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RESUMEN

Para los mamiferos, la energia que se obtiene de los alimentos es de vital
importancia para subsistir. La regulacion de la ingesta implica adquirir, transformar,
repartir y utilizar la energia de los nutrientes, con el fin de mantener la homeostasis
en el organismo y el metabolismo energético en condiciones éptimas. En la
actualidad se conocen moléculas orexigénicas y anorexigénicas ligadas a la
respuesta enddcrina de la ingesta, que desencadenan mecanismos fisiolégicos para
regular las necesidades del organismo; sin embargo, esta red de sefializacion es
compleja y no estd del todo dilucidada. Uno de los principales sistemas de
regulacion endocrina que responde a las demandas energéticas y contribuye a
regular la homeostasis, es el eje hipotalamo-hipofisis-tiroides (HHT). Este eje se rige
por neuronas que residen en la zona parvocelular medial del nicleo paraventricular
del hipotdlamo (NPV), que sintetizan y liberan a la hormona liberadora de la
tirotropina (TRH) de terminales nerviosas que inciden en la eminencia media (EM).
La TRH que se libera de la EM hacia el sistema portal-hipofisario, activa la sintesis
y la liberacién de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) de la hipdfisis anterior
(HA) que, a su vez, activa la sintesis y la liberacién de las hormonas tiroideas
triyodotironina (T3) y tiroxina (T4) de la glandula tiroides. Las hormonas T3 y T4
regulan negativamente a la TSH de la HA y a la TRH del NPV, retroalimentando con
ello la actividad del eje HHT. En condiciones metabdlicas adversas como el ayuno
prolongado, la actividad del eje HHT disminuye significativamente, tanto a nivel
central (NPV y EM) como a nivel periférico (HA, circulacion general). No obstante,
la actividad residual es necesaria para mantener la homeostasis energética y la vida.
El objetivo de este trabajo consistié en caracterizar la respuesta de las neuronas de
la TRH hipofisiotrépicas del NPV en ratones con ayuno prolongado. El andlisis del
namero de células positivas al ARN mensajero (ARNm) de la TRH con sefal
abundante o menor sefial en animales que cursaron un ayuno de 36, 44 o 50 h,
demostré que 36 h de ayuno, son suficientes para disminuir significativamente la
concentracion del ARNm de la TRH en el NPV hipofisiotropico y que esta inhibicion,
prevalece en el grupo de 44 h. La inhibicion ocurrio principalmente en una

subpoblacién de neuronas de la zona medial-posterior y tanto la zona medial como



la medial-posterior, contuvieron una poblacién de neuronas TRH que no fue
susceptible a la inhibicion mediada por el ayuno. Adicionalmente, se determino si la
concentracion del ARNm del transportador 2 de glutamato (VGIuT2) o el de la
enzima Glutamato descarboxilasa isoforma 67 (GAD67), se modificaba en
respuesta al ayuno prolongado en el NPV de ratones con inhibicion significativa de
la concentracion del ARNm de la TRH. Nuestros datos sefialan que tanto el ARNm
del VGIuT2 como el de la enzima GAD67, aumentan en el NPV en respuesta a un
ayuno prolongado, por lo que se concluye que la activacion de ambos sistemas de
neurotransmision es necesaria para mantener la homeostasis durante el balance

energético negativo originado por la condicién de ayuno.
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1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

La hormona liberadora de la tirotropina (TRH) desempefia un papel fundamental en
la regulacion del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides (HHT). Las neuronas que
controlan la actividad del eje HHT residen en el nucleo paraventricular del
hipotadlamo (NPV) y sintetizan y liberan a la TRH de terminales nerviosas que
inciden en la eminencia media (EM) del hipotalamo mediobasal (HMB). La TRH
liberada de la EM alcanza a sus células blanco en la hipofisis anterior (HA), a través
del sistema portal capilar que conecta la EM con la HA. La TRH activa la sintesis y
liberacién de la TSH en la hipodfisis anterior y esta a su vez, la sintesis y liberacion
de las hormonas tiroideas triyodotironina (T3) y tiroxina (T4) de la glandula tiroides;
la T3 y la T4 inhiben la sintesis de la TSH de la HA y la de la TRH en el NPV,

retroalimentando negativamente la actividad del eje HHT(Fekete & Lechan, 2014).

Al menos dos poblaciones de neuronas TRHérgicas coexisten en el NPV, las que
sintetizan a la TRH no hipofisiotrépica, que se localizan en las subdivisiones
parvocelular anterior, dorsal y ventral del nucleo, y las que sintetizan a la TRH
hipofisiotropica, que en el raton se localizan en las subdivisiones parvocelular
medial y periventricular del NPV (Kadar y cols., 2010). Sélo las neuronas de la TRH
hipofisiotrépicas responden al control retroalimentador negativo de la hormona
tiroidea de la circulacion (Dyess y cols., 1988), aunque también responden a
estimulos como cambios de temperatura (exposicién al frio) y a la succién, que
aumentan la biosintesis de la TRH en todo el NPV (Arancibia, Rage, Astier, & Tapia-
Arancibia, 1996; Sanchez y cols., 2001) o al ayuno prolongado o la infeccion
bacteriana, que disminuyen la biosintesis de la TRH (Kakucska y cols., 1994;
Legradi, Emerson, Ahima, Flier, & Lechan, 1997). Estos efectos se deben en gran
parte a las aferencias que reciben las neuronas de la TRH hipofisiotropicas tanto
de otros nucleos hipotaldmicos como del tallo cerebral, pero también a la influencia
de las hormonas provenientes de la periferia como la leptina, la corticosterona y

probablemente la grelina (Dos-Santos, Reis, Perello, Ferguson, & Mecawi, 2019;



Kakucska, Qi, & Lechan, 1995; Legradi y cols., 1997). La produccion local de la T3
en los tanicitos de la EM por la desiodasa 2 (Lechan & Fekete, 2005) o la
inactivacion de T3 por la desiodasa 3 de astrocitos en el hipotalamo mediobasal
(Kallo y cols., 2012), asi como la regulacion de la cantidad de la TRH bioactiva que
ingresa al sistema portal hipofisario (Sanchez y cols., 2009) y la presencia de
transportadores de HT en los tanicitos (Wittmann y cols., 2015), son algunos

elementos adicionales que forman parte integral del control central del eje HHT.

Este trabajo se centra en el estudio de la regulacion de la actividad de la neurona
de la TRH hipofisiotrépica en respuesta a un ayuno prolongado y aborda 2
elementos adicionales que pudieran contribuir a la regulacion general de la
actividad del eje HHT ante una condicion de balance energético negativo como es
el ayuno: el analisis de la concentracion del ARNm que codifica para el
transportador de glutamato, VGIuT2 y el del ARNm que codifica para la enzima
GADG67 en el NPV de ratones C57/BL6/JN con ayuno prolongado.

1.2 Organizacién y diversidad funcional de las neuronas TRH en el

nucleo paraventricular del hipotalamo

Anatémicamente, el NPV se encuentra ubicado en los margenes dorsales del tercer
ventriculo y se divide en regiones parvocelulares y magnocelulares. EI NPV
parvocelular se subdivide a su vez en regiones anterior, medial, periventricular,
ventral, dorsal y lateral, mientras que el NPV magnocelular en regiones anterior y
posterior (Swanson & Kuypers, 1980). Las neuronas que sintetizan a la TRH estan
presentes en todo el NPV, pero son particularmente abundantes en las
subdivisiones parvocelulares anterior, medial y periventricular (Segerson y cols.,
1987).

Ademas de su organizacion anatOmica, las neuronas de la TRH del NPV se
subdividen en unidades funcionales distintas. Por ejemplo, solo las neuronas de la

TRH de las subdivisiones parvocelulares medial y periventricular son



hipofisiotropicas porque sus terminales proyectan a la eminencia media desde
donde secretan la TRH al sistema portal hipofisario (Fekete, Mihaly, y cols., 2000).
Por otro lado, las neuronas de la TRH de las subdivisiones parvocelulares anterior,
dorsal y lateral, proyectan a regiones del cerebro que estan implicadas en funciones
autonomas como la regulacion del apetito y en una variedad de funciones
vegetativas (Fekete & Lechan, 2014). Algunas neuronas que sintetizan a la TRH se
encuentran dispersas en la subdivisibn magnocelular posterior del NPV; estas
neuronas proyectan a la hipofisis posterior, pero se desconoce la funciéon o

importancia de las mismas.

Aunque las neuronas que sintetizan al péptido regulado por cocaina y anfetamina
(CART), se encuentran ampliamente distribuidas en el NPV (Fekete, Mihaly, y cols.,
2000), el hecho de que las neuronas de la TRH mediales y periventriculares
coexpresen a CART, pero no las neuronas de la TRH de la subdivisién parvocelular
anterior, hace de CART, una herramienta molecular valiosa para el estudio de las
neuronas de la TRH hipofisiotropicas del NPV (Fekete, Mihaly, y cols., 2000).

La heterogeneidad de las respuestas fisiolégicas de las neuronas de la TRH del
NPV esta bien documentada (Dyess y cols., 1988; Sanchez y cols., 2001; Segerson
y cols., 1987). So6lo las neuronas de la TRH de las subdivisiones parvocelulares
medial y periventricular responden al hipotiroidismo primario e hipertiroidismo
(Dyess y cols., 1988; Marsili y cols., 2011; Segerson y cols., 1987), al ayuno
(Lechan RM, 1992) o a la succién (Sanchez y cols., 2001), mientras que el estimulo
de frio activa a las neuronas de la TRH hipofisiotropicas y no hipofisiotrépicas del
NPV (Sanchez y cols., 2001).

1.3 Elementos que regulan la biosintesis de la TRH en el NPV

Las neuronas que sintetizan a la TRH en el NPV, son reguladas por una variedad
de sefiales hormonales y neurales, que estan parcialmente mediadas por

elementos reguladores presentes en la regiéon promotora del gen que codifica para



la TRH. La pro-TRH se deriva de un solo gen en todas las especies animales
estudiadas y estd compuesto por tres exones y dos intrones (Lechan y cols., 1986).
El exén 1 codifica para el extremo 5' no traducido de su ARNm, el exdn 2 para el
péptido sefal y el exdn 3, para las cinco secuencias progenitoras repetitivas de la
TRH, el extremo 3' codifica para la region no traducida de su ARNm y para la
secuencia poli A. La region promotora del gen de la TRH se ubica en la region 5'
rio arriba del exdon 1. Balkan W. y colaboradores demostraron que la region que
contiene los nucleétidos -547 a +84 en el gen de la rata, confiere la actividad
transcripcional in vitro casi por completo mientras que, una secuencia mas corta,
de entre + 6 a +84 nucledtidos, confiere la expresion génica tejido-especifica in vivo
(Balkan, Tavianini, Gkonos, & Roos, 1998).

La region ubicada entre -59 / -52 [TGACCTCA] en humano, rata y raton, promueve
la regulacion de la retroalimentacién negativa por las hormonas tiroideas T3y T4,
ademas de conferirle expresion basal al gen de la TRH (Hollenberg y cols., 1995;
Satoh, Yamada, lwasaki, & Mori, 1996). Asi mismo, la regién ubicada entre -242 /
+ 58, contiene un elemento susceptible a AMP ciclico (AMPc) tipico [TGCCGTCA]
que es activado por P-CREB y antagoniza el efecto inhibidor de la hormona tiroidea
(Cote-Velez y coals., 2005; Joseph-Bravo y cols., 1998). Varias secuencias medias
para el sitio [TGTTCT] ubicadas en las posiciones -735, -560 y -210, 0 secuencias
medias invertidas para la secuencia [GGTCCACACTCTTGT], ubicadas en las
posiciones -284, -275 o -310, pudieran ser importantes para la unién de los
receptores a glucocorticoides (GC) (Lee, Stewart, & Goodman, 1988), ademas de
tener efectos tanto positivos como negativos sobre la expresion del gen de la TRH
dependiendo del tiempo, de la dosis y de la presencia o ausencia de otros
elementos reguladores en el medio celular (Kakucska y cols., 1995; Perez-Martinez
y cols., 1998).



1.4 Conectividad de las neuronas de la TRH hipofisiotropicas

Las neuronas de la TRH hipofisiotropicas reciben inervaciones densas por
aferencias sinapticas que se originan principalmente de tres regiones distintas del
cerebro: el nucleo arcuato hipotalamico, el nicleo dorsomedial (NDM) hipotalamico
y el tallo cerebral (Fekete, Sarkar, & Lechan, 2005; Mihaly y cols., 2000; Shioda &
Nakai, 1993; Wittmann, Liposits, Lechan, & Fekete, 2002). Las terminales axdnicas
que provienen de las neuronas del nucleo arcuato, contienen a la a-MSH, al CART,
al neuropéptido Y (NPY), al péptido relacionado con el aguti (AgRP, por sus siglas
en inglés: Agouti Related Peptide) y al péptido similar a la galanina (GALP, por sus
siglas en inglés: Galanine Related Peptide). Mientras que las aferencias de a-
MSH/CART establecen sinapsis asimétricas sobre las neuronas de la TRH del NPV
y tienen un efecto activador sobre la biosintesis del ARNm de la TRH (Fekete,
Legradi, y cols., 2000; Fekete, Mihaly, y cols., 2000), las aferencias de NPY/AgRP
establecen sinapsis simétricas que confieren efectos inhibitorios potentes sobre las
neuronas de la TRH (Fekete y cols., 2001; Mihaly y cols., 2000). Las aferencias del
péptido similar a la galanina (GALP, por sus siglas en inglés: Galanine like peptide)
inciden selectivamente sobre las neuronas de la TRH del NPV anterior (Wittmann
y cols., 2004), por lo que no parecen tener una funcion hipofisiotrépica. Las
aferencias de neurotransmisores y péptidos provenientes del NDM, se desconocen
casi en su totalidad pero incluyen al GABA y al glutamato (Fekete, Wittmann,
Liposits, & Lechan, 2002; Wittmann, Lechan, Liposits, & Fekete, 2005). Si bien las
neuronas del NDM establecen sinapsis tanto simétricas como asimétricas sobre las
neuronas de la TRH parvocelulares de la zona medial, se pueden anticipar efectos
inhibitorios y excitatorios; no obstante, la importancia biolégica se desconoce
(Fekete & Lechan, 2014). Las terminales aferentes provenientes del tallo cerebral
Al, A2 y C1-C3 contienen a la epinefrina y a la norepinefrina y establecen sinapsis
asimétricas sobre las neuronas de la TRH hipofisiotrépicas por lo que se sugiere
una accién excitatoria (Fekete, Wittmann, Liposits, & Lechan, 2004; Shioda & Nakai,
1993). Adicionalmente, los grupos C1-C3 del tallo cerebral, contienen al CART vy al
NPY (Fekete y cols., 2004; Wittmann y cols., 2002) que contribuyen a la inervacion

del CART y el NPY provenientes del arcuato sobre las neuronas de la TRH del NPV.
5



No obstante, la inervacién de CART sobre las neuronas de la TRH hipofisiotropicas
del NPV proviene principalmente del tallo cerebral y no del nucleo arcuato (Fekete
y cols., 2005).

