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RESUMEN

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) que se sintetiza en el nicleo paraventricular del
hipotdlamo (NPV) regula la sintesis y liberacién de las hormonas tirotropina y prolactina,
Estimulacién aguda por lhr de frio o 30 min de succién induce un aumento ripido y
transitorio en la expresién del RNAm de la TRH que se postula, es de tipo transindptico. El
objetivo de este trabajo consistié en determinar si en el NPV existen poblaciones de células
TRHérgicas que responden de forma independiente a los estimulos de frio y de succién. Para
ello se analiz6 la distribucién regional det RNAm de la TRH en el NPV y ademads se buscaron
marcadores que fueran exclusivos de la respuesta celular ya sea al frio o a la succién, con el
fin de distinguir a una poblacién de la otra. Se emplearon ratas Wistar a mitad de la lactancia
para analizar al RNAm de la TRH por hibridacién in sifu (**S) en cortes coronales del NPV de:
a) lactantes sin crias somefidas a lhr de frio o 30 min de succi6n, b) lactantes con crias
sometidas a lhr de frio, y ¢) lactantes sin crias sometidas a los estimulos combinados, El
andlisis del RNAm se realizd por microscopia de campo obscuro en el corte completo 6 en
celdas verticales que van del tercer ventriculo a la zona magnocelular, empleando un
anatizador de imagenes de Biocom.

Las ratas lactantes respondieron a los estimulos modulando su nivel de respuesta en el NPV de
forma diferencial: mientras que las neuronas TRHérgicas de la zona anterior tespondieron sélo
al estimulo del frio, las de las zonas media y posterior respondieron tanto al frio como ala
succién. La cuantificacién por celdas mostré que en ambos paradigmas la sefial se extiende de
la zona periventricular hacia las otras las zonas parvocelulares del NPV. Esto sugiere, que si
en verdad existen subpoblaciones, las neuronas no se segregan en una parte especifica del
niicleo.

Es posible que la respuesta esté confinada a sélo una parte de la poblacion porgue el niimero
de células TRHérgicas con mayor concentracién de RNAm aumenta alrededor del 25% en
todos los grupos experimentales. Las poblaciones responsivas pudieran ser distintas porque at
aplicar los estimulos combinados la poblacién de neuronas con mayor concentracion de
RNAm se duplica mientras que el total permanece constante. El RNAm de ¢-fos se expres6 en
aproximadamente el 25% de las neuronas TRHérgicas del NPV de los grupos expuestos a frio
pero no se expresé durante la succidn. Tampoco se observd a CREBP-P en las ratas
succionadas. _
Nuestros resuitados sugieren una subespecializacién de las neuwronas TRHérgicas que
controlan la actividad del gje tiroideo y la liberacién de prolactina en la condicidn fisiolégica
de la factancia.

[ 3.4



ABSTRACT

Thyrotropin-releasing hormone is a peptide synthesized in the paraventricular nucleus of the
hypothalamus (PVN) and released from the median eminence to the hypophysis where it
controls the synthesis and release of thyrotropin and prolactin. In response to neural
stimulation, provoked either by cold exposure or suckling, the levels of TRH mRNA in the
PVN increase in a fast and transient manner. The aim of this work was to define whether
TRHergic cells in the PVN exist as subpopulations that respond exclusively to each stimulus
or, if the same cells are able to decodify two different incoming signals. The regional
distribution of responsive TRHergic cells was analyzed; transcription factors responding
specifically to each stimulus were also searched. Wistar pregnant rats (mild lactation) were
exposed to cold or suckling (60 and 30 min respectively) and brains were sliced coronally;
TRH mRNA was detected by in situ hybridization (ISH) histochemistry using *’S-
oligonucleotide probe, Double ISH was performed using 2 dig-labeled probe for TRH and *°S-
cRNA probe for c-fos; anti-CREBP-P was analyzed in a contiguous slice where TRH mRNA
was quantified. Lactating dams responded to cold stimulus in a similar fashion to male rats;
label of responsive cells was distributed along the PVN, in the anterior, medial and posterior
zones, In response to suckling, responsive cells were observed olny in the medial and posterior
zones. In response to cold, ¢-fos expression was increased in TRHergic cells and not after
suckling stimuivs, An increase in CREBP-P was demostrated after a well recognized stressful
stimulus such as ether exposure (in male rats) but not in lactating dams in response to either
cold or suckling. It was not possible to identify an immediate early gene particular to suckling
response, In order to visualize whether different cells respond to each stimulus, lactating dams
were simultaneously exposed to cold and suckling; a higher number of responsive cells was
detected but no particular cumulus were observed implying they are not confined to any
particular area, However, the increased number of responsive cells suggest that TRHergic cells
in the PVN are sub-specialized to control either the thyroid axis or lactation. Our results
provide evidence of a functional specialization of TRH cells in the PVN.



INTRODUCCION

HORMONA LIBERADORA DE TIROTROPINA : TRH

La TRH (pGlu-His-ProNH,) fue la primer hormona hipotaldmica aislada y caracterizada por
Guillemin y Schally considerada como la responsable de liberar tirotropina {TSH) de la
hipdfisis anterior [Guillemin, R., 1967., Schally, AV. y col.,, 1969]. Las neuronas
parvocelulares de las zonas media y periventricular del niicleo paraventricular (PVN) del
hipotdlamo, sintetizan a la TRH v la liberan de las terminales en la eminencia media (EM) del
hipotdlamo; la TRH es transportada hacia Ja hipdfisis anterior a través del sistema portal-
hipofisiario donde regula la sintesis y liberacién de las hormonas tirotropina (TSH), prolactina
(PRL) y, bajo condiciones especificas, hormona de crecimiento [Morley, J.E., 1981]. Un gran
niimero de neuronas localizadas en el septo lateral, ndcleo predptico, hipocampo, tallo
cerebral, micleo motor dorsal del vago y materia gris ventral de la médula espinal también
contienen proTRH [Lechan, R.M. v col.,1986 (b)], 1o que sugiere que fuera del hipotalamo, la
hormona podria tener un papel distinto al endéerino. De hecho 1a liberacion de terminales
sindpticas, unién a receptores de alta afinidad en diferentes zonas, efectos especificos sobre la
actividad neuronal y presencia de peptidasas membranales capaces de inactivarlc [refs. en
Griffiths, E.C. y Bennett, J.R., eds. 1983), lo califican como un neuromodulador o
neurotransmisor. Fuera del sistema nervioso central (SNC), la TRH se sintetiza en las células
§ del péncreas [Aratan, 8.S. y co0l.,1990], en Ia decidua de la placenta [Shambaugh, G.E. 3rd y
col., 1983], la auricula del corazén [Carnell, N.E. v col., 1992] y los testiculos {Feng, P. y
col.,1993] pero su funcidn en estos tejidos es menos conocida.

