal para aumentar la cantidad de sustrato
(TRH) disponible para PPII. En respuesta a este aumento, se elevan los niveles de
sintesis de PPIl y posteriormente su actividad enzimatica, para generar una disminucion
subsiguiente en la expresion de TRH y del péptido liberado a la AP; modulando de esta
manera al eje tiroideo como se ha reportado en respuesta a tirotoxicosis (Lazcano y

Sanchez, 2014) y en ayuno prolongado (Lazcano, 2015). A pesar de que el aumento en
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la sintesis de PPII resulta transitorio (no encontré a las 24 horas), el aumento en la
actividad de la enzima en la EM se mantiene constante, e incluso se intensifica 24 horas
después de la inyeccion Ip. de alcohol, independientemente de que no se esté
sintetizando nueva proteina. Lo anterior demuestra la importancia de la PPIl como
mecanismo regulatorio del eje HHT ante una condicion estresante como lo es una dosis

aguda de alcohol en el organismo.

El incremento en los niveles séricos de TSH determinados mediante la técnica de
RIA (datos no publicados, Lab. Neuroend. Mol, INPRFM) corroboran la liberacién del
péptido TRH tras ser sintetizado en el NPV antes de que la PPIl module la actividad del
eje HHT al controlar la cantidad de péptido que llegara a la AP. Se propone que el
aumento en la liberacién de TSH acarrea la sintesis y liberacion de hormonas tiroideas
que a su vez modulan la expresién de PPIl y TRH (Kakucska. Rand y Lechan, 1992;
Guissouma, et. al., 2000), mediante la participacion de la enzima D2 como mecanismo
regulatorio adicional (Marsil, et. al., 2011). Aunque el efecto mas conocido de la TSH es
la induccion y sintesis de las hormonas tiroideas en la glandula tiroides, esta pudiera estar
involucrada también en el reajuste energético en respuesta a una dosis aguda de alcohol
por su accion directa en otros 6rganos como el tejido adiposo pardo y blanco donde se

expresa su receptor (TSH-R) (Martinez de Mena, et. al., 2014).

La administracion aguada de alcohol puede generar una inhibicién en la actividad
del eje tiroideo a tiempos cortos (Zoeller, et. al.; 1992, 1994), sin embargo, la reactivacion
parcial del eje tiroideo a tiempos tardios, pudiera significar un ejemplo de homeostasis
reactiva, ya que el sistema induce una respuesta (en un rango de variacién) ante una
dosis aguda de alcohol para reajustar al metabolismo a sus valores normales. Por lo
tanto, el estado de hipotermia generado por una dosis aguda de alcohol en los
organismos debe ser contrarrestado mediante la produccién extra de calor. Lo anterior
seria posible por el efecto que tienen las hormonas tiroideas sobre las enzimas UCP1 en
el tejido pardo para la produccion adicional de calor en organismos homeotermos como

el ser humano y la rata (Silvestri, Schiavo, Lombardi y Goglia, 2005; Obregén, 2014).
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Por otra parte, el metabolismo del alcohol por medio de la enzima ADH en mayor
medida y por el sistema MEOS y el complejo catalasa-perdxido de hidrogeno, implica un
mayor gasto energético en 6rganos como el higado y el cerebro (Goodman y Gilman,
2011), en consecuencia, es indispensable una regulacién energética. Las hormonas
tiroideas aunque son de naturaleza liposoluble, son transportadas al interior de la células
para aumentar la sintesis de ATP, a través de varios transportadores especificos
(OATPC1, MCT8 y MCT10) (Heuer, et. al., 2005). De acuerdo a lo anterior, se ha
observado que la administracion de hormonas tiroideas acelera el ritmo del oxidacion y
metabolismo del alcohol; por lo que esta hormona ha sido utilizada con el propédsito de
acelerar la recuperacion de individuos afectados por el consumo crénico de esta bebida
(Niubo, Rodriguez, Gorguet y Cardona) y que han presentado una desensibilizaciéon de
la AP en respuesta a TRH (de Gortari, et. al., 2002). No conforme, la administracién de
T3 y TSH en pacientes con dependencia al alcohol, reduce su consumo y los efectos
nocivos que genera su privacion (ansiedad, depresion y agresividad) (Leggio, et. al.,
2008; Aun, et. al., 2014).