1.5 Interaccién del nucleo paraventricular y el nicleo arcuato durante

laingesta

Ante un déficit energético, el eje tiroideo, el eje del crecimiento, y el eje de la
reproduccion, se inhiben, mientras que el eje del estrés o eje adrenal, se activa
(Sainsbury & Zhang, 2012). Se ha comprobado que estos ejes se regulan ante un
déficit energético de acuerdo a cambios en las concentraciones de las hormonas
circulantes como la leptina y la grelina, que son detectados por neuronas de primer
orden del hipotalamo, en particular por las neuronas del nucleo arcuato, que tienen
receptores para estas hormonas. Las neuronas de primer orden denominadas
sistema de melanocortinas, contienen diferentes subpoblaciones celulares que
envian sefales a diferentes nucleos del cerebro (neuronas de segundo orden)
mediante la liberacion de sus péptidos contenidos en las terminaciones nerviosas,
en particular a neuronas del mismo hipotalamo que participan en la regulacion del
balance energético y que se localizan en el nucleo paraventricular, el nucleo
dorsomedial o el hipotalamo lateral (HL) (Bouret, Draper, & Simerly, 2004;
Sainsbury & Zhang, 2012).

1.5.1 Neuronas de primer orden en el arcuato

El sistema de melanocortinas del arcuato, se denomina asi porque uno de los
péptidos (la hormona estimuladora de los a-melanocitos), y sus receptores Mc3R y
Mc4R (receptores de melanocortinas 3 y 4 respectivamente), participan en la
regulacion de este sistema. El sistema de melanocortinas esta formado por dos
subpoblaciones neuronales que sintetizan y liberan a los péptidos Y (NPY) y

proteina relacionada con el Agouti (AgRP; neuronas del NPY/AgRP) o a los
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péptidos “transcrito regulado por cocaina y anfetamina” (CART) vy
proopiomelanocortina (POMC), (neuronas del POMC/CART); (Hahn, Breininger,
Baskin, & Schwartz, 1998).

Las neuronas del NPY/AgRP son reguladas positivamente por la grelina y
negativamente por la leptina (Barsh & Schwartz, 2002; Sainsbury & Zhang, 2012).
Consistente con su papel orexigénico, una inyeccién intraperitoneal de la grelina o
la administracion central de NPY, promueven un aumento en el consumo de
alimento y la ganancia del peso corporal en animales con alimento ad libitum
(Cabral, Fernandez, & Perello, 2013; Gehlert, 1999). Por otro lado, las neuronas del
POMC/CART, proyectan hacia otros nucleos hipotalamicos implicados en la
regulacion de la ingesta donde liberan a a-MSH, un producto del procesamiento de

la proopiomelanocortina, en respuesta a concentraciones elevadas de la leptina.

En el déficit energético, cuando la concentracion de la grelina aumenta y la de la
leptina disminuye, la grelina llega al cerebro a través de transportadores presentes
en la eminencia media desde donde eventualmente alcanza a sus células blanco,
las neuronas del NPY/AgRP del arcuato, mientras que, la caida de la leptina,
provoca una inhibicién de la sintesis y liberacion del POMC y el CART en el arcuato,
dando como resultado final el aumento en la basqueda y consumo de alimento para

mantener la homeostasis en el organismo (Figura 1).
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Figura 1. En el nlcleo Arcuato, las neuronas del NPY/AgRP son reguladas
positivamente por la grelina y negativamente por la leptina; por el contrario, las
neuronas del POMC (a-MSH) /CART son reguladas negativamente por la grelina 'y
positivamente por la leptina; ambas subpoblaciones inervan a las neuronas de la
TRH hipofisiotrépicas del NPV, donde los ligandos a a-MSH y a AgRP interactian
con los receptores de melanocortina 3y 4 (MC3R y MC4R). EI MC4R es expresado
principalmente por neuronas de la TRH hipofisiotropicas, donde el a-MSH funciona
como agonista y el AgRP como antagonista, para integrar diversas sefiales
nutricionales, hormonales y neuronales y asi regular la ingesta de alimentos y el
gasto de energia. Modificado de McGraw-Hill Education. Jesus A. Fernandez-

Tresguerras. Fisiologia humana, 4e. 2010.



1.5.2 Neuronas de segundo orden en el NPV

La interacciéon de las neuronas del NPY/AgRP, y de POMC/CART del arcuato con
neuronas de la TRH hipofisiotrépicas del NPV esta bien documentada. La
inervacion de terminales nerviosas de neuronas que sintetizan al NPY, comprende
una de las inervaciones mas conspicuas hacia las neuronas de la TRH
hipofisiotropicas. Una de las dos fuentes principales de inervacion de NPY hacia el
NPV se origina en el ndcleo arcuato; la otra en el tallo cerebral. Todas las divisiones
del NPV reciben un aporte robusto de fibras nerviosas que contienen al NPY; las
fibras nerviosas del NPY ingresan a la division magnocelular con una densidad baja
de fibras mientras que, la acumulacién mas densa, coincide con el grupo de
neuronas de la TRH hipofisiotrépicas en la parte dorsal de las subdivisiones medial
parvocelular y periventricular. Las terminales nerviosas que contienen al NPY,
inervan densamente los cuerpos y las dendritas de las neuronas de la TRH,
estableciendo especializaciones predominantemente simétricas, aunque también

se observan contactos asimétricos (Legradi & Lechan, 1998).

Por otro lado, los cuerpos celulares que contienen al AgRP, se encuentran casi
exclusivamente en el nucleo arcuato, pero sus proyecciones se distribuyen
ampliamente en el hipotalamo. Dentro del NPV, la inervacion del AgRP se
encuentra a lo largo del nucleo; la division magnocelular contiene densidades
medias mientras que, las subdivisiones parvocelulares medial y periventricular
contienen terminales nerviosas con alta densidad. La inervacién del AgRP que
reciben las neuronas de la TRH en el NPV es densa, con la aparicién frecuente de
sinapsis axosomaticas y axodendriticas, principalmente de tipo simétrico (Legradi
& Lechan, 1999).

El neuropéptido Y y el AgRP coexisten en el nucleo arcuato, y ambos ejercen
efectos orexigénicos. Se sabe que hay un alto grado de co-expresion del AgRP y
del NPY en células del nucleo arcuato tanto en el raton (hibridacion in situ) como
en la rata (inmunohistoquimica). Se estima que un 94.9 % de las células positivas

para el ARNm del NPY expresan al ARNm del AgRP, y 98.4 % de las células



positivas para el ARNm del AgRP expresan el ARNm del NPY, por lo que la
presencia del AgRP puede ser un marcador selectivo para terminales del NPY
derivadas del nucleo arcuato (Broberger, Johansen, Johansson, Schalling, &
Hokfelt, 1998).

1.6 Actividad del eje adrenal durante el ayuno

La corticosterona es una hormona de naturaleza esteroidea que se sintetiza y se
libera de la glandula adrenal con multiples blancos tanto a nivel central como
periférico. El aumento de la corticosterona en sangre constituye un marcador
general de la respuesta al estrés ya que su liberacion depende del aumento en la
sintesis y la secrecion de la hormona liberadora de la corticotropina (CRH) del NPV
del hipotadlamo, y de la secrecion de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) de la

pituitaria anterior.

Durante el ayuno, la caida de la concentracion de la leptina en la sangre y el
aumento de la concentracion de la grelina en la sangre, ocurren a la par con el
aumento de la concentracion de la corticosterona en la sangre, la cual promueve la
utilizacion de aminoacidos como fuente de glucosa (Tischler, Henriksen, & Cook,
1988). Por ello, el analisis de éstos tres marcadores en la sangre, constituyen un
medio de evaluacion eficaz para determinar el grado de respuesta al ayuno en la

poblacién experimental.

1.7 GABA

El 4&cido y-aminobutirico (GABA, por sus siglas en inglés) es el neurotransmisor
inhibidor por excelencia en el cerebro adulto, tanto de vertebrados como de
invertebrados. En el sistema nervioso central (SNC) de vertebrados,
aproximadamente el 30% de todas las sinapsis expresan a GABA (R., (2002). )
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La sintesis de GABA se lleva a cabo casi exclusivamente a partir del glutamato,
aunque también pueden servir de precursores el piruvato y la glutamina (Dale
Purves, 2008; R., (2002)). El paso limitante en la biosintesis de GABA es la
descarboxilacion del acido L-glutamico, catalizada por la enzima glutamato
descarboxilasa (GAD, por sus siglas en inglés), la cual convierte el glutamato en
GABA (Martin & Rimvall, 1993; R., (2002).)

Se han identificado dos isoformas de la GAD, la GAD65 y la GAD67 (Esclapez,
Tillakaratne, Kaufman, Tobin, & Houser, 1994). Estas isoformas son codificadas por
dos genes distintos y se transcriben Unicamente en células positivas a GABA por lo
que, la expresion de la GAD se emplea como marcador de las neuronas
GABAérgicas. Algunas de las neuronas GABAérgicas expresan sOlo una de las
isoformas, mientras que otras expresan una mezcla de la GAD65 y la GAD67
(Esclapez, Tillakaratne, Tobin, & Houser, 1993). Cada isoforma difiere en su
afinidad por el cofactor fosfato de piridoxal (necesario para la sintesis de GABA),
asi como en su localizacion subcelular. La GAD65 se encuentra mayormente como
apoenzima, es decir, disociada a su cofactor, mientras que la GAD67 se encuentra
asociada al fosfato de piridoxal, por lo que se considera la forma activa de la enzima
(Martin & Rimvall, 1993). Si bien ambas isoformas se localizan en los cuerpos
neuronales, en las dendritas y en los axones, la GAD65 se observa mayormente en
las terminales nerviosas mientras que la GAD67 en los cuerpos neuronales y en las

dendritas (Esclapez y cols., 1994; Kaufman, Houser, & Tobin, 1991).

En cuanto al control transcripcional de la GAD67, se ha reportado que la region
promotora del gen que codifica para ésta enzima, presenta sitios de unién para los
factores de transcripcion, entre los que se encuentran el AP1, el AP2, Hox, E-box,
egr-1, NF-kB y CREB (Bowers, Cullinan, & Herman, 1998; Szabo, Katarova,
Kortvely, Greenspan, & Urban, 1996), de manera que la activacion de estos factores
de transcripcion, inducira cambios a la alza o a la baja en el contenido del ARNm
que codifica para la GAD67 (Bowers y cols., 1998; Hanno-lijima, Tanaka, & lijima,
2015; Szabo y cols., 1996). La actividad neuronal promueve la expresion de Factor

Neurotropico derivado del cerebro (BDNF, por sus siglas en inglés: Brain Derived
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Neurotrophic Factor) y de la GAD, ambos se regulan a la alza por accion del BDNF,
por lo que BDNF puede emplearse como marcador de actividad de neuronas
GABAérgicas (Matsumoto y cols., 2006).

En la figura 2 se resumen los componentes que forman parte de la biosintesis y
degradacion del GABA.

a )
Presinaptico Glia
Glutamato
GAD GABA, Metabolismo
GAT

2 o b
7/
G485 GABA-T

Postsinaptico

Figura 2. Componentes de la sintesis y el transporte de GABA en las sinapsis. El
GABA es sintetizado a partir del glutamato por la accion de la GAD, y es ingresado
al interior de las vesiculas por el transportador vesicular VGAT. Los receptores de
GABA estan localizados en la pre- y en la post-sinapsis. La recaptura de GABA
ocurre a través de la accion del transportador membranal de GABA (GAT).
Finalmente, el GABA es metabolizado por una reaccion de transaminacion, que es
catalizada por la enzima GABA transaminasa (GABA-T). El metabolismo de GABA
ocurre tanto en neuronas como en células de glia. Modificado de Owens, 2002
(Owens & Kriegstein, 2002).
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1.8 GLUTAMATO

El glutamato es el neurotransmisor excitador mas abundante en el SNC de los
mamiferos; casi todas las neuronas excitatorias del sistema nervioso central son de
naturaleza glutamatérgica y se estima que mas del 50% de todas las sinapsis del

encéfalo liberan glutamato (Dale Purves, 2008).

La barrera hematoencefélica posee una permeabilidad muy baja al glutamato, por
ello, todo el glutamato en el cerebro se sintetiza mediante la transaminacion del a-
cetoglutarato, tanto en las neuronas como en la glia. En las células gliales, el
glutamato es transformado a glutamina, que constituye el principal precursor del
glutamato. La glutamina ingresa a las neuronas y, en la terminal sinaptica, es
convertida a glutamato por la accién de la glutaminasa. El glutamato es ingresado
a las vesiculas sinapticas por la accién de los transportadores vesiculares de
glutamato (VGIuT’s) (Dale Purves, 2008). Hasta el momento se han identificado
tres isoformas de VGIUT s en el SNC: el VGIuT1, el VGIuT2 y el VGIUT3. EI VGIUT1
y el VGIuT2 se expresan Unicamente en neuronas glutamatérgicas (Takamori,
Rhee, Rosenmund, & Jahn, 2000, 2001), por ello se han considerado
biomarcadores moleculares de estas neuronas, mientras que el VGIuT3 ha sido
encontrado en neuronas que utilizan otros neurotransmisores ademas de
glutamato. Entre ellas podemos mencionar a las neuronas GABAérgicas, a las
interneuronas colinérgicas, a las neuronas monoaminérgicas y a las células gliales
(Fremeau y cols., 2002; Gras y cols., 2002; Schafer, Varoqui, Defamie, Weihe, &
Erickson, 2002).

Ademas de los receptores, los transportadores membranales de glutamato o
transportadores vesiculares (VGIuT1-3) juegan un papel clave en la regulacion de
las concentraciones de glutamato extracelular (Hinoi, Takarada, Tsuchihashi, &
Yoneda, 2005). Los VGIuT s son necesarios para el transporte del glutamato al
interior de las vesiculas de secrecion y, por lo tanto, pueden considerarse
indicadores indirectos de la actividad glutamatérgica (Erickson, De Gois, Varoqui,
Schafer, & Weihe, 2006).
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En algunas enfermedades asociadas con alteraciones en la transmision
glutamatérgica, se ha determinado que cuando la alteracion involucra incrementos
en la transmision glutamatérgica éstos van acompanados de un aumento en el
contenido del ARNm del VGIuT2, mientras que se presenta una disminucion en su
concentracion cuando la alteracion involucra una disminucion de la actividad
glutamatérgica (Scott, Alfredson, & Forsgren, 2008; Uezato, Meador-Woodruff,
&McCullumsmith, 2009). Estos antecedentes ponen de manifiesto que el ARNm del

VGIUT2 es sensible a cambios en la transmision glutamatérgica.
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2. JUSTIFICACION

Los mecanismos moleculares que regulan el gasto o la conservacion de la energia
son complejos y no se conocen del todo. El balance energético se lleva a cabo por
una red de sefales neuronales y bioquimicas, que dan lugar a diferentes
respuestas, como la ingesta de alimentos, la movilizacion de la energia, o la

inapetencia, por mencionar algunos.