Algunas de las funciones en las que la TRH participa incluyen la termoregulacién,
antagonismo de drogas sedantes, regulacién del dolor [Reichlin, S., 1986], memoria [Khan, A.
Y col., 1994}, estimulacién de movilidad gastrointestinal, secrecion de acido gastrico [Tache,
Y. y col.,1989] vasodilatacién y modulacién del sistema inmune [Reichlin, 5., 1986]. La TRH
mejora la sobrevivencia neuronal cn.diferentes modelos de trauma en el SNC fAkdemir, H. y
col., 1992] y también se han observado efectos positivos de la TRH en casos de dafio a médula
espinal y de atrofia muscular [Takeuchi, Y. y col., 1994], Ademas, se han identificado
cambios relacionados con la TRH en algunas condiciones patoldgicas, como por ejemplo en la

enfermedad de Huntington [Spindel, ER. y col.,1980], esquizofrenia [Nemeroff, C.B. y
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Evans, D.L. 1984], epilepsia [Renming, X. y col.,1992], Alzhetmer [Albert, M. y col., 1993],
depresién {Lafer, B. y col,1993], enfermedades primarias de la tiroides, adenomas
hipofisiarios, anorexia nerviosa y otros transtornos metabdlicos endéerinos [Duthie, S.M. y
“col.,19931. En vista de la gran diversidad de actividades descritas para la TRH, ¢s posible que
el mejor conocimiento de la fisiologia o fisiopatologia de los distintos sistemas en los que la
TRH participa, establesca nuevos blancos farmacol6gicos para el tratamiento de los diferentes

desdrdenes tanto metabélicos como neuropsiquiatricos en los que la hormona esta implicada.

Estructura del gen de la TRH

El gen que codifica para la TRH se presenta en una copia en el genoma de la rata [Lee, S.L. y
col.,1988]. La unidad transcripcional consta de 2.6 kb y contiene tres secuencias exénicas
intercaladas con dos secuencias intrénicas. Fl exén 1 codifica para la regién 5° no traducida
del RNAm, el exén 2 codifica para el N-terminal y el péptido sefial del precursor y ¢l exén 3
codifica para 5 copias de la TRH, péptidos cripticos y la regién 3’ no traducida del RNAm. La
transcripcién y el procesamiento del RNA heteronuclear generan una molécula de RNAm de
aproximadamente 1.65 Kb; 1a regién 3~ contiene varios elementos ricos en secuencias AU que
podrian contribuir a una degradacién rdpida del RNAm.

Las secuencias necesarias para la reguiacién de la expresién génica, se localizan a lo largo de
la regién no codificadora del gen. La relevancia funcional de los sitios reguladores descritos
en el promotor ha sido evaluada in vifro, utilizando genes reporteros acoplados a distintas
partes de la regién promotora del gen de la TRH de la rata [Balkan, W. y col., 1998}, humano
[Wilber, J.F. y Xu, A.H., 1998 ] o ratén [Satoh, T. y col., 1996., Ren, Y. y col., 1998]. La
figura 1 muestra un diagrama representativo del gen de la TRH en donde se sefiala la
ubicacién de los distintos elementos caracterizados dentro de la regién promotora.

* La regi6n promotora del gen consta de una caja TATA en la posicién ~ 29 con respecto al sitio
de inicio de la transcripcién (+1) y una caja CG en la posicién —119 que funciona como un
clemento de respuesta (RE) a SP1 [Lee, S.L. y c0l.,1988]; éste y otro SPIRE localizado a
—238 pb forman los elementos de respuesta al factor de crecimiento epidérmico (EGF)
identificados en el gen del ratdn [Ren, Y. y col., 1998]. Se conocen 2 elementos imperfectos

‘de respuesta a AMP ciclico (cAMP), localizados entre la posicién —100 y -59 que son capaces
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de unir tanto a la protefna de unién al elemento de respuesta 2 cAMP (CREBP) como a c-jun
{Yang, IM., 1992]. Wang demostré que uno de estos sitios (el de —59 pb) une al receptor de
hormona tiroidea (TH-R) ademds de CREBP y c-jun (Wang. M, Lee). Existe otro sitio de
unién a TH-R en la posicién -142 [Lee, S.L. y col.,1988], un elemento de respuesta perfecfo al
receptor de glucocorticoides (GRE) TGTTCT que se encuentra a —-210 pb [Lee, G.C. y
col.,1996] y otro GRE a 284 pb |Evans, R.M., y Hollenberg, S.M., 1988}, Otra porcion
secuenciada de la regién promotora del gen de la TRH de la rata [Balkan, W. y col., 1998]
mostrd regiones reguladoras adicionales como la secuencia de 10 pb en la posicidén -351 que
es similar a otra presente en el gen del péptido natriurético atrial, la secuencia que confiere
expresién especifica en corazén y que es homdloga al elemento de respuesta del suero
{Argentin, S. y col., 1994}; dos medios sitios a GRE contenidos en dos homélogos tepetidos a
-580 pb y —755 pb; una caja GC que interacciona con SP1 a ~693 pb y la secuencia CCAGG a
—~770 pb que es idéntica a un elemenb enhancer especifico de neuronas [Maue, R.A. y col,,
1990]. Balkan, W. y col., describieron una regién rcguladora en ratones transgénicos, que es
suficiente para la expresién del gen de la TRH en tejidos que normalmente lo expresan de
manera abundante. Esta incluye a la mayor parte del Exén 1 de la rata (84 de 103 pb) y a una
parte de la regién promotora del gen (-47 a +84 pb). Adicionalmente se han descrito dos
elementos de respuesta al factor de crecimiento epidérmico entre las regiones -254 a -218
(EGFRE1) y —130 a -84 (EGFRE2) en el gen de la TRH del! ratén. Mientras que el sitio 1 es
rico en TC y contiene una secuencia homéloga a un sitio de unién a SP1 (CCCCTCCC) -
identificado también en el receptor de acetil colina a3-, la secuencia del EGFRE2 es rica en

GC y posee una secuencia consenso para unién a SP1 (GGGCGG) [Satoh, T. y col., 1996].

Procesamiento del precursor de la TRH

Al igual que la mayorfa de los neuropéptidos, 1a TRH se sintetiza a partir del corte proteolitico
de una proteina precursora de alto peso molecular; la caracterizacién de distintos cDNAs de la
TRH tanto de mamiferos como de anfibio ha mostrado que la molécula precursora posee
varias copias del péptido flanqueadas por pares de aminodcidos bdsicos y péptidos cripticos
[Cockle, S.M., y Stnyth, D.G., 1987., Sevarino, K.A. y col., 1989].



La secuencia de aminocdcidos deducida a partir del cDNA de 1a rata muestra que ¢l precursor
tiene un peso molecular de 29 Kda con 5 copias de la secuencia que dard origen a la TRH
(GIn-His-Pro-Gly) y 7 péptidos cripticos [Wu, P. y col., 1987]. Las secuencias que codifican
para la TRH se cncuentran flanqueadas por pares de aa bésicos Lys-Arg en el extremo N-
terminal del precursor y por pares de aa basicos Lys-Arg o Arg-Arg en el extremo C-terminal.
Estudios in vifro, tanto con membranas de vesfculas hipofisarias como en lineas celulares
transfectadas con el cDNA de la TRH, han mostrado que las convertasas PC1 y PC2 procesan
de forma eficiente al precursor de la TRH [Friedman, T.C. y col., 1995., Nitlni, E.A. y col.,
1995,, Schaner, P. y col., 1997] mientras que estudios de colocalizacién, tanto en cultivos
primarios [Nillni, E.A. y col.,1996] como en cortes de tejido [Pu, L.P. y col.,1996., Sdnchez,
E. y col.,1997], han sugerido que estas enzimas podrfan ser las responsables del procesamiento
proteolitico del precursor in vivo.