En el presente estudio se decidio evaluar la actividad de PPII en la AP debido a su
sensibilidad al estado tiroideo del organismo y a su funcion homeostatica en respuesta a
senales del cerebro y la periferia gracias a su alta vascularizacién. Bauer (1987) planteo
que la PPIl localizada en la AP contribuye en la retroalimentacion negativa que las
hormonas tiroideas generan en el eje HHT. Sin embargo, Cruz, et. al., (2008) ha
propuesto que la sintesis y actividad de PPIl en la AP no esta relacionada con la secrecion
de TSH. Las evidencias senalan que la enzima PPIl esta presente en los lactétropos
(células de la AP que sintetizan y liberan PRL) o incluso en los somatoétropos (células de
la AP que sintetizan y liberan GH), pero no en tirdtropos (células de la AP que sintetizan
y liberan TSH). Por lo tanto, es posible que el aumento en la expresion y actividad de PPII
en la AP debido a una dosis aguda de alcohol no esté vinculado con la regulacion del eje
tiroideo, sino con la capacidad de controlar la liberacién de PRL y GH. A pesar de las
diferencias descritas, no se descarta por completo la participacién de la PPIl en la AP
como un mecanismo regulatorio adicional del eje tiroideo en una condicion aguda de
alcohol. El aumento en la actividad de PPII previo a su sintesis a diferencia de lo que

sucedio en la EM, sugiere una desregulacién en la via de sintesis de PPIl ya que su
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ARNmM se esta expresando pero no resulta activa la proteina a las 16 horas después de

la administracién ip. de alcohol.

Muchos  procesos moleculares, celulares, bioquimicos, fisiolégicos,
farmacolégicos, genéticos y conductuales son similares en especies vertebradas como
los mamiferos respecto a las funciones vitales, por lo que puede extenderse a la biologia
humana (Detrich, 2014). Si realizamos una analogia entre el modelo experimental de este
estudio y condiciones humanas, considerando que los animales fueron administrados en
una sola dosis con 3g por kg de masa corporal para inducir la narcosis, encontramos que
esta dosis es equivalente a un ser humano promedio (75kg) con 225g de alcohol
aproximadamente, es decir con 10 cubas estandar. Este dato resulta interesante, ya que
la Encuesta Nacional de Adicciones revelo que la mayor parte de la poblacion mexicana
que consumio alcohol en el 2011 (27 millones de mexicanos entre 12 y 65 anos) lo hizo
con poca frecuencia pero en grandes cantidades hasta llegar a estados de embriaguez
en cada ocasion; condicidn representada en este paradigma experimental. No obstante,
extrapolar datos animales a humanos debe tratarse con prudencia. La vida de otros
animales es mas corta, por lo tanto el tiempo que el alcohol pasa en el organismo
representa una fraccion mucho mas grande de la vida del animal que una dosis similar
en un ser humano. A pesar de que la velocidad con la que desaparece del organismo no
es tan diferente de la velocidad en los seres humanos. Por otro lado, la via de
administracién puede influir en los datos obtenidos y por lo tanto en el analisis de los
resultados. Para saber con mayor precision la condicion de los animales se debe calcular

el grado de alcoholemia.

A pesar de las posibles limitaciones ya descritas para este estudio, los resultados
permiten clarificar la actividad de PPII en los tanicitos de la EM como un mecanismo de
plasticidad cerebral que regula al eje tiroideo tras una administracién aguda de alcohol.
Es importante subrayar una vez mas que el funcionamiento 6ptimo de células TRHérgicas
permitira la homeostasis energética, y por lo tanto una respuesta adecuada ante los
estimulos estresantes, tanto fisiolégicos como psicolégicos. Debido a lo anterior, se
podria considerar eventualmente, la inactivacion de PPIl como un blanco para el