Las neuronas TRHeérgicas del nucleo paraventricular, integran sefales de la
periferia y de otros nucleos del hipotalamo y el cerebro para mantener la
homeostasis energética por lo que, caracterizar la respuesta de las mismas ante
una condiciébn de balance energético negativo como es el ayuno prolongado,
permitira ampliar el conocimiento de los mecanismos moleculares que mantienen
el balance de energia, ademas de un mayor entendimiento de las patologias
relacionadas con el consumo de alimentos, que conllevan al individuo a una

condicién de obesidad o en el caso opuesto, a la desnutricién.

3. HIPOTESIS

1. Las neuronas de la TRH hipofisiotropicas del NPV regulan a la baja la

concentracion del ARNm de la TRH durante el ayuno prolongado en ratones.

2. La actividad de las neuronas GABAérgicas aumenta, mientras que la
actividad de las neuronas glutamatérgicas disminuye, en respuesta a un
ayuno prolongado en el NPV, afectando la actividad de las neuronas de la

TRH hipofisiotropicas.
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4. OBJETIVOS

Generales

1. Evaluar la concentracién del ARN mensajero de la TRH hipofisiotropica en
el NPV de ratones con un ayuno prolongado.

2. Evaluar la concentracion del ARNm que codifica para el transportador 2 de
glutamato (VGIuT2) o el del ARNm que codifica para la enzima GAD67 en el
NPV de ratones con inhibicion significativa de la concentracion del ARNm de
la TRH, debido a un ayuno prolongado.

Particulares

1. Evaluar la concentraciéon del ARNm de la TRH por hibridacién in situ, en
neuronas de la zona hipofisiotrépica del NPV de ratones adultos de la cepa
C57/BL6/JIN, expuestos a 36, 44 o 50 h de ayuno prolongado.

2. Evaluar la concentracion del ARNm del transportador vesicular de glutamato
tipo 2 (VGIUT2) por hibridacion in situ, en el NPV de ratones adultos de la
cepa C57/BL6/IN, con inhibicién significativa de la concentracién del ARNm
de la TRH, debido a un ayuno prolongado.

3. Evaluar la concentracion del ARNm de la enzima GADG67 por hibridacion in
situ, en el NPV de ratones adultos de la cepa C57/BL6/JN, con inhibicién
significativa de la concentracion del ARNm de la TRH, debido a un ayuno

prolongado.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para determinar el momento en el tiempo en el que ocurre la maxima inhibicion de
la concentracién del ARNm de la TRH en respuesta a un ayuno prolongado, se
evaluo la concentracion del ARNm de la TRH por hibridacion in situ (ISH) en
neuronas de la zona medial hipofisiotropica del NPV, de ratones adultos de la cepa

C57/BL6/JIN, expuestos a 36, 44 0 50 h de ayuno con sus respectivos controles.

La sonda marcada para identificar al ARNm que codifica para la proteina precursora
de la pro-TRH, provino de un plasmido que contenia la secuencia del ADN
complementario al ARNm de la pro-TRH. El pldsmido linearizado y purificado, se
empleé como templado para amplificar mediante transcripcion in vitro y 3°S o-UTP,
la secuencia complementaria al ARNm de la pro-TRH (ARNCc). Una vez marcado,
el ARNc se us6 para identificar neuronas de la TRH en cortes coronales de 18 um
de grosor de cerebro de ratén, que comprendieron toda la zona medial del NPV en
direccion antero-posterior. Las células positivas al ARNm de la TRH se
cuantificaron como el nimero total de células o bien en dos categorias (sefial alta
y sefal intermedia a baja) a lo largo de la zona medial hipofisiotropica empleando
el programa Image J. Los resultados fueron graficados y analizados
estadisticamente.

Con base en los resultados obtenidos, se sometié a un nuevo grupo de ratonas y
ratones a un ayuno de 36 h, con su respectivo control con alimento y agua ad
libitum. En todos los grupos, se identific6 y midié por ISH, la concentracion del
ARNmM que codifica para el transportador de glutamato, el VGIuT2 o la
concentracion del ARNm que codifica para la enzima que sintetiza al GABA, la
GADG67 o el ARNm de la TRH en cortes de cerebro contiguos. La deteccién de los
ARN mensajeros para el VGIuT2, la GAD67 o la TRH en los cerebros de ratones
macho, se realizé6 empleando sondas marcadas con digoxigenina o-UTP y la union
de un anti-digoxigenina revelado con el fluorocromo Alexa 488; la deteccion de los
transcritos en los cortes de cerebro de las ratonas, se realiz6 empleando sondas

marcadas con digoxigenina a-UTP y la unién de un anticuerpo anti-digoxigenina-
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fosfatasa alcalina (Ab dig-PA), revelado con el sustrato para la PA NBT/X-fosfato.
Las células positivas al VGIuT2, la GAD67 o la TRH, fueron observadas con un
microscopio de fluorescencia (Alexa 488) o un microscopio con campo claro (PA
NBT/X-fosfato), adquiridas con una camara digital acoplada al microscopio y

presentadas como imagenes compuestas empleando Photoshop.
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EXPERIMENTO 2: ISH en ratonas de GAD67, VGIuT2 y TRH

EXPERIMENTO 1: CURVA DE AYUNO, %S-TRH EXPERIMENTO 3: FISH en ratones de GAD67, VGIuT2 y TRH

Roedores fondo genético C57/BLB/JN, 25-30 g de peso, 5 meses de edad.

Ratones fondo genético C57/BL6/JN, 30-35 g de peso, 5 meses de edad. v v
v v Control. Ayunados.
Control Ayunados v v
v L v l Comida y agua ad fibitum Ayuno 36 h, agua ad fibitum
“n=6,"n=3 Zn=4, n=3
Comiday agua Ayuno 36 h, agua = Ayuno 44 h, agua = Ayuno 50 h, agua )
ad libitum. ad libitum. ad libitum. ad libitum. - A A4 v v v
4 n=2 4 n=3 4 n=3 4 n=2 GADBT  VGIUT2 TRH GAD67 = VGIuT2 TRH
Obtencion de cerebros
Perfusion cardiaca. Tejido fresco.
L—» Diseccion de cerebros, €«—————
v
Congelacion de cerebros a -80 ° C.
v
Cortes coronales de 18 um en la zona del
v
Montado de cortes en laminillas, secado a 42 °C y almacenado a -80°C
[ Obtencion de sondas ]
Linearizado: digestién del plasmido.
Obtencidn y aislamiento ¥
de plasmido completo Purificacion.
v
Gel de electroforesis.
Transcripcion
Marcaije de sonda.
Experimento 1:¥S-TRH Experimento 2 y 3:
Digoxigenina:
GAD67, VGIuT2 y TRH.
Hibridacion in situ
Fijacién de tejidos y pre-hibridacion. [Obtencién de imégenes]

ISH: colocacion de la sonda. Toma de fotografias

v
Andlisis estadistico.

Lavados de ISH.
Experimento 1 GAD67, VGIuT2 y TRH.

- Sigma Plotversién 12.3
S-TRH Incubacién con anticuerpo.

. P Anova de una via
Emulsionado de laminas

Experimento 2 Experimento 3
Comparacion multiple:
Revelado. © Revelado: J Revelado: Holm-Sidak
Digoxigenina-fosfatasa Digoxigenina
alcalina, sustrato Tiramida-DMSO-
NBT/X-fosfato. Alexa 488.

Figura 3. Disefio experimental utilizado para la identificacion y el analisis de los

ARNs mensajeros que codifican para la TRH, la GAD67 y el VGIuT2, en el NPV de

ratones adultos sometidos a un ayuno prolongado. Con base en los resultados
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obtenidos de una curva de ayuno entre 36-50 h (experimento 1), se sometié a un
nuevo grupo de hembras y machos a un ayuno de 36 h (experimentos 2 y 3) para
determinar: 1) la concentracion del ARNm que codifica para el transportador de
glutamato, el VGIuT2, 2) la concentracion del ARNm que codifica para la enzima
que sintetiza al GABA, la GAD67 o 3) la concentracion para el ARNm de la TRH

por ISH, en cortes de cerebro contiguos.
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6. METODOLOGIA

6.1 Animales

Se utilizaron ratones machos y hembras adultos de fondo genético C57/BL6/JN,
que fueron alojados en el bioterio del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la UNAM,
en condiciones de temperatura controlada (22-24°C), agua y alimento ad libitum,
bajo un ciclo de luz-oscuridad (12/12 h; la fase de oscuridad inicié a las 19:00 h),
previamente aprobados por el Comité de Etica del IBT e INPRFM (Proyectos
Conacyt 107109, INPRFM NC19110.0).

Tabla 1

Numero de animales en los diferentes grupos experimentales

empleados para las hibridaciones in situ.

EXPERIMENTO 1 EXPERIMENTO 2 EXPERIMENTO 3
Cerebros perfundidos| Cerebros congelados | Cerebros congelados
Grupos n Grupos n Grupos n
Jd Ayuno36h | 3 Q@ Ayuno 36 h 4 & Ayuno 36 h 3
& Ayuno 44 h 3 ¢ Control 6 & Control
4 Ayuno 50 h 2
& Control 2

6.2 Material y agua libre de ARNasas

Los procedimientos que se describen a continuacion, fueron realizados en
condiciones libres de ARNsas, usando guantes en todo momento e inhibidor de
ARNsas (ARNse Zap, Ambion N° cat AM9782M). Para lograr estas condiciones
todo el instrumental y material utilizado en los procedimientos, se horneé a 180 °C
durante 12 h o se sometio a 120 Ib de presién en una autoclave durante 30 min o
se limpi6é perfectamente con inhibidor de ARNsas, dependiendo de la naturaleza
del material (vidrio, plastico o metal). El agua (H20 desionizada mili Q, calidad: 18M

Q/ cm) que se utilizé para la preparacion de las soluciones se colectd en botellas
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de vidrio previamente horneadas a 180°C durante 12 h y siguié un paso de

esterilizacion de 30 min en una autoclave a 120 Ib de presién (H20 ISH).

6.3 Obtencidn de tejidos perfundidos

Para obtener los cerebros perfundidos, se administraron 100 U de Pentobarbital
sédico (63 mg/mL, Pet’s pharma) a todos los roedores i.p.; una vez anestesiados,
se les realizé una perfusion transcardiaca con 15 000 UI/L de heparina (Inhepar,
solucion inyectable 5,000 U/mL) disuelta en 20 mL de amortiguador de fosfatos
(PBS) 1X pH 7.4 [PBS 10X=1.36 M NaCl, 14.7 mM KH2PO4, 80 mM NazHPO4, 26.8
mM KCI, H20-ISH], seguido de 5 mL de paraformaldehido al 4% (Sigma Cat No
P6148-1kg) disuelto en PBS 1X pH 7.4, para fijar el tejido. Una vez finalizada la
perfusion, se diseco el cerebro, preservandolo en 10 mL de paraformaldehido al
4% en PBS 1X, pH 7.4. Dos horas después de su almacenamiento se sustituyé este
altimo con 10 mL de sacarosa al 25% (J.T. Baker CAT N° 4072-01) en PBS 1X pH
7.4 para criopreservar el tejido; se almacend por 12 h a 4°C o bien hasta que la
muestra se encontrara en el fondo del frasco; posteriormente se removio la
sacarosa para congelar el cerebro en hielo seco pulverizado y se almacend a -80
°C en un ultracongelador (marca Thermo Scientific modelo 956) hasta su uso.

6.4 Obtencioén de tejidos congelados

Los ratones que no fueron sometidos a perfusion cardiaca, recibieron una dosis de
100 U de Pentobarbital sédico (63 mg/mL, Pet’'s Pharma) i.p.; una vez
anestesiados, se decapitaron y se les extrajo el cerebro, el cual se congel6

inmediatamente en hielo seco pulverizado y se almacend a -80 °C hasta su uso.
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6.5 Preparacion de tejidos para hibridacion

Se realizaron cortes coronales de 18 pm de grosor por medio de un criostato (marca
Microm, modelo HM525) a una temperatura de -17 °C para los cerebros congelados
y de -20 °C para los cerebros perfundidos a lo largo del nucleo paraventricular
hipotaldmico en direccion anteroposterior (bregma: -0.46 al -1.06 mm George
Paxinos, The Mouse Brain segunda edicion). Los tejidos perfundidos fueron
colectados en PBS 1x, pH=7.4; se montaron 6 cortes seriados por laminilla en
portaobjetos cargados electrostaticamente (marca Fisher Scientific, Cat. 125-550-
15, Superfrost 25 x 75 x 1 mm) con la ayuda de un pincel fino previamente tratado
con inhibidor de ARNsas y PBS 1x. Posteriormente se colocaron en una estufa con
temperatura controlada (marca Hinotek, Modelo DZF-6030A) a 42°C, toda la noche
para optimizar la adherencia del tejido a la laminilla. Finalmente, se almacenaron
en un ultracongelador a -80°C hasta su uso. Los tejidos congelados se adhirieron
directamente a la laminilla, con calor local del guante a la zona de adherencia, y
siguiendo la misma secuencia de cortes seriados utilizada para los cortes
perfundidos; los cortes congelados también se almacenaron en un ultracongelador

a -80°C hasta su uso.

6.6 Linearizacion y purificacion de los plasmidos que contienen la

secuencia complementaria para el ARNm de la TRH, el VGIuT2y la GAD67

Para identificar el ARNm de interés en el cerebro del ratén, se utilizaron plasmidos
con la secuencia del gen de interés, caracterizados y reportados previamente en la
literatura (la TRH: Kadar y cols., 2010; el VGIuT2: Hrabovsky y cols., 2004; la
GADG67: Curran-Rauhut MA y cols., 2002). Se utiliz6 un pladsmido que contiene 741
pares de bases (pb) del ADNc complementario a las bases 106—846 del ARNm de
la TRH (numero de registro en el Gene Bank: BC053493; secuencia en la seccion
de anexos), un plasmido que contiene 879 pb de la secuencia del ADNc
complementario a las bases 522-1400 del ARNm del VGIuT2 (niumero de registro
en el Gene Bank NM_053427; secuencia en la seccién de anexos), y un plasmido
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gue contiene un fragmento de 535 pb del ADNc complementario a las bases 232-
769 del ARNm de la GAD67 (numero de registro en el Gene Bank: NM_017007.1;
secuencia en la seccion de anexos).

Los plasmidos completos se sometieron a una digestion con enzimas de restriccion
utilizando la siguiente regla de digestion: 1 Unidad de enzima digiere 1 pg de
plasmido de referencia, incubando a una temperatura de 37°C por 1 hora, en una
reaccion total de 50 L (tabla 2).

Tabla 2

Enzimas de restriccién y soluciones amortiguadoras empleadas para la digestion de

plasmidos.
Plasmido Enzima de restriccion Concentracion | Amortiguador para
completo comercial de la enzima
la enzima

VGIuT2 | Sal | (New England Biolabs, Cat. 20 U/uL NE 3.1 10X
R0138S)

TRH Ncol (New England Biolabs, Cat. 10 U/pL NE 3.1 10X
R0193S)

GADG67 | Sac | (New England Biolabs, Cat. 20 U/uL NE 2.1 10X
RO156L)

Cada reaccion de linearizacion se llevé a cabo en un tubo Eppendorf®; se tomé
una alicuota de los plasmidos completos y se agregaron los reactivos en el orden

que presenta la tabla 3.
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Tabla 3

Linearizacion de los plasmidos utilizados para la ISH del VGIuT2, la

GAD67 y la TRH.