Posterior al primer corte endoproteolitico del precursor se ileva a cabo la remocién de los
residuos bésicos por una carboxipeptidasa B y se inicia nna cascada de eventos enzimaticos
que traen como consecuencia la modificacién de las secuencias Gln-His-Pro-Gly en los
extremos amino y carboxilo terminal para generar a laTRH madura. La glutamina es
transformada a pGlu por una glutaminil ciclasa y la glicina C-terminal es hidrolizada por la
enzima peptidil-glicil a-monooxigenasa (PAM) para amidar a la prolina en el carbono o.

Los péptidos cripticos que se generan a partir del procesamiento completo del precursor
incluyen al prepro-TRH (25-50), (53-74), (83-106), (115-151), (160-169), (178-199), (208-
255) vy a los recienternente descritos prepro-TRH (178-184) y (186-199) que se generan a
partir del procesamiento de la secuencia 178-192 [Nillni, E.A. y col., 2001]. El significado
biolégico para la mayoria de los péptidos cripticos y las secuencias. extendidas de la TRH
(estos ultimos estan presentes en otras partes del SNC pero no en el PVN) se desconoce. Se
sabe que el péptido criptico Ps4 (prepro-TRH-160-169) potencia el efecto de la TRH sobre la
liberacién de TSH en células adenohipofisarias [Bulant, M. y col.,1990]; si Ps4 se inyecta via
intracerebroventricular (icv) aumenta la sintesis del RNAm de la subunidad f§ de TSH y el
.RNAm de PRL [Carr, FE. y col.,1992]. Ps§ (prepro-TRH-178-199) inhibe la sintesis y
secrecién de hormona adrenocorticotrdpica (ACTH) in vitro tanto en condiciones basales

como en respuesta a estimulacion por CRH [Redei, E. y col., 1995] y disminuye de forma



significativa la liberacién de GH inducida por la TRH en fragmentos de hipéfisis anterior de
rata [Roussel, LP. y col., 1994]. El efecto de Ps5 como factor inhibidor de la liberacitn de
corticotropina (CRIF) se demostré in vivo al observar que el péptido atenda la respuesta del
eje adrenal al estrés por inmobilizacidn si se administra iv [McGivern, R. y col.,1997].

PFQ7 (prepro-TRH-178-184) y pSE14 (prepro-TRH-186-199), se generan a partir del
procesamiento de Ps5 por la convertasa PC2. Estos péptidos estdn presentes en el PVN de la
rata y ambos son capaces de aumentar la liberacién de PRL pero no de TSH en cultivos
ptimarios de células hipofisarias [Nillni, E.A. y col., 2001]. Adicionalmente, Ps5 y pSE14
aurnentan de forma significativa en el PVN de ratas sometidas a succién aguda al cuarto dia de
lactancia continua; esto sugiere que ambos péptidos podrian ser importantes en la regulacion
fisiologica de la secrecion de PRL. El procesamiento diferencial del precursor (total o parcial)
en los distintos tejidos podria ser un puato clave. en el patrén de las respuestas a distintos

‘estimulos.

Regulacion hormonal del gen de la TRH

Diferentes evidencias experimentales muestran gue las hormonas tiroideas (TH) T3 y T4,
participan en la regulacién de la biosintesis de la TRH que se sintetiza en las neuronas del
PVN., El hipotiroidismo inducido por administracién ip de propiltiouracilo (PTU) incrementa
1a expresién del RNAm de la TRH y del proTRH en la regién parvocelular media del PVN,
pero no en otras zonas del cerebro como el hipotdlamo anterior {(HA) o el niicleo reticular del
talamo [Segerson, T.P. y col., 1987}. Ademds del efecto del PTU sobre el RNAm de la TRH
en el PVN, la administracién de T3 reduce los niveles del RNAm de la TRH ¢n ratas
hipotiroideas a niveles similares a lo observado en ratas eutiroideas [Koller, K.J. y col.,1987].
El implante de cristales de T3 adyacente al PVN reduce los niveles del RNAm de la TRH y
de proTRH sélo en el lado del niicleo en el que se coloca el implante lo cual demuestra que el
efecto de las TH sobre la expresién del RNAm de 1a TRH es directo [Dyess, EM. y
col,,1988]. A 1a fecha se han investigado mds zonas dentro del SNC en donde la expresion del
RNAm de la TRH podria ser regulada por TH y excepto para las neuronas que sintetizan a la
TRH en la zona caudal del Rafé en la médula oblongada [Yang, H. y col.,1999] po se ha

enconfrado respuesta al efecto retroalimentador de las TH en otras zonas del cercbro. El



mecanismo por el cual las TH suprimen la expresién del gen de la TRH en el PVN, se
desconoce. Sin embargo, la expresion diferencial de las distintas isoformas de los receptores o
y B tiroideos (TH-Rs) en las neuronas del PVN sugiere que las TH regulan de manera directa
1# expresién del gen de Ia TRH en el PVN. Las isoformas al y B2 de los TH-Rs se expresan
en altas concentraciones en el 90 y 84% de las neuronas TRHérgicas de! PVN
respectivamente. Si bien el TH-B1 también se expresa en la mayoria de las neuronas, su patron
de tincién es débil. El TH-02 es un receptor truncado porque tiene el dominio de unién a DNA
pero no el de la hérmuna; TH-02 se expresa en una subpoblacion de células TRHérgicas en €l
PVN y su patrén de tincién en condiciones basales también es débil [Lechan, RM. y col,,
1994}, Por otro lado, la expresién de fragmentos de la regién promotora del gen de la TRH en
lineas celulares de humano, gue contienen las secuencias de unién a TH, muestran qgue estos
sitios son escenciales para la regulacidén negativa de la transcripcién del gen por TH
[Hollenberg, A.N. y co0l.,1995., Satoh, T. y col., 1996}. Feng, P. y col., en 1994, demostraron
el efecto dependiente de T3 para los distintos receptores (excepto el truncado) sobre la
transcripcién del gen de la TRH de humano en células de neuroblastoma cotransfectadas con
genes reporteros unidos a la regién promotora del gen de la TRH. Los resultados in vitro
sugieren que las interacciones DNA-Proteina de los distintos TH-Rs sobre el gen de la TRH

modulan la actividad transcripcional del gen en respuesta a TH.

Los glucocorticoides (GC) pertenecen a la familia de hormonas esteroides y tienen un efecto
inhibidor in vivo sobre la expresion del gen de 1a TRH en las neuronas del PVN [Kakucska, I.
y col,1995]. La expresion del RNAm de la TRH aumenta 12 dfas después de haber
adrenalectomizado (adx) a ratas adultas y el efecto contrario se observa en animales normales
que son tratados con dexametasona (Dex), un corticoide sintético que se une al receptor de GC
(GC-R) o con corticosterona por un perfodo de tiempo similar al estudiado en los animales adx
[Kakucska, I y col.,1995]. La accién de los GC podria ser directa porque el GC-R estd
presente en las nenronas TRHérgicas del PVN [Cintra, A. y col.,1990} y porque la regién
promotora del gen de la TRH en la rata, tiene secuencias consenso de reconocimiento al GC-R
[Lee, S.L. y col.,1988]. Contrario al efecto inhibidor de los GC sobre la expresién del RNAm

de la TRH in vivo, la transfeccién de regiones del promotor de 1a TRH (que contienen los