desarrollo farmacologico (Pascual, 2005).
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Para finalizar, no se debe perder de vista que el estudio de la Psicologia es un
proceso que requiere entender los mecanismos emocionales, cognitivos y conductuales
de un individuo, delimitarlos en un contexto sociocultural y sustentarlos en un correlato
bioldgico. De esta manera se apoyara de manera integral al “cliente” al ser tratado en la
clinica, escuela o ambiente laboral donde se desempefie. Aplicando lo anterior, se debe
entender y explicar a quién lo consume que el alcohol genera efectos sobre su cerebro
que se traducen en cambios emocionales, de pensamientos y conducta; y por lo tanto se
debe trabajar con cada una de estas esferas para que nuevamente el organismo regrese
a un punto de equilibrio, de la misma manera que el sistema neuroendocrino mantiene la

homeostasis.

CONCLUSION

Se concluye que el aumento en la actividad de PPII localizada en los tanicitos de la EM
puede promover la remocion del péptido (TRH) del sistema portal hipofisiario, evitando la
desensibilizacién de los receptores a TRH en la AP por exceso de ligando, dejando lista
a la célula blanco para recibir una nueva sefial y en consecuencia modular la funcion del

eje tiroideo para contender con los efectos perniciosos de una dosis aguda de alcohol.
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Anexo 1. Purificacion de ARN total partiendo de tejidos congelados

Este protocolo es original de Chomczynski y Sacchi (2006) y modificado por Sanchez-
Jaramillo (no publicado) para rata. Todas las soluciones se prepararon con agua
desionizada tratada con Dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1% esterilizada dos veces. El
material utilizado fue horneado previamente durante 12 horas a 120°C (minimo 6 horas
a 80°C).

1) Preparar 50ml de agua DEPC y 50ml de etanol absoluto en tubos falcén, un tubo
falcdn de 15ml o un vaso de precipitados de 40ml, una gasa estéril y una bandeja
con hielo.

2) Rociar RNAse zap (Ambiton) atomizador en el vastago del sonicador (cubrir toda
la superficie). Dejar penetrar aproximadamente 10 minutos.

3) Verter el agua DEPC (igual que en el paso anterior), posteriormente el etanol
absoluto y dejar evaporar 5 minutos.

4) Preparar 10ml de Sol D + 70ul de B-mercaptoetanol para 50 muestras o 4ml de
Solucion D + 28l por cada 20 muestras de 150ul (AP y PVN de rata) y 100ul (EM
de rata). Ver tabla 1.

Tabla 1. Volumenes de los reactivos por region para purificacion de ARN.

AP de rata

EM de rata

PVN de rata

150 ul Sol D

100 ul Sol D

150 ul Sol D

1/10 NaOAc 2M
(15u1)

1/10 NaOAc 2M
(10u1)

1/10 NaOAc 2M
(15u1)

1 vol. Fenol (150pl)

1 vol. Fenol (100ul)

1 vol. Fenol (150pl)

0.35 vols.
CCLs:isoamilico
(49:1) (52.5ul)

0.35 vols.
CCLs:isoamilico
(49:1) (35ulI)

0.35 vols.
CCLs:isoamilico
(49:1) (52.5ul)

Total: 367 .5yl

345yl
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5)

6)

7)

8)

9)

1 vol. de isopropanol
(150ul)

1 vol. de isopropanol
(100pl)

1 vol. de isopropanol
(250pl)

1 vol. de etanol al
70% (150ul)

1 vol. de etanol al
70% (100ul)

1 vol. de etanol al
70% (250ul)

Sonicar muestras en solucion D (stock: 4M tiocianato de guanidina, 0.50%
sarcosly, 0.1M B-mercaptoetanol, 0.025M citrato de sodio pH 7.2) durante lapsos
no mayores a 10 segundos, colocando la muestra en hielo durante cada periodo
de sonicacion para evitar la degradacion del ARN contenido en la muestra. Repetir
este proceso hasta lograr la desintegracion total del tejido.

Enjuagar sonicador con agua DEPC entre muestra y muestra para evitar la
contaminacion entre las mismas.

Adicionar 1/10 de volumen de acetato de sodio 2M (pH 4.0) a la muestra sonicada
y agitar por 3 segundos en el vortex. Mantener muestras en hielo.