TRH VGIuT2 GADG67
Amortiguador 10 pL 10 pL 10 pL
Plasmido 30 ug 30 ug 30 ug

Agitacion mecéanica
Enzima de 30U 30U 30U
restriccion Ncol Sal | Sac |
H20 libre de Aforara | Aforara Aforar a
ARNasas 100 pL 100 pL 100 pL
Mezclado manual

Volumen total 100 pL 100 pL 100 pL

Las mezclas se incubaron de 4-6 h a 37° C en un horno seco con temperatura
controlada (marca Hinotek, Modelo DZF-6030A). Una vez transcurrido el tiempo de

linearizacion, se transfirieron a hielo frappé con el fin de detener la reaccion.

6.7 Purificacion del ADN de los plasmidos linearizados

La purificacién del ADN se llevo a cabo mediante una extraccion con 1 volumen de
una mezcla de fenol (CeHsO):cloroformo (CClz) 1:1 (v/v); el cloroformo se
encontraba en una mezcla cloroformo (CCl3): alcohol isoamilico
[(CH3)2CHCH2CH20H] 24:1 (V/V); para este paso se adicion6 primero el fenol y se
agitd mecanicamente con un vortex durante 1 min, o bien hasta que la mezcla se
volviese de apariencia lechosa; a continuacién se adiciond la mezcla de cloroformo:
alcohol isoamilico 24:1, agitando nuevamente con un vortex durante 1 min; se
centrifugo a T.A por 4 min a 19400 g. Posteriormente se adiciono 1 volumen de H20
Mili Q libre de ARNasas en el tubo Eppendorf que contenia la fase organica, se
agité con un vortex durante 1 minuto, se centrifugé a T.A por 4 min a 19400 g y se
junté con la fase acuosa de la primera extraccion. A este tubo se le realizé una
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segunda extracciéon con 1 volumen de cloroformo (CCls): alcohol isoamilico
[(CH3)2CHCH2CH20H] 24:1 (V/IV) y se agitd con un voértex durante 1 min; se
centrifugd a T.A por 4 min a 19400 g. En este paso se desechd el tubo que contenia
la fase organica. Nuevamente se recupero el sobrenadante (fase acuosa) en un
tubo estéril de 1.5 mL y se midi6 el volumen final obtenido, el cual se precipitdé con
1/10 de NaCl 5 M y 3 volumenes de EtOH absoluto; se mezcld perfectamente y se
dej6 precipitar toda la noche (O/N) a -80° C (aproximadamente 12 h).
Posteriormente se recuperé la pastilla que contenia el plasmido linearizado por
centrifugacion a 19400 g durante 30 min a 4° C. El sobrenadante de etanol obtenido
se decanto cuidando que la pastilla quedara adherida al tubo Eppendorf y ésta se
lavé con 500 pL de EtOH frio al 70% (4°C), se mezcld para después centrifugar por
10 min a 4°C a 19400 g, para retirar el exceso de NaCl. Nuevamente se retiro la
mayor cantidad posible del sobrenadante (alcohol al 70%) y se dejé secar la pastilla
a T.A de 10 a 20 min; la pastilla seca se resuspendié en un volumen de H20 libre
de ARNasas, estéril en un volumen que permitiera obtener una concentracion final

aproximada de 1 pug/pL de ADN lineal.

Por ultimo, se corri6 un gel de electroforesis, empleando 0.5 pg del ADN para
verificar que la linearizacion de los plasmidos fuese completa y también, para
confirmar la calidad y la concentracién del ADN purificado. Una vez verificada la
concentracion y calidad del ADN en el gel, se procedié a almacenar la muestra a -

20 °C hasta su uso.

6.8 Gel de electroforesis

Para verificar si la linearizacion habia sido total, se prepard un gel de agarosa al
1% (Standard Low, Bio-Rad laboratories Cat. N° 162-0102) en un volumen de 50
mL de TBE 1X (Tris borato y EDTA, ver apéndice); se cargaron 0.5 ug o bien 1/10
del volumen de la reaccién/pozo, para cada uno de los plasmidos digeridos, mas 2
pL de colorante y 4 pL de H20 Mili Q, a la par con 4 pL de Marcador IV como ADN
de referencia (Ladder Roche, cat. N°1 418009). El gel se corrié con un voltaje de
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100-120 Volts, durante 1:00 - 1:30 h. Se tifieron las bandas usando bromuro de
etidio (300 pL del Stock [10 mg/mL] / 250 mL agua; Sigma Aldrich, cat. N°
SAE87511) por 5 min, en condiciones de poca luz; se retiré el gel del contenedor
que contenia bromuro de etidio y después de lavarlo 2 veces por 10 min cada vez
en Hz20, se introdujo en el analizador de geles System gel Doc Ez® (Cat. 1708270,
Biorad). Una vez confirmada la linearizacion total del plasmido, se procedio al paso

de purificacion descrito en el apartado anterior.

6.9 Andlisis de los ARNm de la TRH, el VGIuT2 y la GAD67 en el NPV por
hibridacion in situ

6.9.1 Transcripcion in vitro. Marcaje de sondas de ARN
complementarias al ARNm de la TRH, el VGIuT2 y la GAD67

Se utilizaron sondas marcadas con digoxigenina-11-a-UTP (dig-UTP) y °S-a-UTP
(3*S-UTP) para lo cual se realizé una transcripcion con 1.5 pg de plasmido del
VGIuT2, la GAD67 y la TRH, previamente linearizado y desnaturalizado por 5 min
a 65°C y después colocado en hielo; se prepararon las reacciones en tubos
Eppendorf para cada transcrito como se muestra a continuacién: 2 pL de
amortiguador de transcripcion 10x, 1 yL de DL-Dithiothreitol (DTT) 0.1 M, 3 uL de
una mezcla de nucledtidos A, G, C 10 mM (NTP’s; A,G,C 1:1:1), 2 pL de rUTP frio
1 mM, 2 pL de digoxigenina 11-UTP 10 mM (Cat. N° 3359247910, Roche), 20 U de
inhibidor de ARNasas (RNAse out, 40 U/uL), 30 U de la ARN polimerasa

correspondiente (tabla 4), H20 ISH hasta completar 20 pL del volumen final.
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Tabla 4
ARN polimerasas utilizadas para la transcripcién in vitro de los ARNc
para el VGIuT2, la GAD67 o la TRH.

Plasmido ARN polimerasa utilizada para generar la
linearizado cadena antisentido
VGIuT2/ Sal | T7 (5000 Ul; 20 U/pL, Roche Cat. N° R2251S)
TRH/ Nco | | SP6 (1000 Ul; 20 U/uL, Roche Cat. N° 10 810 274
001)
GADG67/ Sac | T7 (5000 Ul; 20 U/pL, Roche Cat. N° R2251S)

Los tubos con la mezcla de reaccidén se colocaron en un horno con temperatura
controlada a 37° C durante 1 hora; posteriormente se adicion6 1 pL de ARN
polimerasa a cada tubo (de acuerdo a la tabla 4), equivalente a 30 U de enzima.
Nuevamente se incubd a 37°C durante 1 hora. Transcurrido este periodo se
adicionaron 10 unidades de ADNsa | 10 U/uL (Roche, cat. N° 04 716 728 001), 0.5
puL de inhibidor de ARNasas (40 U/uL) equivalente a 20 U, 1 pL de ARN de
transferencia 10 pg/pL (tARN de Levadura tipo X-SA, Sigma-Aldrich, cat. N° R8759-
500UN) y se incub6 a 37°C por 45 min. Para detener la reaccion de transcripcion
se adicion6 H20 milli Q hasta llegar a un volumen final de 100 pL. Los transcritos
marcados se precipitaron con 1/25 de volumen de NaCl 5 M y 3 volimenes de
etanol absoluto frio durante 12 h a -20°C. Transcurrido el tiempo, se centrifugaron
por 30 min a 19400 g a 4°C y se retir0 el sobrenadante para dejar secar la pastilla
de ARN por 10 min a T.A. Posteriormente se resuspendio la sonda de ARN en 100
pL de H20 -ISH/SDS 0.2%. Se realiz0 una 22 precipitacion con 1/25 volumen de
NaCl 5 M (saturado) y 3 volumenes de etanol absoluto frio durante toda la noche a
-20°C. El transcrito se recuper6 por centrifugacion a 19400 g a 4°C durante 30 min;
a continuacion, se retiré el sobrenadante dejando soélo la pastilla que contenia la
sonda marcada y se resuspendié y mezclé nuevamente en 500 pL de EtOH al 70
%. Para finalizar, se centrifugé a 19400 g a 4°C durante 10 min, y se retir0 el

sobrenadante para dejar solo la pastilla que contenia la sonda marcada. La pastilla
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se resuspendio por ultima vez en 100 pL de SDS-H20-ISH al 0.1% Yy el transcrito
marcado se almacend a -20°C hasta su uso.

6.9.2 Pre-hibridacion y fijacién de tejidos perfundidos

Los tejidos montados en laminillas para hibridacion se colocaron dentro de vasos

coplin y se agrego por tiempos y en orden las siguientes soluciones:

+ 1 lavado en PBS 1X durante 3 min a T.A.

+ 1 lavado con tritdbn X-100 (Sigma Aldrich, T8787) al 0.3%- PBS 1X en H20-
ISH durante 15 min a T.A.

+ 1 lavado en PBS 1X durante 3 min a T.A.

+ Incubacion con proteasa K (1 pg/mL) con agitacion continua durante 30 min
a 37°C.

+ Fijacion adicional en paraformaldehido al 4% / 0.006 N NaOH / PBS 1X frio
(4°C) durante 5 min a T.A.

+ 2 lavados en PBS 1X durante 3 min a T.A.

+ Acetilacion con anhidrido acético (Sigma Aldrich, Cat. 320102) al 0.25% -
trietanolamina (Sigma Aldrich, Cat.T58300) 0.1M durante 10 min a T.A. *esta

solucién se prepara al momento debido a que el anhidrido acético se ioniza con el agua; se
utiliza trietanolamina (TEA) para mantenerlo en su forma original, sin embargo, ésta tltima

pierde su propiedad protectora al oxidarse con la luz.

+ Incubacion en formamida al 50% en SSC 2X H20-ISH en un rango de 10 min
a 1 hora, a 37°C. Las laminillas pueden permanecer en esta solucién hasta
que les sea colocada la mezcla de hibridacion.

6.9.3 Pre-hibridacion y fijacion de tejidos congelados

Los tejidos montados en laminillas para hibridacion se colocaron dentro de vasos
coplin y se agreg0 por tiempos y en orden las siguientes soluciones a T.A:
+ Paraformaldehido al 4%/0.006 N NaOH/PBS 1X frio (4°C) durante 10 min a
+ Anhidrido acético 0.895%/0.25 % Trietanolamina por 10 min.
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b

b

SSC 2X durante 2 min.

EtOH 75% por 2 min.

EtOH 80% 2 min.

EtOH 95% 2 min.

EtOH absoluto 2 min.

Cloroformo (Sigma Aldrich, cat. N° V001674-1L) durante 5 min.
EtOH absoluto por 2 min.

EtOH 95% por 2 min.

Por ultimo, las laminillas se dejaron secar tendidas sobre la mesa en una superficie

libre de polvo antes de hibridar.

6.9.4 Mezcla de hibridacién

Un mL de mezcla de hibridacién contuvo las siguientes soluciones stock:

-

-

b

b

-

0.1 g de dextran sulfato (Sigma-Aldrich, cat. N° D8906-50G).

100 pL de SSC 2X.

250 pL de Tris HCI 1M pH 8.0.

10 pL de Denhardt’s 100 X.

10 pL de DL-Dithiothreitol 1M.

25 pL de ADN de esperma de salmén (Sigma-Aldrich, cat. N° D1626-250
mg) previamente desnaturalizado 5 min/65°C.

500 pL de formamida (Sigma-Aldrich, cat. N° F7503-1L).

20 pL de SDS al 10 %.

Se aforé a 1 mL con H20 ISH y se incubd a 54°C previo a la hibridacion.

6.9.5 Hibridacion in situ radiactiva (®®*S) o fluorescente (FISH) para la

TRH, el VGIuT2 y la GAD67

A cada laminilla se le agreg6 0.75 uL de DTT 1 M, 3 pL de sonda marcada con

digoxigenina (el VGIuT2, la GAD67 o la TRH), o 0.5x10° cuentas por min (cpm) de

sonda de la TRH marcada con 3°S-UTP y CBP de mezcla de hibridacion para

obtener un volumen final de 60 pL por cada lamina; una vez que el volumen
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embebid los cortes, se cubri6 la superficie de la laAmina que contenia los cortes con
papel Parafiim® (2 x 2.5 cm o del tamafio necesario para cubrir los cortes), evitando
la formacion de burbujas. Las ldminas se colocaron dentro de una camara humeda

horizontal (ver apéndice) para incubarse a 54°C por aproximadamente 14-16 h.

6.9.6 Lavados post-hibridacion

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se sacaron las laminillas del horno y
una a una se fueron colocando en un vaso de precipitados que contenia 40 mL de
SSC 1X a T.A para retirar el Parafiim® y la mezcla de hibridacién dentro de la
solucion. Posteriormente se acomodaron las laminas en vasos coplin con SSC 1X
durante 15 min a T.A y con agitaciébn constante; transcurrido el tiempo, las
soluciones se sustituyeron para realizar una serie de lavados con agitacion continua
y diferentes condiciones de astringencia y temperatura con el fin de eliminar el
pegado inespecifico de la sonda:

+ Amortiguador para la ARNsa A 1X (ver apéndice) por 5 min a 37°C.

+ ARNsa A (50 pg/mL) disuelta en amortiguador para ARNsa A al 1X durante

1 hora a 37 °C.

+ SSC 1X por 15 min a 65°C.

+ SSC 0.5X por 15 min a 65°C.

+ SSC 0.1X durante 30 min a 65°C (2 veces).

+ SSCO0.1Xde3a5minaT.A.
Las laminas pasaron directamente de la ultima solucién de lavado a la solucion de

bloqueo para mantener la humedad constante.

6.9.7 Solucion de bloqueo e incubaciobn con un anticuerpo

antidigoxigenina-fosfatasa alcalina

La dltima solucion de lavado se sustituyd por la una mezcla de bloqueo, la cual se
preparé con concentraciones finales de SSC 2X, Albumina bovina al 2% grado
cultivo celular (BSA marca sigma Cat. A-8022), Triton X-100 al 0.05% y H20 ISH.
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Se homogenizo6 en un vortex hasta su disolucién; las laminas se incubaron durante
5 h con agitacién moderada a 22°C.

Transcurrido este tiempo, se agregaron 60 pL de una mezcla de bloqueo con
anticuerpo por cada lamina, la cual se preparé con concentraciones finales de
anticuerpo anti dig-fosfatasa alcalina (Ab dig-PA) 1:50, Albumina (BSA) al 1%,
Tritdbn X-100 al 0.3% y amortiguador A como disolvente (0.1M Tris HCI pH=7.6,
NaCl 0.15 M en H20-ISH); la laminilla se cubri6é a lo largo con un Parafilm de 2 x
2.5 cm, se evitd la formacion de burbujas y se introdujeron las laminas
horizontalmente en una camara humeda (preparada so6lo con agua y papel
absorbente colocado en la parte superior de la tapa), se incubaron de esta forma a
4°C, durante 48 h.