sitios de unién a GC-R) unidas a genes reporteros en células Hel.a, ha mostrado que Dex
aumenta la actividad transcripcional del gen de la TRH y ademds, que el sitio de
reconocimento del GC-R es funcional y confiere activacién in vitro [Lee, G.C. y col.,1996]. El
tratamiento continuo con corticosterona o Dex, también aumenta el nivel de RNAm de la
TRH de células adenohipofisarias en cultivo [Brubn, T.O. y col.,1994] o de células de
diencéfalo en cultivo [Luo, L.G. y col.,1995]. Las respuestas observadas in vitro parecen ser
dependientes del tiempo de exposicién a la droga y de la dosis empleada en ¢l ensayo ya que a
tiempos cortos de incubacién con la Dex (1-3 hrs), la expresion del gen de la TRH disminuye
0 aumenta en cultivos primarios de hipotdlamo de rata dependiendo de la dosis empleada (10"
y 10%° respectivamente) y el efecto estimulador se pierde si la Dex se mide a tiempos més
largos en el cultivo (24 hrs) [Joseph-Bravo, P. y col.,1998]. La activacién del gen de la TRH
por segundos mensajeros se inhibe en distintas propoerciones si las células se incuban con una
mezcla de glucocorticoides y AMPc, AMPc y ésteres de forbol o bien con una combinacién de
los tres, pero no cuando se combina Dex y ésteres de forbol [Pérez-Martinez, L. y col.,1998].
Las diferencias en la expresion del gen de la TRH dependientes de la activacién de segundos
mensajeros en presencia de factores hormonales como los glucocorticoides podrian ser
relevantes fisiolégicamente. La variabilidad de la respuesta de la neurona TRHérgica in vivo
podria depender de los elementos que esta utilice para responder a un estimulo dado asi como
de los efectores que la activen (neurotransmisores, hormonas esteroides, péptidos, etc).

Se ha propuesto que la Dex induce cambios tanto en la sintesis de novo del proTRH como en
el procesamiento del precursor, aumentando tanto la velocidad de traduccién como el
procesamiento del pro-TRH para generar mas TRH [Bruhn, T. y col., en 1998] pero el
mecanismo se desconoce. No obstante, los giucocorticoides podrian actuar directa o
indirectamente regulando la expresion de los genes que codifican para las enzimas que

participan en el procesamiento del precursor.

Regulacion neural del gen de la TRH
Antes de describir las aferencias que llegan a las neuronas TRHérgicas del PVN, es importante

tener una visién general de las poblaciones celulares que conforman el nicleo, asf como de los



sitios blanco a los que estas distintas poblaciones hacen liegar sus prolongaciones o terminales

nerviosas.

Estructura del PVN y proyecciones del micieo hacia otras adreas del SNC y Ia
neurohipofisis

El PVN es un complejo de componentes distinios tanto parvocelulares como magnocelulares
que en su totalidad forman al menos ocho grupos celulares [Swanson, L.W., y Kuypers,
H.G.,1980). La figura 2 muestra un diagrama representativo de Ia localizacién de todas las
subdivisiones del PVN en cortes coronales en direccion rostral a caudal. Fl niicleo estd
conformado por tres grupos densos de neuronas magnocelulares (anterior, media y posterior) y
cinco grupos de neuronas parvocelulares (anterior, media, dorsal, lateral y periventricular). La
zona magnocelular anterior, yace ventromedial al férix, a nivel del érea predptica y
corresponde a la mayor parte del niicleo comisural anterior de Peterson [Peterson, R.P., 1966].
La zona magnocelular media estd conformada por un pequefio grupo de células grandes
embebido en las zovas periventricular y parvocelular anterior del niicleo, entre el grupe de
células magnocelulares anterior y posterior; por tincién de Nissl el magno anterior y el medio
se encuentran conectados sélo por algunas células grandes dispersas. I.a zona de mayor
tamafio es la magnocelular posterior y es la més citada en la literatura. Hatton, G.1. y col., en
1976, subdividieron a este grupo de células en rostromedial y caudolateral. La parte anterior
de la zona magnocelular posterior contiene una region en donde las neuronas magnocelulares
y parvocelulares se encuentran entremezcladas. En cuanto a las neuronas parvocelulares, la
zona parvocelular anterior conticne células dispersas de tamafio mediano a pequefio entre las
zonas magnocelular anterior y periventricular del PYN, alargdndose del polo rostral del magno
anterior al limite anterior del magno posterior. Rioch, D.T. (en gato y en perro}, Rose, M. (en
conejo} y Bleier, R. (en ratén) [Refs. En Swanson, LW., y Kuypers, H.G.,1980],
consideraron este grupo de célulaé. como la parte rostral del PVN mientras que loo Y.T,,
1931, lo clasific6 como el micleo predptico anterior; este grupo de células estd separado del
parvo medio al inicio de la zona rostral magnocelular posterior, por una regién estrecha de
células dispersas sin limites reconocibles. La zona parvocelular media consta de un grupo de

células pequefias densamente empacadas y aparentemente abarca una parte importante del
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nicleo. La zona parvecelular lateral yace lateral y caudal a la zona magnocelular posterior y
contiene neuropas que son principalmente de tamafio medio; éstas tienden a tener upa
orientacién horizontal y caudalmente, se extienden lateralmente sobre la columna descendente
del férnix para convergir con el nicleo perifornical de Peterson. La zona parvocelular dorsal
conforma un grupo distintivo de células en forma de lente, de tamafio medio, orientadas
horizontalmente y, dorsales al magno posterior y al parvo anterior. La zona periventricular ha
sido identificada por la mayoria de los autores y se ha considerado por algunos como parte de
la divisién parvocelular del PVN. Se distingue por la orientacién vertical de la mayoria de sus
células. Cabe mencionar que awnque la subdivision parvocelular estd compuests
principalmente de células de tamafio mediano a pequefio, también se pueden encontrar de
forma escasa algunas células grandes en cada una de las subdivisiones, La tabla I resume los
sitios blanco tanto de las nenronas parvocelulares como de las magnocelulares en ¢l SNC y en
la neurohipsfisis. Como se puede apreciar, mientras que la mayor parte de la poblacidn
magnocelular inerva a la neurohipdfisis (muy pocas células dirigen sus terminales a la
eminencia media), la poblacién parvocelular es mds heterogénea. De hecho, las neuronas
parvo que inervan eminencia media se consideran como la parte neuroenddcrina del nicleo
mientras que las que inervan a médula y/o tallo cerebral se consideran como la parte

autonoma del mismo.

Aferencias sobre neuronas TRHérgicas del PVN

Como se mencioné en un principio, las neuronas parvocelulares de las zonas media y
periventricular del PVN, sintetizan a la TRH que controla la actividad del eje tiroideo
[Ishikawa, K. y col., 1988]. En general, las neuronas que sintetizan a la TRH_ en ¢l PVN,
reciben un gran ndmero de contactos sindpticos en sus somas y/o dendritas provenientes de
varias zonas del SNC. Las neuronas son inervadas de forma diferencial dependiendo de la
region parvocelular en la que se localicen. Por ejemplo, sélo las neuronas de la regién
periventricular (pv) v media parvocelilar (mp) reciben inervacién densa de noradrenalina y
adrenalina {Liposits, Z. y col.,1987] de la cual, el 10-21%  proviene de Ilas
catecolaminas del tallo cerebral [Shioda, 8. y Nakai, Y., 1993]. Las zonas mp y pv reciben
aferencias de ncuronas TRHérgicas [Toni, R. y col.,1990 (b)., Kiss, J. y Halasz, B., 1990} o de
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Tabla 1. Proyecciones del NPV hacia el SNC y la neurohipdéfisis

Grupo celular en el NPV

Células blance

Referencia
bibliogrifica

Las 5 subdivisiones
parvocelnlares y células
escasas de la magno posterior

Parvocelular anterior, medio y
lateral

{(muy pocas células del NPV
dorsal o periventricular)

Meédula espinal, grupos preganglionares
del SNA en tallo cerebral, locus coeruleus
y Eminencia media.