Agregar un volumen de fenol saturado frio con H2O DEPC vy agitar con vortex 3
segundos. Mantener en hielo. Nota: El fenol deshace el unicel y debe estar cubierto
de la luz para evitar la oxidacién y mantenerse en hielo.

Agregar 0.35 volumenes de cloroformo-alcohol isoamilico (49:1) con cuidado
porque gotea facilmente y agitar con vértex durante 1 minuto. Se debe observar
una consistencia lechosa, de no ser asi, se agregan otros 10ul de cloroformo-

alcohol isoamilico.

10) Dejar 15 minutos en hielo y centrifugar a 13,500 rpm durante 20 minutos a 4°C.

en este lapso de tiempo de deben rotular tubos nuevos para recuperar
sobrebadante. Nota: IBT es la centrifugacién es a 10,000 rpm 20 min a 4°C

(centrifuga lonovan).

11) Recuperar fase acuosa y determinar volumen recuperado (se recuperan

aproximadamente 100 pl de EM, 150 ul de PVN y AP. Nota: Evitar el uso de puntas
grandes para NO contaminar fase acuosa con la organica ni tomar el volumen en

una sola extraccion.
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12) Adicionar un volumen de isopropanol frio (en hielo o almacenado previamente en
el congelador) y mezclar.

13) Precipitar toda la noche.

14) Centrifugar 4 °C a 13,500 rpm durante 30 minutos. Nota: IBT es a 14,000 rpm
(centrifuga lonovan).

15) Recuperar sobrenadante (SN) con micropipeta de 200 ul poco a poco como en el
paso 11. Retirar la mayor cantidad de isopropanol posible.

16) Resuspender la pastillla cuidadosamente en 250 pl (150 ul PVN y AP; 100 ul EM)
de etanol frio al 70% en agua destilada autoclaveada 2 veces (no DEPC). Se debe
colocar primero la mitad del volumen, recuperar el SN y luego anadir el volumen
restante para lavar las paredes del tubo sin tocar la pastilla. Agitar en voértex
durante 3 segundos.

17) Centrifugar 4 °C a 13,500 rpm durante 10 minutos.

18) Repetir el lavado con el mismo volumen del lavado anterior para centrifugar de
nuevo durante 7 minutos en las mismas condiciones. Recuperar SN y almacenarlo
en el tubo del paso 16.

19) Aimacenar SN’s de los pasos 15, 16 y 18 a 20°C hasta su procesamiento.

20) Secar las muestras en savant durante 5 minutos o a temperatura ambiente
durante 10 minutos maximo (revisar a los 5 minutos si ya no hay residuos de etanol
para resuspender o guardar el pellet inmediatamente).

21) Almacenar en forma de pastilla a -20°C o resuspender. Se deben resuspender las
muestras en 10 ul de agua DEPC justo antes de tomar la lectura de absorbancia
en el espectrofotometro (2 uyl de muestra + 98 pl de agua Milli Q). Nota:
Resuspender las muestras para espectrofotometro en agua DEPC da valores de
absorbancia mas altos que los reales en la muestra a 230 nm por lo que debe
emplearse agua Milli Q para la toma de esta lectura.

22) Después de 24 horas de reposo de los sobrenadantes se deben procesar por
separado los tubos de SN’s de isopropanol y etano al 70% para determinar la
cantidad perdida (no recuperada) del tubo original (pasos 15,16 y 18).
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23) Si en alguno de los tubos con SN de isopropanol se observa una pastilla, boton o
grumos esparcidos en el fondo dl tubo se continuara con el procedimiento de
lavado de etanol (paso 16).

24) Si alguno de los tubos con SN de etanol presenta pastilla, botdn o grumos
esparcidos en el fondo del tubo se procedera a retirar el etanol con cuidado y secar
por completo (17).

25) EI ARN recuperado de estos ultimos tubos se resuspende en un volumen menor
al utilizado para el tubo que contiene la muestra inicial, es decir, si se emplearon
10ul de agua DEPC para resuspender AP en el tubo inicial, se utilizaran 5 pl de
agua DEPC (dependiendo del tamafio del producto recuperado).