6.9.8 Revelado de laminas

Para hacer evidente la sefial del ARNm hibridado con la sonda marcada con
digoxigenina y unida a un anticuerpo Ab-dig-PA, se utiliz6 un sustrato colorido
(NBT/X fosfato) o bien un sustrato fluorescente con amplificacion (Tiramida-DMSO-
Alexa 488). Para el revelado de la sonda marcada con el isotopo radiactivo, se
emulsionaron las laminas con una pelicula fotografica NTB (Kodak), que al ser
expuesta a las particulas radiactivas mostraron un precipitado de particulas de plata
sobre la region positiva al ARNm de interés. Los revelados se explican en los

préximos parrafos y se realizaron de acuerdo a la siguiente tabla:
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Tabla 5
Marcaje de sondas para el VGIuT2, la GAD67 o la TRH con 35S-UTP o dig-UTP y
su conjugado a revelar (PA o FISH), en los diferentes grupos experimentales de

ayuno y control.

Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Sonda Marcaje y su conjugado
VGIuT2 - Digoxigenina-fosfatasa | Digoxigenina/Tiramida-DMSO-
alcalina (PA). Alexa 488 (FISH).
GADG67 - Digoxigenina-fosfatasa | Digoxigenina/Tiramida-DMSO-
alcalina (PA). Alexa 488 (FISH).
TRH 35S-UTP Digoxigenina-fosfatasa | Digoxigenina/Tiramida-DMSO-
alcalina (PA). Alexa 488 (FISH).

6.9.9 Revelado de laminas con anti digoxigenina-fosfatasa alcalina (Ab
dig-PA)

Para revelar la sefial de las sondas marcadas con digoxigenina, se utiliz6 un
anticuerpo anti digoxigenina-fosfatasa alcalina (Ab dig-PA) y el sustrato para la PA
NBT/X-fosfato (NBT, Cat. 11383213001, Roche; X-fosfato, Cat. 11383221001,
Roche).

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion con el Ab dig-PA, se sacaron las
laminas del refrigerador y se les retird el Parafim® dentro de una solucién de
amortiguador A (0.1 M Tris HCI pH 7.6 y 0.5 M NaCl disueltos en H20). Una vez
libres de Parafilm®, a las laminas se cambiaron a una solucion que contenia NBT/X-
fosfato; se par6 la reaccion al cambiar esta ultima solucion por otra que contenia
Amortiguador B. Las laminas se enjuagaron dos veces en el amortiguador By 1 vez
en agua; por ultimo, se dejaron secar y se recubrieron con medio de montaje y

cubre objetos de 22 x 50 mm (Cat. E72236-60, Fisher). Después de unos dias se
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observaron al microscopio y se adquirieron imagenes con un microscopio de campo
claro DM 1000 LED y una camara DFC450C Leica.

6.9.10 Revelado de sefial con Digoxigenina, Tiramida-DMSO-Alexa 488

Transcurrido el tiempo de incubacién con un anticuerpo (Ab) dig-peroxidasa (Ab-
dig-POD), se reveld la sefial de hibridacion con fluorescencia TSA (sefial de
amplificacion de Tiramida.

Se atemperaron las laminillas y soluciones a usar durante 30 min. Posteriormente
se retird el parafilm de las laminillas dentro de una solucion de PBT (PB 0.01 M pH
7.4 | NaCl al 0.9%/ Tween 20 al 0.1%) para después ser lavadas 3 veces en la
misma solucion a T.A y en agitacion constante durante 15 min. En condiciones de
obscuridad parcial, se colocé sobre cada lamina, de manera individual, la mezcla
de revelado (Tiramida al 0.01% / H202 al 0.0015%), usando un amortiguador de
amplificacion como disolvente (estuche mp 20912, #2 Invitrogen) suficiente para
cubrir la preparacién, e inmediatamente se recubrieron las laminillas con un
Parafiim®; se procuré que los cortes se embebieran por completo, libres de
burbujas, durante 15 min a T.A. Se retir6 nuevamente el parafiim dentro de la
solucion de PBT. Cuando la sefial revisada en el microscopio fue éptima, se lavaron
las laminas 3 veces en PBT por 15 min a T.A con agitacion constante y un ultimo
lavado con PBT 0.01 M durante 15 min a T.A con agitacion constante. Las laminillas
se dejaron secar, se resguardaron de la luz y se observaron al microscopio.
Después del analisis se almacenaron en un lugar protegido de la luz y con baja
humedad.

6.9.11 Emulsidén de laminillas marcadas con 3°S-UTP

+ Las laminas que fueron hibridadas Unicamente con la sonda radiactiva
pasaron del ultimo lavado post hibridacion (SSC 0.1X a T.A) a deshidratacion
con concentraciones de etanol ascendentes como sigue:

+ EtOH 75% por 2 min.
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+ EtOH 80% 2 min.
+ EtOH 95% 2 min.
+ EtOH absoluto 2 min.

Al término de la deshidratacion, en condiciones de total obscuridad dentro un cuarto
obscuro, las laminas se extendieron sobre la mesa de trabajo para permitir el
secado total de las mismas. Enseguida se utilizé una emulsion (NTB, Kodak) diluida
1:1 (H20 destilada), la cual fue incubada durante 15 min dentro de un bafio de agua
con temperatura de 42 °C para llevarla a la fase liquida; transcurrido ese tiempo,
se homogenizo el contenido del frasco de emulsion -lentamente con un agitador de
vidrio y sin formar burbujas- y se vacié en una copa de vidrio estrecha (Cat. #70520,
Electron Microscopy Sciences) para humedecer Unicamente el area de interés de
las laminas. Las laminas se introdujeron una a una en la emulsion, en posicion
vertical durante 5 segundos, para después ser mantenidas en la misma posicion,
en una gradilla durante una hora para su secado; una vez secas se guardaron en
una caja de plastico protegida de la luz, con capsulas de silica gel deshidratadas.
La caja fue resguardada de la luz y se mantuvo a 4°C durante 7 dias para el ARNm
de la TRH.

6.9.12 Revelado de las laminillas emulsionadas, marcadas con 3®*S-UTP

El revelado de las laminas se llevo a cabo en condiciones de total obscuridad dentro
un cuarto obscuro; todas las soluciones que se utilizaron se encontraron en un
rango de temperatura de 13 + 1 °C. Las laminas se sumergieron en el siguiente

orden:

* Revelador (ISH D-19 Kodak) por 1.40 min.

+ Acido acético al 2% por 1 min.

+* Fijador (GBX FCS) durante 4 min.

+ Nuevamente en fijador por 4 min, con la luz roja de seguridad encendida

+ H20 por 4 min.
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Posterior al revelado, las laminas se sometieron a un tren de deshidratacion a
temperatura ambiente, sumergiéndolas en las soluciones en el siguiente orden:

+ Alcohol al 70% por 2 min.

+ Alcohol al 80% por 2 min.

+ Alcohol al 90% por 2 min.

+ Alcohol al 95% por 2 min.

+ Alcohol absoluto durante 2 min.

+ Nuevamente Alcohol absoluto por 2 min.

+ Xilol durante 2 min.
Aun dentro de esta Ultima sustancia, se tomé una lamina, una a la vez, y se
agregaron 2 gotas de medio de montaje; se coloc6 un cubreobjetos encima de la

preparacion, evitando la formacion de burbujas y se dejé secar por 24 h.

6.9.13 Adquisicion y cuantificacion de imagenes de los tejidos
hibridados

Al término de la hibridacion in situ, se midio la concentracion del ARN mensajero
de la TRH. La imagen de cada corte de cerebro se tomo en la zona del NPV dividido
para su estudio en anterior, medio, medio-posterior y posterior; de esta forma las
sefales se analizaron y compararon entre zonas y entre grupos experimentales,
cuantitativa y cualitativamente. Las imagenes fueron adquiridas empleando el
objetivo de 40X en las laminas hibridadas con *S-UTP, para lo cual que se utiliz6
un microscopio Optika 4083.B5 (Italia) con campo obscuro, conectado a una
camara y software OPTIKA TCB 5.0 (ltalia). Para las laminas reveladas con
Tiramida-DMSO-Alexa 488, se utiliz6 un microscopio para fluorescencia marca
Leica DM 1000 LED con objetivos HI PLAN 10X/0.25, 20X/0.40 o 40X/0.65 y filtros
con paso de banda (BP) de 480-40/ espejo dicromatico (DM) 505/ barrera de paso
(LP) 527/30. Las imagenes fueron capturadas usando una camara digital Firewire

(DFC450C, Leica) y un software Leica Application Suite®.
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Para el analisis del experimento en la curva de respuesta del ARNm de la TRH al
ayuno, hibridado con la sonda 3°S-UTP, se cuantificé el nimero total de células
positivas a la TRH o bien dos categorias, 1) células con sefal alta, en donde el
experimentador no visualiza granos de plata individuales en una misma célula 'y 2)
células con sefal intermedia a baja, en donde el experimentador visualiza granos

de plata individuales en una misma célula.

El andlisis se realizd delimitando la zona que comprende el NPV y dividiendo el
ndcleo de anteroposterior, con el programa Image J, version 1.52 de uso libre
(National Institutes of Health, USA). En este programa las fotografias se convirtieron
a imagenes en escala de grises de 8 bits, se invirtié la luz para que las células se
apreciaran en blanco y negro (negro=sefal positiva) y se les ajustd el umbral a 245
qgue considera todos los tonos de grises para su medicion. Los datos de cada
categoria fueron exportados a Excel, para ser organizados y promediados por
animal y grupo experimental. El andlisis estadistico se realiz6 con el programa
Sigma Plot version 12.3 para determinar diferencias entre grupos mediante analisis
de varianza (ANOVA) de una via (grupo control con alimento ad libitum contra los
grupos de ayuno de 36, 44 o 50 h) y comparacién multiple con la prueba Holm-
Sidak.

La sefial fluorescente para las hibridaciones de VGIlut2 o GAD67 se adquirié con un
microscopio confocal de escaneo laser Zeiss 510 META, equipado con un laser de
iones de argon de 488 nm (Alexa Fluor 488) y acoplado a un Microscopio Axiovert
200 M. Durante la adquisicion de las imagenes se mantuvieron constantes los
siguientes parametros: punto de referencia=1, ganancia del detector=750,
desplazamiento del amplificador=-1.738, ganancia del amplificador=1, fuente

laser= 25%.

El disefio de las figuras para los experimentos con radiactividad o fluorescencia, se

realizé con el programa Adobe Photoshop CS6.
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7. RESULTADOS

7.1 Distribucion del ARNm de la TRH por ISH radiactiva en el NPV de
animales con ayuno de 36,44 0 50 h

Se realizé una curva para evaluar la respuesta de las neuronas de la TRH
hipofisiotrépicas a diferentes tiempos de ayuno. Las hibridaciones se hicieron en
cortes de cerebro de ratones macho adultos de la cepa C57/BL6/JN a lo largo del
NPV, tanto en rebanadas que contuvieron a las neuronas de interés (NPV medio y
posterior), como en rebanadas de la zona anterior, que contuvieron neuronas de la
TRH no hipofisiotropicas. El patron de distribucion para el ARNm de la TRH
evaluado por ISH con una sonda radiactiva marcada con 3°S-UTP, fue similar al
reportado previamente en la literatura por Kadar (Kadar y cols., 2010). Las
neuronas positivas a la TRH se observaron en todas las zonas parvocelulares del

NPV sin importar la condicién experimental (Figura 4).

En direccidon anteroposterior, las neuronas de la TRH se distribuyeron en el NPV
parvocelular anterior (NPVa), medial (NPVm), medial posterior (NPVmp) y en la
zona posterior (NPVp), siendo las zonas anterior y medial las que contuvieron un
mayor numero de neuronas de la TRH alineadas a ambos lados del tercer ventriculo
(Figura 4, 1l1). La zona posterior del ntcleo contuvo menos neuronas positivas a la
TRH Yy las que se observaron, formaron cumulos a ambos lados del tercer ventriculo
(NPVp Figura 4).
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Figura 4. Micrografias en campo obscuro de cortes coronales representativos del
nacleo paraventricular del hipotalamo (NPV) en direccion anteroposterior. Ratones
macho de la cepa C57/BL6/IN en los distintos grupos experimentales: control ad
libitum, ayuno de 36, 44 y 50 h. El ARNm de la TRH se hibridé con una sonda
marcada con 3°S-UTP en cortes coronales de 18 um de grosor bregma -0.46 a -
1.06 mm (George Paxinos, 2001). Las neuronas positivas al ARNm de la TRH se
observaron en todas las zonas parvocelulares del NPV sin importar la condicion
experimental; la zona anterior (NPVa) y medial (NPVm) contuvieron un mayor
namero de neuronas de la TRH alineadas a ambos lados del tercer ventriculo (llI).
Los grupos con un ayuno de 36 0 44 h mostraron menos neuronas con sefial para
el ARN mensajero de la TRH en las zonas medial-posterior (NPVmp) y posterior
(NPVp) del NPV en comparacion con el grupo control ad libitum y el grupo con
ayuno de 50 h. Ill= tercer ventriculo. Ayuno 36 h n=3 ratones; ayuno 44 h n=3

ratones; ayuno 50 h n=2 ratones; control ad libitum n=2 ratones.
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7.2 Cuantificacion del numero total de células positivas al ARNm de la
TRH detectado con 3°S-UTP en el NPV de animales con ayuno de 36, 44
050h

El ARNm de la TRH detectado con la sonda radiactiva 3°S-UTP, se analiz6 en el NPV
de la region hipofisiotropica mediante el conteo del numero total de células que
expresa al mensajero TRH 3°S-UTP. En comparacién con el grupo control ad libitum,
el numero total de células fue similar en el inicio de la zona medial (NPVm) y medial
posterior del NPV (NPVmp) de todos los grupos y disminuyo considerablemente en la

zona posterior de los 3 grupos con ayuno (Figura 5).

Comparacién de los grupos ayuno 36, 44, 50 h y control ad libitum en
el NPV de ratén

90 . T EAyuno 36 h
80 —}— __}T
70 HH { T E1Ayuno 44 h
E El 2l _
ot 60 ©Ayuno 50 h
© 50 [ =] 1581
% 31 34 . 79 756
£ 40 5 72 L) Lo m Control ad
S & libitum
Z30 A T
20
10 zona del NPV

NPVmM NPVmp NPVp

Figura 5. La grafica representa el niumero total de células positivas al ARNm de la TRH
marcado con 35S «-UTP en el nacleo paraventricular del hipotdlamo (NPV) de ratones
macho de la cepa C57/BL6/JN en animales control (agua y comida ad libitum) y en los
grupos experimentales con ayuno de 36, 44 0 50 h. La sefial para la TRH (n=6 cortes por
region/animal) se dividié para su analisis en medial (NPVm), medial posterior (NPVmp) y
posterior (NPVp) en el bregma -0.46 a -1.06 mm segun Paxinos (George Paxinos, 2001).
La zona posterior de todos los grupos ayunados muestra un menor nimero de células en
comparacion con el grupo control ad libitum. Ayuno 36 h n=3; ayuno 44 h n=3; ayuno 50

h n=2; control ad libitum n=2.
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Si bien el namero total de células positivas al ARNm de la TRH fue similar en las
zonas medial (NPVm), medial posterior (NPVmp) de todos los grupos con ayuno
(Figura 5), el analisis en categorias del niumero de células con mayor y menor
concentracion de ARNm de la TRH en la zona hipofisiotrépica, mostré diferencias

significativas en las zonas NPVmp y NPVp respecto al grupo control (Figura 6).
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Figura 6. Efecto del ayuno sobre el niumero de células con mayor y menor

concentracion de ARNm de la TRH en las neuronas hipofisiotrépicas del NPV.