**ninguna de las ap, pv o mp dorsal que
provectan a EM, provecta a médula
oblongada, médula espinal o tallo
cerebral.

Complejo vago dorsal (CVD)

A) de las que inervan CVD un 10-15%
también inerva a médula espinal.

B) Las células que inervan amédulaoa
CVD son distintas de las que inervan
Neurohipéfisis

** hay conexiones reciprocas entre el NPV

v locus coeruleus

Swanson, L.W.y
Kuypers, H.G.,
1980.

Parvocelular anterior

Un némero sustancial proyecta a la EM
* se desconoce la mayoria de las
eferencias de esta region

Swanson,L.W.y
Sawchenko, P.E.
1983.

Periventricular rostral inmerso
en parvo anterior, parvo medio
y magnocelular lateral

(un No.< de la zona rostral y

Eminencia media

*las pv y mp que provectan a EM son
Heuronas pequendas con proyecciones
relativamente cortas

Ishikawa, K., et
al.,1988.

Larsen, P.J., et

dorsal del PVN) - al.,1991.
Parvo medio Contiene neuronas que proyectan al organo | Merchenthaler, 1.
vasculoso de la lamina terminal (OVLT) y Liposits,Z.,
(son TRHérgicas) 1994.
| NPV magnocelular Tiene dendritas que se extienden hacia el Van den Pol, A.
1TV, lo que supone contactos con otras N.,1982

zonas del NPV

Magnocelular anterior, media
y posterior

Neurohipdfisis

Swanson, L.W. y
Kuypers, H.G.,
1980,

12




neuronas que sintetizan hormona liberadora de corticotropina (CRH) [Hisane, S. y col.,1993]
que muestran conexiones reciprocas. Si bien algunos contactos podrian provenir del
hipocampo [Herman, J.P. y col., 1992], el origen de las proyecciones al PVN asi como la
funcionalidad de las mismas se desconoce. Ademés de esta inervaci6n, las neuronas
TRHérgicas del PVN reciben aferencias de otros péptidos. El polipéptido activador de la
adenilato ciclasa hipofisiaria (PACAP) inerva cuerpos y dendritas de las neuronas TRHérgicas
del PVYN pero al 1gual que CRH, se desconoce tanto el origen de las proyecciones como su
posibie funcitn [Legradi, G. y col.,1997 (b)}. Es posible que las nevronas newroendéerinas del
PVN se encuentren comunicadas entre sf, a través de redes sindpticas, que les permitan
integrar diversas actividades neuroendéerinas.

Las aferencias que Hegan desde el micleo arcuato hacia los somas y las dendritas de las
neuronas TRHérgicas proximales son del tipo inhibidor. Hay una inervacidn que contiene al
neuropéptido Y (NPY), que se localiza en las nevronas de las zonas parvocelular antetior (ap),
mpy pv [Toni, R. y col.,1990 (a)]. Estas sinapsis juegan un papel impoﬂante en la respuesta al
ayuno ya que bajo esta condicién, se observa una disminucion general en la actividad del eje
tiroideo que correlaciona con la actividad aumentada de las neuronas del micleo arcnato
mientras que, la lesidn neurotéxica del micleo arcuato, por administracién de glitamato
monosédico a neonatos, evita la reduccién de la expresién del RNAm de laTRH enel PVN y
de TH circulantes inducida por el ayuno [Legradi, G. y col.,1998]. Por otro lado, se presume
que las aferencias de NPY que llegan del tallo cerebral son del tipo excitador [Diano, 8. y
col.,1998]; estas neuronas contactan a las TRHérgicas del PVN en dendritas lejanas y husos
~ dendriticos y se cree que la inervacién también es catecolaminérgica porque NPY colocaliza
con noradrenalina/adrenalina en tallo cerebral [Sawchenko, P. E. y ¢ol.,1985].

El péptido relacionado con la proteina agouti (AGRP), se sintetiza en las misma neuronas del
niicleo arcuato que producen a NPY e inerva de forma densa tanto somas como dendritas de
neuronas TRHérgicas en el PVN {Legradi, G. y Lechan, R.M.,1999]. AGRP se considera

como un antagonista endégeno de la hormona estimulante de los melanocitos (a-MSH)
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{Bagnol, D. y col.,1999] y, al igual que NPY su efecto sobre la expresidn del gen de ta TRH es
del tipo inhibidoras [Fekete, C. v col., 2000(a)]. Recientemente se describieron proyecciones
adicionales de otros péptidos sobre las TRHérgicas del PVN; el transcrito regulado por
anfetaminas y cocaina (CART) y o-MSH colocalizan en terminales nerviosas que inervan
neuronas TRHérgicas, CART y 0-MSH se sintetizan en las mismas células del nicleo atcuato
[Fekete, C. y col;, 2000(b)} pero sélo la mitad de éstas células inervan al PVN [Sawchenko,
P.E. y col.,1982]; el resto de las células CART que inervan al PVN proviene de sitios distintos
al micleo arcuato. CART inerva el 10% de las TRHérgicas del ap, 80% de las pv v 80% de las
mp y administrado intracerebro ventricularmente (icv), revierte el efecto negativo del ayuno
sobre la expresion del RNAm de 1a TRH en el PVN en un 93% [Fekete, C. y col., 2000(b)].
o-MSH inerva el 70% de las ap y pv y el 72% de las mp rostrales en cuerpos y dendritas
cercanas y al igual que CART, revierte el efecto negativo del ayuno sobre la expresién del
RNAm de la TRH en el PVN en un 87% [Fekete, C. y col., 2000(a)}. La capacidad de CART y
o-MSH para regular la expresién del gen de la TRH durante el ayuno sugiere que ambos
péptidos podrian modular a las neuronas TRHérgicas que controlan la actividad del eje
tiroideo; sin embargo, dado que ninguno reestablece la actividad del eje en su totalidad (los
niveles de T3 y T4 no se reestablecen completamente), es de suponer que CART y a-MSH
median sélo parte de los efectos del ayuno.

Las neuronas ap, pv y mp que hacen sinapsis con ¢-MSH son inervadas a su vez por AGRP.
Sin embargo, mientras que la mayor parte de las neuronas TRHérgicas dorsales (dp) son
inervadas por AGRP, s6lo el 47% tiene a o-MSH y el 34% de las neuronas del mp caudal es
inervado por AGRP y por a-MSH. Dado que no todas las neuronas inervadas por AGRP
conticnen a o-MSH, es posible que AGRP actite de forma independiente al antagonismo
sobre 0-MSH en esta otra subpoblacién de neuronas. Ambos péptidos se unen a receptores
tipo 4 de melanocortina (MC4-R) [Adan, R.A. y col.,1994] y los receptores estdn presentes en
neuronas parvocelulares del PVN {Mountjoy, K,G. y col.,1994]. Por tanto, la presencia de
axones de o-MSH y AGRP sobre una misma neurona TRHérgica sugiere la interaccién de