26) La cuantificacion total del ARN extraido, se realiza de dos formas: A) tomando 1
pl de la muestra resuspendida en agua DEPC y midiendo la aborbancia en un
espectrofotrometro de alta sensibilidad (NANODROP) o bien b) tomando 2 ul de
la muestra + 98ul de agua Milli Q y analizando la absobancia de la muestra a
230nm (sales), 260nm (ADN/ARN) y 280nm (proteina).

27) Calcular el factor de dilucion para determinar rendimiento (ug totales) y

concentracion (ug/upl) del ARN obtenido en cada preparacion.
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Anexo 2. Transcripcion reversa para EM, PVN y AH.

Notas previas:

a)

c)

Encender y programar el baio seco a 70°C para la desnaturalizacién del ARN y el
bafo con agitacién a 37°C para la incubacion del mismo. Previamente se deben
monitorear por horas los bafios para cerciorarse que la temperatura es constante.
Calcular el numero de ul equivalentes a 1ug de ARN total en cada muestra, mas
un volumen adicional deH20 DEPC suficiente para que las alicuotas tengan 12 pl
como un volumen final. También se debe calcular el volumen del cocktail para a
reaccion equivalente al numero de muestras mas uno (para considerar error por
pipeteo).

Limpiar los guantes con alcohol y soluciéon descontaminante.

Procedimiento:

. Descongelar las muestras almacenadas en hielo (4°C) durante 5 minutos

aproximadamente. Agitar las muestras en vortex.

En caso de haber purificado y cuantificado el ARN en espectrofotdmetro en un
tiempo previo (dias/semanas) desnaturalizar las muestras de ARN durante 5 min
a 70°C y regresar al hielo para después darle un bajén con la centrifuga a 4°C.
Tomar un ug de ARN total y resuspender en 1 volumen final de 12 ul de agua
DEPC durante 5 minutos adicionales a 70 °C.

Colocar el ARN denaturalizado sobre el hielo durante 5 minutos.

5. Anadir 20ul de la mezcla de reaccion descrita a continuacion. El volumen final

entre el ARN diluido y la mezcla de reaccién debe ser igual a 32 pl.
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Mezcla de reaccion para 1 muestra (20pl):

e 8.9 ul de agua DEPC

e 6 ul de buffer de transcripcion 5X

e 3uldeDTT [100 mM]

e 0.6 ylde dNTP’s (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) [10 mM]

¢ 1 pl de oligodeoxinucleétido de timinas (oligo dT, 0.5 uM)
e 0.5 pl de la enzima transcriptasa reversa (200 U/ul)

6. Incubar en bafio con agua a 37 °C durante 2 horas y posteriormente almacenarla
a-20°C.
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Anexo 3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

1. Descongelar lentamente en una bandeja con hielo el reactivo y alicuotas obtenidas
por RT y almacenada a -20 ° C.

2. Realizar calculos preliminares para elaborar un cocktail equivalente al numero de
muestras mas un control positivo, 1 control negativo y 1 extra para evitar errores
de pipeteo.

3. Anadir a cada tubo de PCR 23 pl de la mezcla de reaccion descrita en el
siguiente cuadro.

Mezcla de reaccion para 1 muestra de 25 pl (23 pl de reacciéon + 2 yl de ADNc):

e 17.5 pl de H20 ultra destilada.

e 2.5yl para buffer Taq polimerasa 10x (adicionar mezclar)

e 1.25 pl de cloruro de magnesio 30 mM (adicionar y mezclar)

e 0.5ulde dNTP'S 10 mM (mezcla A, C, G, T) (adicionar y mezclar)

e 0.5 pl oligonucledtidos sentido, concentracion 25 pMol por pl (adicionar y mezclar)

o 0.5 pl oligonucledtidos antisentido 25 pMol por ul (adicionar y mezclar)

o 0.25 pl de Taq polimerasa (no agitar en vértex, depositar en el fondo la enzima, a la
mitad del tubo eppendorf. Se debe agitar suavemente la muestra con la pipeta y en

las paredes hasta que no se vea glicerol).

4. Anadir 2 ul de ADNCc del tejido procesado (EM, PVN o AH) (colocar en el fondo
sin agitar). El volumen final entre el ADNc y la mezcla de reaccién debe ser igual
a 25 pl.