La gréfica representa el promedio del numero de células con mayor y menor
concentracion del ARNm de la TRH marcado con 35S en el NPV de cerebros de
ratones macho de la cepa C57/BL6/JN de animales control (comida ad libitum,
barras claras) y animales con ayuno de 36, 44 o 50 h (barras obscuras); todos con
agua ad libitum. ElI NPV se dividio para su analisis en medial (NPVm), medial
posterior (NPVmp) y posterior (NPVp). Los datos fueron adquiridos con el programa
Image J (NIH), graficados con Excel y analizados con ANOVA de una via y la

prueba de comparacion mdaltiple Holm-Sidak. Diferencias significativas con
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respecto al grupo control de una misma categoria *: P < 0.05; **: P < 0.01; **. P <
0.001. Ayuno 36 h n=3, Ayuno 44 h n=3, Ayuno 50 h n=2, Control n=2.

7.3 Determinacién de la cantidad de la sonda de digoxigenina empleada
para visualizar los ARNs mensajeros de la TRH, el VGIuT2 y la GAD67

Si bien se emplearon sondas previamente reportadas en la literatura, se realizé una
ISH de prueba para dilucidar la cantidad ideal para obtener una senal adecuada del
ARNmM en estudio en los tejidos de ratdon, en nuestras condiciones experimentales.
Se realiz6 una curva empleando 3 concentraciones de la sonda marcada con dig-
UTP y revelada con Ab dig-fosfatasa alcalina. Se emplearon 1, 3 0 5 pL por cada
60 pL de mezcla de hibridacion/laminilla, de las sondas dirigidas a los ARNs
mensajeros de la TRH, el VGIuT2 y la GAD67 en una concentracion de 100 ng/uL.
Se determiné que un volumen de 3 uL correspondiente a 300 ng para cada una de
las sondas, es suficiente para obtener una sefial adecuada (fuerte y sin saturar) en
la ISH del NPV de cerebros de raton (datos no mostrados).

7.4 Deteccion de los ARNm del VGIuT2 y la GAD67 por ISH, empleando
dig-UTP/fosfatasa alcalina en el NPV de ratonas expuestos a un ayuno
de 36 h

Con base en los resultados de la curva de ayuno en los grupos de 36, 44 y 50 h, se
determind que 36 h son suficientes para alcanzar la inhibicion del ARNm de la TRH
en el NPV. Con ello, un nuevo grupo de ratonas adultas de la cepa C57/BL6/JN fue
sometido a un ayuno de 36 h con agua ad libitum, a la par con un grupo control
(aguay alimento ad libitum), para evaluar la concentracién del ARNm del VGIuT2 y
el ARNm de la GAD67 en el NPV alo largo de la zona anteroposterior. En un primer
set de tejidos, la deteccion para ambos mensajeros se realizé por ISH empleando
una sonda marcada con digoxigenina y revelando la sefial con un anticuerpo anti-
digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (anti dig-PA). La sefial se evidencio por
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la precipitacion del sustrato para la fosfatasa (NBT-X fosfato; coloracion morada)
en varias zonas del tejido, incluyendo el NPV, el cual mostr6 la forma triangular
caracteristica del nucleo (Figura 7 C, D). Esta hibridacidén se realizd en cortes de
tejido contenidos en el bregma -0.46 al -1.06 mm segun el atlas de Paxinos (George
Paxinos, 2001) y se compardé con la reportada en el Allen Mouse Brain Atlas ((Lein
y cols., 2007)), (Figura 7 A, B). Si bien la sefal observada para el VGIuT2 o la
GADG67 en los cortes de los animales experimentales fue especifica para el NPV y
otros nucleos del hipotalamo y del talamo contenidos en el mismo corte, la
precipitacion no uniforme del sustrato, asi como la calidad de los tejidos al final del

procedimiento no fue éptima para su analisis y cuantificacion.
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Figura 7. A-B, Distribucion de los ARNm para el VGIUT2 y la GAD67 en el NPV de
raton segun el Allen Mouse Brain Atlas (Lein y cols., 2007). A) VGIuT2, B) GAD67. C-
D, Micrografias representativas en campo claro del NPV de ratonas de la cepa
C57/BL6/JN hibridados con una sonda dig-UTP para el VGIuT2 (C) o la GAD67 (D) y
revelados con anti dig-fosfatasa alcalina/NBT-X fosfato. La punta de flecha sefala al
ARNM del VGIuT2 o al de la GAD67 en las neuronas del NPV en la zona media, lll:

tercer ventriculo. Amplificacién 10X, escala en C-D=10X.
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7.5 Deteccion del ARNm de la TRH empleando dig-UTP/ Tiramida-
DMSO-Alexa 488 en el NPV de ratones expuestos a un ayuno de 36 h

Se realiz6 una tercera hibridacion en cortes coronales de la zona media del NPV
de ratones macho expuestos a un ayuno de 36 h y en ratones control, empleando
como revelador el fluorocromo Alexa 488 y la reaccion de amplificacion de
Tiramida-DMSO. Los tejidos hibridados con la sonda dig-UTP dirigida al ARNm de
la TRH y revelados con Alexa 488, mostraron un patron de distribucion similar al
observado con la sonda 3°S-UTP (Figuras 4 y 8). La sefial fluorescente para Alexa
488 mostro células positivas a la TRH a ambos lados del tercer ventriculo (Figura
8), que disminuyeron en namero hacia la zona posterior del nucleo (NPVp) y en
intensidad en el grupo de ayuno 36 h con respecto al grupo control ad libitum (Figura
8). No obstante, los cortes que llegaron al final del experimento, no fueron
suficientes para ser analizados estadisticamente en categorias, como se describio
para el experimento con 3S-UTP en el que se realizaron hibridaciones de todos los
cortes de cada animal/ por grupo experimental a lo largo del NPV para tener un

namero suficiente de cortes/region/animal/grupo experimental.
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Figura 8. Distribucion del ARNm de la TRH en el NPV de ratones macho con 36
h de ayuno. La sefial del ARNm se detecté con un Ab dig-POD y Tiramida-
DMSO-Alexa 488. Imagenes representativas de 1 animal control (columna
izquierda) y 1 animal con ayuno de 36 h (columna derecha). La flecha sefiala
células positivas al ARNm de la TRH en las neuronas del NPV. La sefal
fluorescente para Alexa 488 mostré células positivas a la TRH a ambos lados del
tercer ventriculo que disminuyeron en nimero y en intensidad hacia la zona
posterior del nucleo (NPVp) en el grupo de ayuno 36 h en comparacion con el
grupo control. NPVa= NPV anterior, NPVm= NPV medio, NPVp= NPV posterior;

Ill= tercer ventriculo. Amplificacion 40X.
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7.6 Deteccién de los ARNm del VGIuT2y la GAD67 empleando dig-UTP/
Tiramida-DMSO-Alexa 488, en el NPV de ratones expuestos a un ayuno
de 36 h

A la par con la ISH fluorescente de la TRH, se realizo la hibridacion para detectar a
los ARNm del VGIuT2 y la GADG67 en cortes contiguos del NPV del grupo de ratones
expuestos a ayuno por 36 h y grupo control, descrito en el apartado anterior. El
ARNmM del VGIUT2 presentd una sefal basal baja en el NPV (control del VGIuT2,
Figura 9), mientras que el de la GAD67 presentd una sefial basal mayor a la del
VGIuT2 tanto en el area del NPV como en las inmediaciones del mismo (control de
la GAD67, Figura 9). En el grupo ayuno de 36 h se observé una tendencia al alza
para ambos ARNm tanto en el NPV como en las inmediaciones del nucleo (Figura
9), que no pudieron ser analizadas estadisticamente por la pérdida de cortes a lo
largo del NPV/ animal/ grupo experimental durante la estandarizacién de la
metodologia.

VGlut 2 GAD67

CONTROL CONTROL

Figura 9. Micrografias representativas de la zona media del NPV de ratones macho
de la cepa C57/BL6 sometidos a 36 h de ayuno y control (Ad libitum). Los tejidos
se hibridaron en cortes coronales de 18 pum de grosor con una sonda dig-UTP

dirigida al ARNm del VGIuT2 o la GAD67; la sefial verde fluorescente se detectd
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con un Ab dig-POD/Tiramida-DMSO-Alexa 488. La punta de flecha sefiala al ARNm
de VGIuUT2 o el de GAD67 en las neuronas del NPV. El ARNm de la GAD67
presentdé una sefal basal mayor a la del VGIuT2 tanto en el NPV como en las
inmediaciones del mismo, en los grupos control. En el grupo ayuno de 36 h se
observo una tendencia al alza para ambos ARNm tanto en el NPV como en las

inmediaciones del nucleo. IlII: tercer ventriculo. Amplificacion 40X.
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8. DISCUSION

La ingesta de alimentos, la reparticion de nutrientes y el estado de saciedad,
implican la actividad de neuronas hipotalamicas que integran sefiales provenientes
del sistema nervioso central y periférico, asi como sefiales humorales que
mantienen el balance energético (Lopez-Gambero, Martinez, Salazar, Cifuentes, &
Nualart, 2019; Wynne, Stanley, McGowan, & Bloom, 2005). Las sefiales humorales
incluyen nutrientes como la glucosa y hormonas como la leptina, la insulina y la
grelina, que controlan la actividad de neuronas sensoriales de primer orden en los
organos circunventriculares y de neuronas de segundo orden en el hipotalamo o
centros de regulacion ascendentes como el tAlamo y la corteza cerebral entre otros
(Bouret y cols., 2004; Sainsbury & Zhang, 2012).

Entre los sistemas de respuesta neuroendocrinos mejor conocidos, se encuentran
las neuronas hipofisiotrépicas de la regién parvocelular medial (Pam) del ndcleo
paraventricular (NPV) del hipotdlamo, que producen a la hormona liberadora de
tirotropina (TRH) y participan en la regulacion del eje tiroideo, el metabolismo basal
y la termogénesis (Fekete & Lechan, 2014). No obstante, los mecanismos

moleculares que regulan estos procesos, son complejos y no se conocen del todo.

El objetivo de este trabajo consistié en caracterizar la respuesta de las neuronas de
la TRH hipofisiotrépicas ante una condicion de balance energético negativo como
el ayuno prolongado. El analisis cuantitativo de las neuronas de la TRH, mostré una
disminucién estadisticamente significativa en la concentracion del ARNm de la TRH
en la zona medial-posterior del NPV en animales con distintos grados de ayuno
prolongado, a la par con una tendencia al alza en la actividad de las neuronas
GABAérgicas o las glutamatérgicas de la misma region. Adicionalmente se
demostrd, que la inhibicién de las neuronas de la TRH ocurre en una subpoblacién
significativa a lo largo de la zona medial-posterior, donde una poblacion de
neuronas de la TRH no disminuye la concentracion del ARNm de la TRH en

respuesta al ayuno.
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Inhibicion de las neuronas de la TRH hipofisiotrépicas durante el ayuno

Las neuronas de la TRH hipofisiotropicas responden al ayuno prolongado
disminuyendo la concentracion del ARNm de la TRH en el NPV y la actividad del
eje tiroideo tanto a nivel central como a nivel periférico (Boelen, Wiersinga, & Fliers,
2008; Fekete & Lechan, 2014). Tanto en la rata como en el ratdn, la concentracion
del ARNm de la TRH disminuye significativamente a las 48 h (Lazcano y cols.,
2015) o a las 36 h (este estudio), pero después de un ayuno mayor (72 h en la rata
(Lazcano y cols., 2015)), 50 h en el ratdén (este estudio), se recupera a nivel del
control basal (Lazcano y cols., 2015), (Figura 6). Dicha inhibicion esta mediada en
parte por la caida de la concentracion de la leptina en sangre (Legradiy cols., 1997),
por la activacion de aferentes orexigénicas del ndcleo arcuato sobre neuronas de
la TRH hipofisiotropicas del NPV (Fekete y cols., 2001; Krashes y cols., 2014) y por
el aumento tanto en la produccion local de hormona tiroidea como en la
degradacion de la TRH activa en el hipotdlamo medio basal (HMB) (Lazcanoy cols.,
2015), el sitio en donde yacen las terminales nerviosas de neuronas de la TRH que
liberan su contenido hacia el sistema portal-hipofisario para regular la actividad del

eje tiroideo.

La recuperacién de la concentracion del ARNm de la TRH durante el ayuno
prolongado estd menos documentada, sin embargo, podria estar relacionada con
la habituacion de los animales al estrés que conlleva adaptarse a esa condicion de
balance energético negativo. Lazcano y colaboradores reportaron, un aumento en
la concentracién sérica de corticosterona, 48h después de iniciado el ayuno en la
rata y el regreso a la concentracion basal con referencia al grupo control, a las 72
h del ayuno, a la par con una recuperacion tanto en la concentracién del ARNm de
la TRH en el NPV como del péptido activo en las terminales nerviosas del HVB
(Lazcano y cols., 2015). No obstante, la actividad general del eje permanece
inhibida, recuperandose en su totalidad hasta 24 h después de que el animal ha
reiniciado la reingesta (Sanchez y cols., 2008). Una interpretacion adicional
considera la reactivacion parcial del eje tiroideo durante el ayuno prolongado, para
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mantener las demandas energéticas (regulacion basal de la temperatura, actividad

celular, entre otras) y la sobrevivencia del organismo.

Consideraciones metodolégicas

Los datos mostrados en el presente trabajo consideran la respuesta de ratones
macho de la cepa C57/BL6/JN a un ayuno prolongado. En estudios piloto realizados
a lo largo de este proyecto, se analizo la respuesta del ARNm de la TRH al ayuno
tanto en hembras como en machos sin embargo, al igual que lo reportado en ratas
hembra (Jaimes-Hoy y cols., 2016), o en ratonas de la misma cepa (Sanchez E., y
cols., en prensa), la inhibicion del eje tiroideo fue menos robusta y en algunas
hembras incluso no significativa (datos no mostrados) por lo que el estudio se

enfoc6 en ratones macho.

Los resultados en las hembras, evidencian una respuesta desigual que pudiera
estar condicionada por cambios en la expresion del ARNm de la TRH, debidos al
ciclo estral, al estrés diferencial entre hembras y machos o bien a factores de
naturaleza desconocida (Uribe RM et al., 1991; Joseph-Bravo et al., 2020). Por lo
que, estudiar el efecto del ayuno en hembras cicladas a la vez que se preservan
las condiciones en las que se evitan factores de estrés como ruido, sobre

manipulacion y aislamiento, podria apoyar los resultados obtenidos en los machos.