ambos sistemas para regular la transcripcién del RNAm de la TRH.
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Recientemente se describieron prolongaciones de neuronas del ntcleo dorsomedial del
hipotdlamo (DMN) haciendo contacto con neuronas TRHérgicas del PVN [Mihdly, E. v col.,
2001]. La parte media-dorsal del DMN inerva a casi todas las neuronas TRHérgicas (98%) de
las zonas parvocelulares ap, p&, mp y dp del PVN, mientras que la parte media-ventral inerva
s6lo al 39 % de las neuronas TRHérgicas de la regidn ap, 69% de la regién pv, S1% delamp y
menos del 50% de la region dp. La inervacién del DMN podria participar de forma importante
en la regulacién de la expresion del gen de la TRH aunque se desconocen las moléculas que
estdn presentes en los contactos sindpticos. El DMN sintetiza un gran admero de moléculas
neurotransmisoras y neuromoduladoras a través de las cuales podria regular la actividad del
eje tiroideo. El acido gama amino butirico (GABA) por ejemplo, disminuye fos niveles de la
TSH en el suero y antagonistas a GABA modifican ¢l ciclo circadiano de la TSH [Jordan, C.,
1983]; 1a accién de este neurotransmisor podria estar relacionada con la transmisién de sefiates
del DMN al PVN. Por otra parte, el DMN modula de forma importante el balance energético
del organismo y podria estar implicado en a modulacion de la sensibilidad del eje tiroideo al
efecto retroalimentador por TH circulantes.

Si bien ha habido un avance importante en la identificacién de moléculas que inciden en
distinfos grados sobre las neuronas TRHérgicas del PVN, la complejidad del sistema parece
ser mucho mayor. Es importante tener en cuenta que la mayoria de las moléculas descritas
proviene solamente de uno de los nicleos hipotaldmicos que inervan al PVN.

En la tabla Il se describen las distintas proyecciones que inciden en el PVN, provenientes de
fa mayoria de los nicleos que conforman al hipotdlamo, asf como prolongaciones del rafé,
tallo cerebral y algunas otras zonas del SNC. Indudablemente, los sitios aqui descritos son
candidatos potenciales que podrian estar modunlando la actividad de las neuronas TRHérgicas
en condiciones fisiolGgicas especificas a través de la liberacién de neurotransmisores que a la

fecha se dasconocen.
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Tabla II. Aferencias nerviosas sobre el NPV

Lugar de origen de Péptido o NT | Células blanco en el | Referencia
Ia proyeccion: que sintetiza | NPV bibliografica
| Hipotalamo: m Inervacién densa al parvo | Sawchenko, P. y
Hipotédlamo anterior, lateral, Neurcenddéerino Swanson, L.W., 1983,
nficleo supraquiasmatico, (pv y mp dorsal) Larsen, P.J., et al.,1994,
ventromedial, dorsomedial,
premarnilar, supramamilar, Moderada al parvo
predptico mediano, auténomo (mp ventral,
periventricular predptico, dpyip).
Area preéptica media y lateral. ,
Hipotdlamo anterior, niicleo GABA Todo et NPV Boudaba, C., et al.,
del lecho de la estria terminal, 1996
NTS, 4rea predptica, NDM, '
quiasma 6ptico, NSQ
Hipotilamo lateral -caudal Sustancia P Neuronas de CRF en Jessop, D.S., et
parvo dorsal y medio al., 1992,
Chowdrey, H.S., et al,,
_ 1990.
Rafé dorsal y medio Serotonina Inervacidn muy escasa al | Larsen P.J., et al., 1996
' NPV '
Rafé magno m Inervacion densa al parvo | Larsen P.J., et 21,1996
ap,dpy Ip
Inervacién escasa a
magno posterior
Tallo cerebral : noradrenalina Palkovits, M., et
- Locus coeruleus - Pv parvo al., 1980
- A2 en complejo vago dorsal -Pv,mpydp Swanson, L.W., et
- A1 en médula ventrolateral - Todas las zonas magno | al.,1980.
Tallo cerebral: nticleo del Poblacién Todas las divisiones Ricardo, J.A. y
tracio solitario parcialmenie parvo Koh,E.T., 1978.
noradrenérgica Swanson, LW. y
Kuypers, H.G., 1980.
Niicleo perifornical del 297 Inervacitn escasa a Larsen, P.J., et al., 1994,
hipotdlamo lateral neuronas OXT
magnocelulares
Niicieo del lecho de Ia estria 77 | Neuronas OXT Miselis, R.R., 1981.
terminal, septo, algunos magnocelulares Lind, R.W,, et al.,1982.
nticleos hipotaldmicos, nicleo Swanson, LW, et
dorsal y medio del rafé : al.,1987
Tallo cerebral, érgano NA (region A1 | Neuronas AVP Cunningham, ET. Jr. y
subfornical, n. preéptico medio | del T. cerebral) | magnocelulares Sawchenko, P.E., 1988.
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EL SISTEMA TRHERGICO Y LA RESPUESTA AL FRIO

Respuesta autdnoma al frio

El sistemna nervioso simpatico participa en el control de la termoregulacién aumentando por un
lado, la termogénesis en células del tejido pardo adiposo (BAT) y la presién sanguinea y por el
otro, disminuyendo el ritmo cardiaco v el consumo de oxigeno.

Las hormonas tiroideas desempefian un papel importante en la adaptacién ésociada a cambios
en la temperatura corporal y se han descrito acciones sinérgicas con las catecolaminas. El
aumento de noradrenalina en respuesta al frio, correlaciona con un aumento en la conversidn
periférica de Td a T3 [Storm, H. y col., 1981], En general, las hormonas tiroideas controlan el
metabolismo basal estimulando la fosforilacidén oxidativa de la cadena respiratoria en la
mitocondria e induciendo cambios en el metabolismo basal que son persistentes. Las
catecolaminas por su parte aumentan la produccién de calor por encima del metabolismo basal
estimulando la lipdlisis y la glucélisis en respuesta a distintas demandas metab6licas. La
exposicién al frio aumenta la concentracidn de noradrenalina en el plasma y se ha descrito que
este neurotransmisor se une a receptores o y  adrenérgicos de células BAT induciendo un
aumento tanto en la velocidad metabdlica como en la termogénesis del tejido pardo adiposo.
La TRH sintetizada en el nicleo motor dorsal y el rafé caudal del tallo cerebral, también

participa en Ia réspuesta auténoma al frio [Dolan, D.H. y col.,1992].

Respuesta enddcrina al frio

La exposicién al frio produce un aumento rdpido en la concentracién de TSH circulante y de
T3 (en minutos) dependiente del incremento en la liberacién de la TRH de neuronas cuyos
niicleos se localizan en el PVN. La expresién del gen de 1a TRH incrementa en distintas zonas
hipotaldmicas, incluidas las neuronas del PVN. En ratas macho expuestas a frio, la TRH se
libera de 1a EM entre 30-45 min posterior al estimulo [Arancibia, S, y col.,1989] y el aumento
en la expresién de su RNAm en el PVN ocurre 1 hr después de la estimulacién, regresando al
nivel basal a las 2 hrs de exposici6n a frio [Uribe, R.M. y col.,1993., Rage. y col., 1994]. La
estimulacién al frio por un periodo mayor (6hrs), también incrementa los niveles de RNAm
de la TRH en el PVN y estos cambios ocurren tanto en la zona rostral como en la caudal de!