5. Programar la PCR segun las condiciones de amplificacion de cada gen y regién
(Ver condiciones de amplificacion).

6. Guardar las muestras a 4 °C por un periodo no mayor a tres meses.
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Condiciones de amplificacion

La reaccion en cadena de la polimerasa conlleva tres etapas (separadas por lineas
verticales): amplificacidn, elongacién final y conservacion. La etapa de amplificacion se
divide a su vez en desnaturalizacion (aumento de temperatura), alineacion (disminucion
de la temperatura) y elongacion de la cadena (ligero aumento de temperatura). Las
graficas representan las condiciones de amplificacién de los genes por la técnica PCR.
Los valores en la parte superior e inferior de la grafica representan respectivamente la
temperatura y tiempo ((") minutos, (*') segundos) en que se debe programar el
termociclador. Los valores entre paréntesis sefalan el numero de ciclos que deben
realizarse.

NPV. Gen ribosomal subunidad 18’s.

94°C
115" 72°C 72°C
6a’c /4 15"
T 4°C
(30x) M) |ax) e
NPV. Gen ciclofilina
94°C
115" 72°C 72°C
6acc [/ 4 15"
T 4°C
(21x) ) x|
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NPV. Gen TRH

94°C
115" \ 72°C 72°C
64°C / 1 15"
1
(25x) (1x)
EM. Gen ribosomal subunidad 18's
94°C
115" \ 72°C 72°C
65°C / 1 15"
1
(28x) (1x)
EM. Gen ciclofilina.
94°C
115 \ 72°C 72°C
64°C / 1 15"
»
(21x) (1x)
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EM. Gen PPII

94°C
115" \ 72°C 72°C
68°C / 1 15’
»
(30x) (1x)
AH. Gen ribosomal 18’s
94°C
115 \ 72°C 72°C
65°C / 1 15"
.-
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AH. Gen PPII
94°C
115" \ 72°C 72°C
56°C / 1 15’
»
(32x) (1x)
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Anexo 4. Actividad especifica de PPII

e Sonicacion y centrifugacion.

Antes de empezar el procedimiento se debe limpiar el sonicador, primero con alcohol
y luego con agua destilada, encender la centrifuga para que comience a enfriar y rotular

los tubos.

1. Homogenizar las muestras almacenadas a -70 °C mediante sonicacion en 200yl
de buffer fosfatos de sodio (50mM pH 7.5). Enjugar el sonicador con el buffer al cambiar
de grupo. A partir de este paso las muestras seran transportadas en hielo (no hielo seco).

2. Centrifugar las muestras a 12500g 6 8500rpm durante 40 minutos vy retirar el
sobrenadante.

3. Lavar el pellet con 200ul de buffer para finalmente resuspenderlo en 60 pl.

4. Sonicar una segunda vez durante tres segundos teniendo cuidado de no sacar el
volumen de los tubos (enjuagar entre grupos).

5. Dar un bajén con la centrifuga durante 7 segundos.

6. Almacenar a -20° C hasta su procesamiento durante una noche. Si es mayor el
periodo de tiempo se debe almacenar a -70° C.

7. Tomar 50 ul para el ensayo de la actividad enzimatica y el resto para la

cuantificacion de la proteina.

Medida de la actividad enzimatica de PPII

1. Descongelar las muestras en hielo y rotular los tubos para 30, 60 y 180 minutos
(se recomienda diferenciarlos con colores para evitar errores).

2. Preparar la mezcla requerida para determinar la actividad enzimatica.
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Mezcla de reaccidn para la actividad enzimatica

o 27yl de buffer,

o 3.5ul de dipeptidil aminopeptidasa IV (DAP V),
e 1.75uL de bacitracina (Sigma),

e 1.75ul de N-etilmaleimida (Sigma)

e 50ul de la muestra.

3. Incubar la mezcla durante 10 minutos a 37 °C.

4. Anadir 3.5l del sustrato TRH-BNA (pGlu-His-ProBNA). Todos los reactivos y las
muestras deben permanecer en hielo menos el sustrato.