Si bien las hembras empleadas para estas hibridaciones no fueron cicladas,

consideramos importante dejar esta evidencia para proyectos futuros.

En cuanto a la técnica, la deteccién para VGlut2 y GAD67, se realiz6 por ISH donde
la sefial se evidencio con un anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatasa
alcalina (anti dig-PA), las células positivas al mensajero se observaron con una
precipitacion del sustrato, sin embargo, esta no fue uniforme, ademas de la falta de
calidad en los tejidos al final del procedimiento no fue Optima para su analisis y

cuantificacion.

50



Actualmente en el laboratorio se esta migrando de técnica para hibridar, de una ISH
realizada con una sonda marcada con 3°S-UTP, donde la sefial positiva se
evidencia por una precipitacion de los granos de plata contenidos en la emulsion
fotogréfica, a una hibridacién fluorescente (FISH). Este trabajo muestra que la FISH
es lo suficientemente sensible como para detectar cambios a la baja en la
concentracion de ARNm de la TRH, comparables a lo observado en las
hibridaciones radiactivas (Figuras 4 y 8). Diferencias en la concentracion de ARNm
a lo largo del NPV, como lo observado en las zonas anterior parvocelular, medial y
medial posterior en el ratdén (Figuras 4 y 6) o en la rata (Sanchez y cols., 2001), son
apreciadas en la hibridacion fluorescente (Figura 8).

Por el contrario, la deteccién de las sondas marcadas con dig-UTP y reveladas con
el sustrato colorido (BCIP/X-fosfato) para la fosfatasa alcalina (Figura 7), mostro
precipitacion desigual del sustrato entre hemisferios de una misma rebanada, lo
que imposibilitd el andlisis de los ARNm de interés. El uso de papel Parafim® en
los pasos de incubacion con el anticuerpo Ab dig-PA o la incubacién con el sustrato
BCIP/X-fosfato en vez de cubreobjetos con gomas que permiten un mayor volumen
de incubacion, podria eliminar este artefacto, sin embargo, contar con el sistema
alternativo de revelado Tiramida-DMSO-Alexa 488 que ademas amplifica la sefial,
fue una mejor opcién para la deteccion del ARNm de la TRH cuya sefial disminuye

en respuesta al ayuno.

Regulacion de neuronas GABAérgicas y glutamatérgicas durante el ayuno en
el NPV

La GABA y el glutamato son los neurotransmisores inhibitorio y excitatorio por
excelencia. Como se menciond anteriormente, el glutamato es el neurotransmisor
excitador mas abundante en el SNC y mas del 50% de todas las sinapsis en el SNC
lo liberan (Dale Purves, 2008). Si bien el glutamato es precursor en la sintesis del

GABA, el dogma central menciona que una neurona solo puede sintetizar uno u
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otro neurotransmisor, lo que define la naturaleza de esa neurona como excitatoria

0 inhibitoria, pero no ambas.

Para definir la naturaleza de las neuronas GABAérgicas o glutamatérgicas en el
NPV, empleamos como marcadores de actividad de esas neuronas al transportador
vesicular de glutamato 2 (VGIuT2) y a la enzima glutamato descarboxilasa (GAD)
isoforma 67 (GADG67), que ademas de ser expresados en el NPV (Bowers y cols.,
1998; Hrabovszky & Liposits, 2008; Takamori y cols., 2001), se sintetizan en
neuronas de la TRH de la region hipofisiotropica (Hrabovszky y cols., 2005) o bien
modifican la actividad de las mismas (Fekete y cols., 2002; Ghamari-Langroudi y
cols., 2010; Wittmann y cols., 2005).

Contrario a lo esperado, la exposicién a un ayuno prolongado de 36 h, mostré una
tendencia al alza en la concentracion del VGIuT2 en las neuronas glutamatérgicas,
y de la GAD67 en las neuronas GABAérgicas del NPV (Figura 9). La propuesta
inicial contempld la hipdtesis de que todas las neuronas TRHérgicas del NPV
coexpresan al VGIuT2 y por lo tanto son excitatorias. En este contexto, la caida en
la concentracién de la leptina en el plasma debida al ayuno, favorece el aumento
de la actividad de las neuronas orexigénicas del nucleo arcuato como
NPY/AgRP/GABA (Krashes y cols., 2014) que inervan a las neuronas TRHérgicas
hipofisiotrépicas del NPV (Fekete y cols., 2001; Mihaly y cols., 2000), e inhiben la
actividad de estas neuronas. Sorprendentemente, identificamos dos categorias de
neuronas de la TRH en la regién hipofisiotrépica del NPV, una que no fue
susceptible al ayuno prolongado en ninguno de los tiempos analizados y otra que
disminuyo la concentracion del ARNm de la TRH en respuesta al ayuno (Figura 6).
Este resultado abre la posibilidad de que algunas neuronas de la TRH de la zona
medial sean glutamatérgicas-sensibles al ayuno y otras GABAérgicas no
responsivas al ayuno, aunque ambas sean hipofisiotrépicas dado que mas del 97%
coexpresa al péptido CART (marcador hipofisiotrépico) tanto en la rata (Fekete,
Mihaly, y cols., 2000) como en el raton (Kadar y cols., 2010). No obstante, la
naturaleza de estas neuronas tendra que ser caracterizada con mayor profundidad.

Una sola neurona de la TRH puede expresar receptores tanto a glutamato como a
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GABA, ademés de ser de naturaleza GABAérgica o glutamatérgica. Igualmente,
puede coexpresar a otros péptidos implicados en la regulacién de la ingesta como
el CART, el PACAP o la neurotensina (Fekete, Mihaly, y cols., 2000; Gotoh y cols.,

2013; Krashes y cols., 2014), lo que aumenta la complejidad de la respuesta.
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9. CONCLUSIONES

La naturaleza de la respuesta de las neuronas TRHérgicas del NPV es compleja y
depende de la coexpresion de otros péptidos, neurotransmisores y receptores en
las distintas subdivisiones del NPV, ademas de la inervacion diferencial originada
en distintos ndcleos hipotalamicos, en el tallo cerebral u otras regiones del SNC y
de factores humorales de la circulacion o de las interacciones glia-neurona, por
nombrar algunos. Adicional a la regulacién negativa por las hormonas tiroideas o
positiva por la leptina descritas con detalle en la literatura, este trabajo contribuye
con un elemento mas en la complejidad de la respuesta de las neuronas de la TRH

hipofisiotrépicas al ayuno prolongado.

En este trabajo se demostré que existe una inhibicion del ARNm de la TRH en una
subpoblacién de neuronas de la TRH en el NPV, a diferentes horas de ayuno
prolongado en ratones, y que la sintesis de los neurotransmisores GABA y
glutamato podria estar aumentada en el NPV. Concluimos que las neuronas
TRHérgicas hipofisiotropicas del NPV responden de manera diferencial al ayuno
prolongado y que la actividad de las neuronas GABAérgicas como de las
glutamatérgicas es necesaria para mantener la homeostasis energética en una
condicién de balance energético negativo como es el ayuno prolongado. Por lo que,
es necesaria la busqueda de marcadores multiples para determinar la respuesta

individual de estas neuronas.
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10. PERSPECTIVAS

La caracterizacion molecular de las neuronas de la TRH hipofisiotropicas del NPV
es de vital importancia para comprender los circuitos centrales que se activan en
respuesta a una demanda de energia en condiciones de balance negativo como el
ayuno prolongado. Dado que no todas las neuronas de la TRH de la region
hipofisiotrépica presentan inhibicion en la concentracion del ARNm de la TRH en
respuesta al ayuno, la pregunta que surge a partir de este estudio es si las neuronas
responsivas son de naturaleza glutamatérgica y ademas tienen receptores al
GABA,; ello explicaria el patron inhibitorio observado en una subpoblacién. Si bien
se ha descrito con detalle en la rata la presencia de receptores a los péptidos
orexigénicos (el NPY y el AgRP) u anorexigénicos (el a-MSH) del nacleo arcuato,
asi como la inervacion de los mismos sobre neuronas de la TRH del NPV, la
siguiente pregunta seria conocer si solo las neuronas de la TRH hipofisiotropicas
del NPV responsivas al ayuno, reciben aferencias del nucleo arcuato o si
mecanismos adicionales como la presencia de un receptor al GABA, se requieren
para que solo parte de la poblacion sea inhibida en esta condicion.

El péptido CART podria ser un marcador util debido a que coexiste con neuronas
de la TRH hipofisiotropicas, pero no con neuronas de la TRH autébnomas del NPV.
El marcaje triple para el ARNm de la TRH y el CART, a la par con la del ARNm del
receptor GABA-A gamma2 que se activa en respuesta a estrés, podria ser una
herramienta Gtil para identificar una de las vias de respuesta de éstas neuronas.
Adicionalmente, se requiere caracterizar la naturaleza de las neuronas
GABAérgicas y glutamatérgicas que se activaron en el NPV durante el ayuno
prolongado y la relacion que guardan con las neuronas de la TRH hipofisiotropicas
responsivas al ayuno. Es posible que una interneurona GABAérgica module la
respuesta de una neurona de la TRH+/glutamato+ o bien que la respuesta sea la
suma de aferencias GABAérgicas del mismo NPV mas la suma de aferencias del
hipotalamo y/o de regiones responsivas extra hipotalamicas del SNC.

La naturaleza glutamatérgica de las neuronas de la TRH del NPV (autbnomas y

enddcrinas), ha sido dilucidada con anterioridad en la rata, sin embargo, se
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desconoce si parte de estas neuronas presenta una respuesta heterogénea al
GABA o no. Por ello, el marcaje triple para la TRH, el VGIuT2 y el GABA-A gammaz2,
podria esclarecer la respuesta diferenciada de ésta subpoblacion al ayuno.

Adicionalmente, seria de utilidad medir la concentracion de la grelina, la leptina y
las hormonas tiroideas en la sangre, a los tiempos de ayuno reportados en este

trabajo para conocer el contexto fisioldgico en el que se encuentra el animal.
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11. ANEXOS
Anexo 1: Soluciones

+ Amortiguador A (1 L): 100 mL de Tris-HCI pH 7.6 + 30 mL de NaCl 5 M
aforar a 1000 mL con agua in situ.
+ Amortiguador de ARNsas (1 L): 292.2 g de NaCl + 100 mL de Tris-HCI pH
8.0 + 20 mL de EDTA pH 8.0, aforar a 1000 mL con agua in situ.
+ EDTA 0.5 M pH 8 (500 mL): 93.05 g de EDTA + lentejas de NaOH para
ajustar pH, aforar a 500 mL con agua in situ.
+ SSC 20x (1 L): 175.32 g NaCl + 88.23 g de Citrato de sodio dihidratado
granular, aforar a 1000 mL con agua in situ.
+ TBE 10x: 108 g de Trizma base + 55 g de acido borico + 40 mL de EDTA
0.5 M pH 8.0, aforar a 1000 mL con agua in situ.
+ Tris-HCI pH 8.0 0 pH 7.6 (1 L): 121.1 g de Trizma base + HCI concentrado
para ajustar pH, aforar a 1000 mL con agua in situ.
+ PFA (100 mL): 4 g de paraformaldehido + 60 pL de NaOH 10 N, aforar a
100 mL con PBS 1X.
Preparacion de Paraformaldehido: Calentar en un horno el PBS 1X y pesar
el paraformaldehido en papel aluminio, el siguiente procedimiento se realiza
en una campana de flujo laminar. En una parrilla y con agitaciéon encendida,
colocar un vaso de precipitados con PBS 1X, agregar NaOH 10N y por ultimo
el Paraformaldehido. Ya disuelto, se coloca el vaso de precipitado en hielo.
+ Cémara humeda
Colocar un colchén de papel Kimwipes a lo largo de la caja del rack’s
para portaobjetos, humedecer papel Kimwipes con formamida al 50%/
SSC (2 mL de SSC 20X + 10 mL de formamida + 8 mL de H20) y
colocarlos a lo largo de los racks’s poner encima parafilm cubriendo toda
la superficie con Kimwipes. Picar los trozos de parafilm con una aguja.
Aqui se van colocando las laminillas que contienen la mezcla de
hibridacion, esta caja se cierra y se mete al horno a 54°C toda la noche
para llevar a cabo la hibridacion.
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Amortiguador de ARNsa A al 10X (1L): 29.22 g de NaCl + 10 mL de Tris
1M pH 8.0 + 2 mL de EDTA 0.5 M, aforar con H20 Mili Q).
PBS 10X para ICC (Stock, 1L): [0.1 M de PB + NaCl al 9%)]
Disolver 90 g NaCl en aproximadamente 500 mL de H20 ISH; adicionar 100
mL de PB 1M (Sigma, Cat P3619); aforar a 1 L con H20 ISH.
PBT 10X: 100 mL de PBS 10X + 1 mL de tween 20, aforar a 1 L con H20 in
situ.
Tyramida-DMSO: 150 uL de DMSO del estuche (se debe atemperar 1 hora
antes de usar) + 1 frasco de Tyramida marcada con Alexa 488 del estuche
(frasco Unico). Hacer alicuotas de 10 pL y almacenar a -20°C en un frasco
protegido de la luz hasta su uso. Cada alicuota es util para 16 laminillas
aproximadamente.
+ Frasco 3: 200 pL del frasco 1 (amortiguador de amplificacion) + 1 pL
de H20z2 (frasco 2).
+ Frasco 4 o solucion de trabajo: 297 pL del frasco 1 (o amortiguador
de amplificacion) + 3 uL del frasco 3 + 3 yL de Tyramida-DMSO por

cada 6-7 laminillas
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Anexo 2: Material y H20 empleados en las hibridaciones in situ fluorescentes

El material de vidrio que se utilizd para preparar y almacenar las soluciones para
las hibridaciones in situ fluorescentes, se horne6 a 100°C durante al menos 12 h.
El material sensible temperatura alta por periodos prolongados se esterilizd por

calor himedo durante 30 min en una autoclave a 121°C y 15 Ib/in? de presion.

Todas las soluciones utilizadas en la FISH, incluidas las empleadas para la
linearizacion de plasmidos o la transcripcion in vitro, se prepararon con agua milli
Q, calidad tipo | (18 MQ.cm), colectada en botellas horneadas y esterilizada por
calor himedo durante 30 min a 121°C y 15 Ib/in? de presiéon (H20-ISH). Las
soluciones empleadas en todos los protocolos fueron filtradas con filtros millipore
de 0.22 mm de didmetro y esterilizadas por calor humedo antes de ser utilizadas,
para eliminar la posible presencia de bacterias y/o ARNasas introducidas
accidentalmente en los frascos o contenedores de los reactivos a emplear,

mediante el uso de guantes contaminados durante el proceso de preparacion.
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Anexo 3: Secuencia del plasmido con namero de registro BC053493.1 de 741 pb
de la secuencia del ADNc que codifica para la TRH, fragmento complementario de
la base 106-846.