PVN [Zoeller, RT. y col.,1990]. Zoeller propuso que el fric aumenta el RNAm de la TRH en
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la misma poblacidn que es regulada por T3 sin embargo, esta aseveracién es polémica en el
sentido de que la regulacidn negativa por T3 sdlo ha sido demostrada para las neuronas
parvocelulares de la zona media del PVN [Koiler, K.J. y col.,1987., Zoeller, R.T. y col., 1988.,
Segerson,T.P. y col., 1987 (a)., Dyess, EM. y col., 1988]. La exposicién a frfo también activa
el eje adrenal incrementando la expreéién del RNAm de CRH en él PVN v la liberacién de
ACTH y GC periféricos [Zoeller, R.T. y col., 1995]. Recientemente se maped la respuesta al
frio en el cerebro empleando a la proteina Fos [Baffi, JS. y Palkovits, M., 2000] y se encontré
gue su inmunoreactividad incrementa en el niicleo predptico medio (que es considerado como
el centro termoregulador del cerebro), sitios especificos en médula, parte dorsat del nticleo
pontino, tdlamo rostral y zona incerta. La amigdala central, niicleo del tracto solitario y nticleo
arcuato también presenfaron inmunoreactividad a Fos y, ofros nﬂcleoé identificados
previamente en la respuesta al frio expresaron Fos (ndcleo dorsomedial, supramamilar y
lateral parabranquial). En el PVN, las neuronas responsivas a frio mostraron patrones
topogréficos especificos en las zonas media y dorsal parvocelnlar (inmunoreactividad
moderada); Fos no se detecté en las zonas magno y parvocelulares restantes. Estos datos
sugieren que ademds de la respuesta del ¢je adrenal y tiroideo al frio, otros sistemas que
responden al estrés podrian participar de forma importante en el mantenimiento de la

homeostasis durante ia exposici6n al frio.

Interaccidn autdnoma y enddcrina en el frio

Ademids de la respuesta endécrina del PVN al frio, hay proyecciones directas del PVYN al
sistema nervioso auténomo que transmiten la informacién hacia blancos periféricos
implicados en .la termogénesis a través del complejo vago dorsal y la médula espinal
fSawchenko, P.E., y Swanson, L.W., 1981]. De hecho, la estimulacién farmacol6gica del PVN
por aplicacion local de glutamato, aumenta la produccién de calor en células BAT y la
temperatura del cuerpo a través del sistema nervioso auténomo [Amir, S., 1990]. El nicleo del
rafé también estd implicado en la transmisién de la informacién térmica de 1a piel al tdlamo e
hipotidlamo {Necker, R. y col., 1986] y se sabe que existen conexiones reciprocas entre el tallo

cerebral y el PVN [Swanson, L.W. y Kuypers, H.G.,1980]. La figora 3 muestra un diagrama
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Figura 3. Integracién de la respuesta al frio. El esquema muestra las interacciones entre
los sistemas auténomo y endderino que participan en la respuesta al frio. NTS: niicleo del
tracto solitario, DVC: complejo vago dorsal, DMN: ndcleo dorsomedial, PVN: nicleo
paraventricular, Pe N: niicleo periventricular, TRH: hormona liberadora de tirotropina,
SRIH: somatostatina, NE: norepinefrina, TSH: tirotropina, T3, T4: hormonas tiroideas,
BAT: tejido pardo adipcso. (Modificado de Arancibia, S., et al., 1989).
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en donde se integran los distintos sistemas que intervienen en la respuesta al frio. La

complejidad de las interaccipnes entre ambos sistemas es atin materia de investigacion.

FISIOLOGIA DE LA LACTANCIA

La lactancia es un fenémeno neuroendderino complejo que inicia con la estimulacién tanto
fisica (succién) como esteroceptiva de las crias recién nacidas hacia las madres. Este estadio
se caracteriza por un aumento en la demanda energética de la madre, que se atribuye en parte a
la produccién de leche. Dicha demanda es compensada con un aumento en ¢l apetito varias
veces mayor al de ratas no lactantes [Vernon, R.G. y Flint, D.J., 1983] vy un incremento en la
actividad del tracto gastrointestinal y del higado [Widdowson, EM., 1976].

Los elementos implicados entre el SNC, y las aferencias somatosensoriales que se activan en
respuesta a la estimulacién por succidn, se conocen de forma parcial. En los roedores, la ruta
aferente, seguida por la informacién sensorial en el .pezén, involucra a los nervios sensoriales
periféricos que entran a la médula espinal a través de la rafz dorsal y a varios relevos
sindpticos en el cuerno dorsal antes de que la transmisién alcance la columna anterolateral.
Estas vias contienen fibras destinadas a varios sitios en el tdlamo, médula espinal y en
particular a la formacitn reticular del tallo cerebral. Desde este punto, la ruta al hipotdlamo no
estd bien identificada, pero eventualmente la informacién es llevada del cerebro medio
anterior hasta el PVN magnocelular y el nicleo supradptico (SON) del hipotilamo. La
activacién de neuronas magnocelulares Hleva al aumento en la sfntesis de oxitocina (OXT) y
liberacion de la hormona de la hipéfisis posterior a la circulacién. OXT llega a la giéndula
mamaria y provoca la contraccién de las células mioepiteliales que rodean a los alveolos,
forzando la liberacién de la leche hacia los ductos; el aumento resultante en la presién
intramamaria trae como consecuencia !a bajada de ia leche hacia el pezén y la remocién de la
misma por la cria que succiona el pezdn. La liberacién de OXT del PVN y SON en respuesta a
la succién, es dependiente de la activacién de receptores o y § adrenérgicos presentes en
neuronas magnocelulares de ambos ndcleos [Bealer, S.L. Y Crowley, W.R., 1998].

En las hembras lactantes, la secrecién de PRL se encuentra casi totalmente bajo el control de
impulsos neurogénicos aferentes, generados por la succién de las crias o a partir de sefiales

esteroceptivas asociadas a la succién [Grosvenor, C.E. y Whitworth, N., 1974], La succion es
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necesaria para el mantenimiento de la lactancia en la rata ya que si se interrumpe separando a
las crias de sus madres, los niveles de PRL decaen rdpidamente (3.5 hirs) a los observados en
ratas virgenes y paulatinamente, las hembras regresan al ciclo estral [Walker, CD. y
col.,1992]. Por otro lado, Ia succién en hembras virgenes, puede inducir el comportamiento
materno y eventualmente la lactancia, que se desarrolla de igual manera al de una rata que ha
tenido a sus crias. Durante la lactancia, la PRL. no se secreta de forma ténica, sino fasica
[Grosvenor, C.E. y col.,1981]; la estimulacién del pezén induce ‘el reflejo de liberacién de
PRL adenohipofisiaria y la cantidad liberada estd determinada por la fuerza y duracién de 1a
estimulacion del pezon asi como del niimero de crias que succionen a la vez [van Haasteren,
G.A.C. y col.,1996].