5. Tomar alicuotas de 17.5ul a diferentes tiempos (30, 60 y 180 minutos) y afadirles
17.5ul de metanol frio al 50% en buffer fosfatos de sodio mas 105 pl de buffer metanol
para detener la reaccion y asi determinar la cinética de la misma.

6. Centrifugar a 12,000g por 3 minutos (para precipitar componentes que puedan

interferir con la lectura de la fluorescencia).

Este procedimiento se basa en el hecho de que PPII hidroliza el enlace peptidico pGlu-
His de TRH-BNA (pGlu-His-ProBNA) lo que genera el producto pGlu mas el His-Pro-fNA.
Posteriormente el enlace Pro-BNA del His-Pro-BNA es hidrolizado por la enzima DAP IV.
Esta ultima hidrélisis genera los productos His-Pro mas el fluoréforo libre (BNA) que
puede ser detectado en el espectrofluorimetro. Debido a lo anterior se dice que este es
un ensayo acoplado porque se requiere de un primer corte para después dejar al
fluoroforo. Por su parte la bacitracina y la N-etilmaleimida son inhibidores de la enzima
Prolin endopeptidasa y la enzima Piroglutamil peptidasa | respectivamente, enzimas
citosolicas que pueden degradar al TRH in vitro (Kelly et al., 1999).

7. Las muestras obtenidas en el paso anterior fueron utilizadas para medir la
fluorescencia en un espectrofluoréometro Perkin-Elmer LS 508 Shelton, con los
parametros: 370 nm de excitacion y 440 nm de emision. Para realizar las lecturas de

fluorescencia es necesario preparar una curva estandar de concentraciones conocidas
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de BNA para calibrar el espectrofluorometro. Preparar el blanco con buffer fosfato y

metanol en una relacién 1:1 asi como concentraciones de 50, 100 y 500 pmolas de BNA.

De no leerse en ese momento se guardan las muestras a 4°C.

*Nota: si la muestra contiene menos de 50pl se ajusta el volumen del buffer para que el

volumen final sea de 84pl mas el sustrato 87.5pl.

Cuantificacion total de proteina

La cuantificacion total de proteina presente en las regiones procesadas se realizd

siguiendo el método descrito por Bradford (1976). Esta técnica se basa en el uso de

Bradford, un colorante que se pega a los anillos aromaticos de las proteinas (entre mas

proteina tifie mas azul).

1.

Realizar una curva estandar con diluciones seriadas de albumina sérica bovina
(BSA; Sigma, a partir de una solucién stock de 0.2ug/ul) en buffer fosfatos 50mM
pH7.5 mas 200ul de Protein Assay; BioRad Labs (Brandford) y 700ul de agua
destilada (tabla 2).

Adicionalmente preparar las mezclas obtenidas en las muestras experimentales
con 4 ul de extracto del tejido procesado mas 96yl de buffer fosfatos y como blanco
10l de solucién salina.

Anadir 200yl de reactivo de Brandford mas 700ul de agua destilada.

4. Tanto las muestras experimentales como las mezclas para la curva estandar y el

blanco se prepararon por duplicado, se agitaron en voértex y se incubaron a
temperatura ambiente por Io menos 5 minutos (no mas de 30 minutos) previos a

la lectura de su absorbancia a 595nm en un espectrofotometro (Beckman DU-650).

Realizar la curva de BSA permite identificar la absorbancia bajo cierta concentracion,

al cuantificar la absorbancia de las muestras experimentales el espectrofotémetro

extrapola este valor para saber la concentracion de la muestra. Los valores de

absorbancia no deben pasar de 1 para que sean validos.
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Curva de BSA

Albuming pl stock 0.2 Buffer fosfatos H20 Bradford reagent
mg/mi 50mM pH 7.5 destilada essay (Biorad)
0 0 100 700 200
0.5 2.5 97.5 700 200
1 5 95 700 200
25 10 90 700 200
4 20 80 700 200
6 30 70 700 200
8 40 60 700 200
10 50 50 700 200
12 60 40 700 200
14 70 30 700 200
16 80 20 700 200
18 90 10 700 200
20 100 0 700 200
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