1 ggattctgga gccttgeaga ctctacccag ccagtttgea ctcttecgget cageatcttg
61 gasagctctg cagagtctcc accttgcaga ctccaagatg cagggacctt ggctgatgat

121| ggctctgget ttgatcttcg tgctaactgg tatccccaaa tcctgegect tgetggasagce
181| agcccaggag gaaggtgetg tgactcctga ccttccagge ctggagaaag tccaggtocg
241| gccagaacgt cgattcttga ggaaagacct ccagecgtgtg cgaggggacc ttggtegctgce
3@1| cttagattcc tggatcacaa aacgccagca tccgggcaaa agggaggaga agttggasaga
36l| cgaagccgaa gagaggggag atttgggaga agtgggagec tggagacccc acaaacgaca
A21)| gcaccctgge cgacgtgoca accaagacaa ggattcatgg tcagatgagg gggacagtga
481| ctggctgcce ccgtecctgge taccagattt ctttctggat tectggttcet cagatgeccc
541| ccaagtcaag cggeagcacc ctggcaggeg atccttccocc tggatggagt ctgatgtcac
6@1| caagaggcag catccaggec ggaggttcat agatcctgag ctccaaagaa getgggsaga
661| aacagaggga gaggagggtg gcttaatgeoe tgagaaacgt cagcatcctg goaaaaggge
721| agtggotcac ccttgtggec cccaggggat ttgtggccaa acaggectge tccagettet
781| aggtgacctg agtaggggcc aggagaccct ggcaaagcaa accccacaac tggaagecctg
841 ggtcjgggaa CCLCLEOCBEE agLaaggiia BoELCAapglt LLOBELCLag grrpgatgtss
9@1 gccctgtgta tcctatccca gtcoccttcac tggttttctt cttagatget aaccctgggc

961 cctctgtaca tagcatccac ccaaacccct cccttaccca cttcaggaac ttcasagagc
821 caatcaggaa gttaaasaccc tacttatccc ttcaagcaag gaggtggggg cccctcttct
LB81 ctgacagcce cacaghtctet cacccecttce acactggeca agacggttct tccacgecte
L1141 ctaagggacc tcctcagaaa gggtaggatt gaaaagtttig ggtgttasaa tccaacttct
L1201 gtcatctgece ccatatggeca agactgacct ggtataactt cagegeatce tccaaggttg
L261 ggggccctaa gcagtttggg ggatattcag atatgttggg gggggtcaca tcttgtatat
L1321 aaccctgcte ttgttaatct caatgacaat aaaatatatc caggtcasaa aasasasaaa
L381 aa=sasaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa a
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Anexo 4: Secuencia del plasmido con niumero de registro NM_017007.1 de 879 pb
de la secuencia del ADNc que codifica para el VGIuT2, fragmento complementario

de |a ba-se 522'1400 1 agacagtaag gttcttttgc ttttttccct tacacaagga ttcgatgacg tttttggtca
61 atctgattaa aagacagcgg atttggttgc gttaagactt caaaaccggg aatttacgtt
121 gtttttcggt gaggtgactt ccagaacggg gactcatcag cacccgecca aataccacgg
181 cactgcgege geecteggee accggatect ccccttccaa tgagactttg tgactgtgtg
241 taccaattct cctattagga aacccgtggg ctgaatgcag ctattccgtt gtactctctt
301 tctcgetcte ccteccctet ccaactcaca gecttgetga aaagetcatce tetgetgaga
361 agaaaacgtt ctaccttaac ctattaagac tatgcgcaga actcgecttt catagecatce
421 acaatttaaa tctggtaagg ctggacacga gtctttacaa gaatggagtc ggtaaaacaa
481 aggattttgg ccccggggaa agaggggata aagaattttg chggaaaatc cctcggacag
541 |atctacaggg tgctggagaa gaagcaggat aaccgagaga ccatcgaget gacagaggac
601|ggcaagcccc tggaggtgee tgagaagaag gctccgectat gegactgtac gtgettegge
661|ctgeegegece getacatcat agecatcatg ageggectceg gettetgeat ctectttggt
721|atccgectgta acctgggtgt ggecattgtg gacatggtca acaacagcac catccaccgg
781|ggtggcaaag ttatcaagga gaaagccaag tttaactggg accccgagac tgtggggatg
841|attcacgggt cgttcttetg gggctatatc atcacgcaga ttccgggegeg atacatcgea
901 |tcgcgactgg ctgctaaccg ggtctttggg getgecatac tgettaccte taccctcaat
961|atgctgatcc catctgecage cagagtgecat tatggatgeg tcatctttgt tagaatattg
1021 |caaggacttg tggagggcgt cacctaccca gectgtcacg ggatatggag caagtgggec
1081 |cctcctttgg agaggagtag gttggctacc acctccttct gtggttccta tgctggagea
1141 |gtcattgcaa tgcccctage tggtatcctg gtgeagtaca ctggatggtc ttcagtattt
1201 |tacgtatatg gaagctttgg tatggtctgg tatatgttct ggcttctggt gtcttacgag
1261|agccccgeaa agcatccaac cataacagac gaagaacgta ggtacataga agagagcatc
1321 |ggggagageg caaatctgtt aggagcaatg gagaaattca agaccccatg gaggaagttt
1381 |ttcacatcca tgcccgtctal tgcgataatt gttgcaaact tctgcaggag ttggactitt
1441 tatttactgc tcatcagtca accagcttat ttcgaggagg tttttggatt tgaaatcagc
1501 aaggttggca tgttgtctge ggtcccacac ctggtcatga caatcattgt gectatcggg
1561 gggcaaattg cagactttct aaggagcaag caaattcttt caacaactac agtgcgaaag
1621 atcatgaact gcgggeggttt tggcatggaa gccacactge ttctggttgt tggetactct
1681 catactagag gggtggccat ctccttcttg gtgettgeag tgggattcag tggatttget
1741 atctctggtt tcaatgtgaa ccacttggat attgccccga gatatgecag tatcttaatg
1801 ggcatttcaa atggtgttgg cacgetgteg ggaatggtct geccgatcat tgttggtgcea
1861 atgacgaaga acaagtcccg tgaagaatgg cagtatgtct tcctcatcge tgcactggte
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1921 cactatggtg gagtcatatt ttatgcacta tttgcctcag gagagaagca accttgggea
1981 gaccctgagg aasacaagcga agaaaagtgt ggcttcattc atgaagatga actggatgaa
2041 gaaacggggg acatcactca gaattacata aattacggta ccaccaaatc ctacggegec
211 acctcacagg agaacggagg ctggcctaac ggetgggaga aaaaggaaga atttgtgeaa
2161 gaaagtgcgc aagacgcgta ctcctataag gaccgagatg attattcata acgaagctag
2221 ttgetggatt cctttgtagt gtttgtgatt aaattaattg tgattgcaca aaatcatttt
2281 aagaaatgtg gtgtaaacat gtaaacacat caaccaagca agtcttgctg ttcaaaaaat
2341 aataataata tgaattcaaa acagaccgtg agagtcccat caagtgcaat ctgtggeggce
2401 agtcacgtga cgccatttcc attcaggcca ttegtecttt tcgtttgtga tttaaaggtt
2461 tcctgtagaa ataagtaggt attcgttgga tccatcacca cgttagagag tacaactaca
2521 acagttggca catgtcatcc tacggaagtt aggaagccaa agctactgga ttatgtgaac
2581 tgcatttatt tatttattac actggactgc aaaatatccc agggaaatcc tgtctagaga
2641 catagtagaa ctggaaagat ggctagattg ggtactgacg ataatcattg tgtgtatatc
2701 atggagtggc tatatctttt aattggagaa ctatattgta tagctagcaa aattgtactg
2761 aattattact aggagtgcac agtgtgtgat attttgtgat cttccaaaag cttatcttge
2821 agtgttttgt gasacgcttg ggcacaaaca cttattttta tgaacaagag cttgtaaagg
2881 gaggagtatg ctccatgetc tcccattcac tacctgacag tatcaaacct tcacatttea
2941 atgaaatcca acgtccatgt aacatatcac atgacttttt ttgcaaasaa gaatataaga
3001 agaaatagac ttcaatgtat tttttattac aactttgtac tggttgtaac ttgcattagg
3061 aaaaatgatt aatatatgta taatcgtaaa gaatctaata aaaatttact atgaagatat
3121 agcccttaaa atgcaatatt aacaacaaaa atatatagaa aatttagata atcttccttg
3181 ataactagag actatatgga actcacacca caaagctata tataatatga aaagataaac
3241 aatagagatt gtatatgtag acgattttat gacctaatgt cccatttaag aggtatttgt
3301 cttgagtata tagtacaaag tatattaaaa ttatatctac atccctgtat atcttataca
3361 tatccactca cacaaacata acaaatactt ttcacacaga accaaaaaca agcatacacc
3421 taatgttggg tttggggatt gcaatttcta ctttcataga gtcatagaat tttagatggg
3481 aaaaaaaaag gcattttgect cgtcatttct taatataatt aattcaacag gaactgcaac
3541 atttgtgtac caagcaataa gtgcgaagca taaacctget gtgtgtaaac tatccccata
3601 ctgcttgtgg tagcactgat ttctttcttt taaagaactt aacatcggag ctctttacaa
3661 tgttttgcge tgataagaat gcacatccca atttaacgeca aagtgtcacc tggtgtgttt
3721 acctgtctgt tttgggtatt tggtctgttt ggtgtcctgt getcttgact ggaggecctg
3781 ctactgcgaa tataaaacgt gaagttitgtt tctaaatgca aaccactcct gaccttaaga
3841 aactaaagtc cctctctget ttgtgtctcc aagtactatc atgtgaccat aacccttget
3901 gtgctgagta aasagatgtg aactgtcatt ttgttgetge gaagcaagtg ttaataaaat
3961 gttctattta aasasaaaaa aa
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Anexo 5: Secuencia del plasmido (numero de registro en el Gene Bank
NM_017007.1) de 535 pb que corresponde al fragmento del ADNc de la base 232-
769 para la GAD67.

1 gaattccgaa gcagccccgg ggtgacaccc agcacgtacg tctgtggecag agcaaagcca
61 agcgggggac gttcgeggag gagtcgeggg agggtccage tccctgtgge tgaatcgage
121 ccgttcctge gcccagaccg cgggggacac ttgaacagta gagaccccaa gaccaccgag
181 ctgatggcat cttccacgee ttcgectgea acctectcga acgegggage ggatcctaat
241 |actaccaacc tgcgtcctac aacatatgat acttggtgtg gcgtagccca tggatgeacc
301 |agaaaactgg gcctgaagat ctgtggtttc ttgcaaagga ccaatagcct ggaagagaag
361 |agtcgtcttg tgagcgcctt cagggagagg caggcctcca agaacctget ttcctgtgaa
421 |aacagtgacc ctggtgecccg cttccggege acagagacgg acttctccaa cctgtttget
481 |caagatctgec ttccagctaa gaacggggag gagcaaactg tgcagttctt actggaggtg
541 |gttgacatac tcctcaacta tgtccgcaag acgtttgatc gctccaccaa ggttttggac
601 |ttccaccacc cacaccagtt gctggaagge atggaaggtt ttaatttgga gctgtctgac
661 |caccccgagt ctctggageca gatcctggtt gactgtagag acaccctaaa gtacggggtt
721 |cgcacaggtc accctcggtt tttcaaccag ctctctactg gtttggatﬁt cattggttta
781 gctggcgaat ggctgacatc aactgccaat accaatatgt tcacatatga aattgcaccc
841 gtgtttgttc ttatggaaca gatcacactt aagaagatgc gagagatcat tggatggtca
901 aataaagatg gtgatgggat attttctcct gggggagcca tatccaacat gtacagcatc
961 atggcggctc ggtacaagta ctttccagaa gtgaaaacaa aaggcatgge ggetgtgecc
1021 aaactggtcc tcttcacctc agaacacagt cactattcca taaagaaggc tggggctgeg
1881 cttggctttg gaactgacaa tgtgatcctg ataaagtgca atgaaagggg gaagataatt
1141 ccagctgatt tagaggcaaa aattcttgat gccaaacaaa agggatttgt tcccctttat
1201 gtcaatgcaa ccgcaggecac gactgtttat ggagecgtttg atccgatcca ggagattgcea
1261 gacatatgtg agaaatacaa cctttggctg catgtggatg ctgcctgggg tggtgggcetg
1321 ctcatgtccc ggaagcatcg ccacaaactc agcggcatag aaagggccaa ttcagtcacc
1381 tggaaccctc acaagatgat gggtgtgctg ctccagtgtt ctgccatcct ggtcaaggaa
1441 aagggtatac tccaaggatg caaccagatg tgtgcaggct acctcttcca gccagacaag
1501 cagtatgacg tctcctacga tacaggggac aaggcgattc agtgtggccg ccatgtggac
1561 atcttcaagt tctggctgat gtggaaagca aagggcactg tgggatttga aaatcagatc
1621 aacaaatgcc tggagctggc tgaatacctc tatgccaaga ttaaaaacag agaagagttt
1681 gagatggttt tcaatggtga gcctgagcac acaaatgtct gtttctggta cataccacaa
1741 agcctccgag gggttccaga cagccctgag cgacgagaaa aactacacag ggtggctccc
1801 aagatcaaag ccctgatgat ggagtcagga acaaccatgg ttggttacca gcctcaaggg
1861 gacaaggcca acttcttccg gatggtcatc tccaacccag ccgccaccca gtctgacatce
1921 gatttcctca tcgaggaaat agagaggttg ggtcaagatc tgtaatcccc cccectttge
1981 agaaccgtaa tcaccggcca tagccctgec cctectggecac cctagaacge agttctgtca
2041 gtagttgaca cacctaggcc atttcactga aggaaattat aatctcttaa agaatatttg
2101 tcacatctca cgtaagcttg tttgttagaa ttagcgggaa ataatgttct tttaaaaaaa
2341 ggacagatgg tacccccact gcagtgtcct agggacccag ggaaaggccg ttgctgggag
2401 cctaccaccc tgctagagct gtccccacct gaatggatgg atgatggatg gcaggaagta
2461 ccagtagatg acaaatgtca caccctccct gttagtgeccc tgctagggga tatagtagca
2521 gagtctttgt cacaattgtg ctgttgctge gttttagaga ttaatctgtg taaactgtac
2581 attaccgttg tctatctttg ggcaggggga agtgcatata atgatttaat tgtacgtcag
2641 tgagatattt gcttatttat attcaaatat atatcatgtt aaagagacat cttgtatttt
2701 cttcccattt gtaatgtatc ttatttatat attaatggag taagttctgg atactgttta
2761 tggtattttc gtgcatttgt gagccaaaga gaaaagatga aaattagtga gacttgcatt
2821 tatatttgag tgcccttaac ataatgattt gaacacatgt gtactgtctg gaaacgaatt
2881 ctgatactgt acatagagtg gcgttatgga aatcttgctt cagtagcctt tgctcttctc
2941 tttcccccct caggetgtac gtcaggtgtt ctcaaagett ttctagtaac tgttgaaaaa
3001 taatgactag atctcctgta attttgtagt agtatatgac caatctctgt gactcgcetta
3061 gctgaaacct aaggctatgt ttccgaagat ctccgataca ctgaccagtc ccacaagtgt
3121 ttttgaagac atgaaaccca cactgtgcat ttagagtatg caagaagaat ataaataaaa
3181 taaaaaatat tctccatgaa aaaaaaaaaa aaaaaa
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