En condiciones basales, dopamina (DA) es el principal factor inhibidor de 1a secrecién de PRL
de los lactéirofos de Ia hipdfisis anterior. Sin embargo, durante la lactancia se observa una
supresién en la actividad de las neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares del nécleo
arcusto que frae como consecuencia una disminucién en Ia secrecién de DA a la sangre portal
[Demarest, KT. y col., 1983, Wang, H.J. y col., 1993]; esta disminucién permite que la PRL
sea secretada a la circulacién y transportada a los alveolos mamarios. PRL estimula la sintesis
y secrecién de las proteinas de la leche (caseina, lactoalbimina y lactoglobulina) a través de la
unién a su receptor en las células alveolares,

- La concentracién de estr6genos y progesterona circulantes, asi como de lactdgeno placentario,
caen abruptamente después del parto; al parecer, los esterpides inhiben la secrecion de la leche
actuando directamente sobre ¢! tejido mamario a nivel de las células alveolares. La caida en
los niveles circulantes de estrégenos y de progesterona al momento del nacimiento
[Nissenson, R. y col.,1978), también correlaciona con el aumento en el contenido de PRL
hipofisiaria y secrecién de la hormona a la glandula mamaria [Meites, J. y Nicoll, C.S., 1966].
Si bien los estrégenos y la progesterona participan en la reestructuracién de los micleos
hipotaldmicos implicados en esta condicién fisioldgica (modulando entre otras cosas la
actividad eléctrica de las neuronas magnocelulares), estas hormonas no son suficientes para
provocar cambios plésticos en dichos niclecs ya que la actividad magnocelular en el PYN o el

SON se modifica cuando los animales se encuentran en pseudogestacion y gestacién [Amrico,
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LA. y col., 1995], Al parecer, la integracién de las sefiales tanto hormonales como neurales es

necesatia para el remodelamiento de los sistemas implicados en la lactancia.

Participacion de la TRH en la liberacidn de PRL inducida por Id succion

La succién induce aumentos rapidos en la PRL del plasma de hembras lactantes, que alcanza
su maximo dentro de 15-30 min de estimulacién [Blake, CA., 1974, Voogt, J.L. y Carr, LA,
1974]. La TRH participa de manera importante en la regulacién de la liberacién de la PRL
hipofisiaria inducida por la succién. Una inyeccién icv de la TRH aumenta la concentracién de
PRL en el plasma sélo cuande las crias succionan entre 15 y 30 minutos; la
inmunoneutralizacién del péptido atenda, aunque no bloquea totalmente, la liberacién de PRL
inducida por la succién [de Greef, WI. y col., 1987]. En hembras succionadas, el aumento
ripido en el contenido y liberacién de la TRH de la eminencia media as{ como la disminucién
en los niveles de DA hipotaldmica traen como resuitado la liberacién de PRL de la glindula
mamatia [Grosvenor, C.E. y Mena, F., 1980., de Greef, W.J. y Visser, T.J., 1981]. El aumento
en la liberacién de la TRH también estd acompafiado por un incremento rapido y transitorio en
los niveles del RNAm de la TRH del PVN, que alcanza un pico méximo a fos 30 min; a los 60
min se recuperan los valores control [Uﬁbe, R.M. y ¢ol.,1993., van Haasteren, G.A.C. y col.,
1996]. En esta condicién no se observan cambios en los niveles de TSH circulantes y se
postula que la falta de respuesta de TSH a la TRH podria deberse a 1a presencia de otros
factores en la circulacién. OXT por ejemplo, ateniia la liberacién de TSH inducida por la TRH

en condiciones in vitro [Frawley, LS. v col,,1985].

Activacion neuronal por el estimilo de la succion

Patrones discretos de expresién de c-fos han sido observados en el cerebro de ratas lactantes
después de recibir un estimulo agudo de succién al dia 11 de la lactanéia {Lin, SH. y
col.,1998., Lonestein, 1S. y Stern, J.M., 1997., Numan, M. y Numan, M.J., 1994, Numan, M.
y Numan, M.J., 1995]; ¢l gen de c-fos se expresa en la parte dorsal y lateral del septo lateral,
drea preGptica media, drea predptica periventricular, nicleo supradptico, médula ventrolateral,

locus coeruleus, ndcleo parabranquial lateral y nicleo paralemniscal.
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La expresién de c-fos también ha sido determinada en el hipotdlamo anterior, amigdala media,
sustancia gris periacueductal y otras 4dreas del cerebro asociadas con la transmisién de
estimulos sensoriales de las crias hacia las madres [Li, C. y col.,1999]. Si bien no hay una
activaciéon de c-fos en el PVN u ofros niicleos hipotaldmicos que participan de manera
importante en mediar las respuestas a ia estimulacion por succién (como las neuronas de NPY
en el ndcleo arcuato), es posible que poblaciones de neuronas de las dreas mencionadas,
releven informaei6n hacia estos niicleos para anmentar la actividad de neuronas implicadas en

la respuesta a la succidn.

Neurotransmisores implicados ¢n mediar la respuesta a la succién

Adrenalina y noradrenalina

Durante el reflejo de eyeccion de la leche inducido por la succién, todas las neuronas
oxitocinérgicas a través del hipotdlamo despliegan una descarga de potenciales de accién de
alta frecuencia que llevan a la liberacién masiva de la hormona a la circulacién y se presume
que la respuesta estd dada, al menos en parte, por el aumento en la liberacién de noradrenalina
de terminales sindpticas que contactan a las neuropas oxitocinérgicas en las zonas
magnocelulares del PVN y SON, asf como por la activacién de receptores o y § adrenérgicos
en el PVN [Bealer, S.L. y Crowley, W.R., 1998]. Adems, la succién incrementa el recambio
de noradrenalina en el PVN y SON de ratas lactantes apoyando con ello el aumento en la
sintesis y/o liberacién del NT en respuesta al estimulo fisioldgico [Crowley, WR. y col,,
1987].

Serotonina

La deplecidn de sef:otonina (5-HT) con inhibidores de su sintesis bloguea la liberacién de PRL
inducida por 1a succién en la rata lactante [Kordon, C. y ¢ol.,1973] y, los bloqueadores del
receptor a 5-HT inhiben la liberacién de PRL inducida por la succién [Gallo, RV. y col.,1975].
La distribucion del sistema 5-HT en el SNC as{ como el efecto de deaferentacién hipotaldmica
sobre los uiveles de PRL sugiere fuertemente que los cuerpos de las neuronas serotonihérgicas
implicadas en la liberacién de PRL inducida por la succién, se originan fuera del hipotilamo

{Clemens, J.A. y Shaar, C.J., 1980]. Ratas lactantes con lesiones del rafé dorsal o medio, que
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reciben un estimulo agudo de succién por 30 min, muestran una disminucién significativa en
la liberacién de PRL inducida por la succién asi como una deplecion del 65% en la 5-HT
hipotaldmica s6lo en las ratas que fueron lesionadas en el rafe dorsal [Barofsky, AL. y
col.,1983]. Si bien estos datos apoyan que el rafé dorsal envia aferencias serotoninérgicas
estimuiadoras al hipotdlamo durante la succién, queda por definir 1a poblacion celular sobre la

cual se libera el neurotransmisor.

HISTAMINA
La succién aumenta de forma significativa la expresion del RNAm de la enzima que sintetiza
la histamina (histamina descarboxilasa) en e! niclec tuberomamilar ventrolateral - el tinico
sitio hipotaldmico donde se sintetiza este NT- y se cree que el efecto podria ser directo sobre
el PVN y SON porquie se han detectado fibras histaminérgicas en ambos nicleos [Schwartz,
JC. y co0l.,1991., Hough, LB., 1988]. La histamina activa la expresién de c-fos en neuronas de
CRH, vasopresina (AVP) y OXT del PVN de machos aduitos [Kjaer, A. y col., 1994 (a)] y, la
activacién de receptores a histamina aumenta tanto la concentracién de CRH en sangre portal
como la expresion de su RNAm en el PVN [Kjaer, A. y col., 1994 (b)] por tanto, es posible
que el efecto de la histamina sobre la liberacién de ACTH en la succién sea a través de la
activacién de las neuronas de CRH en el PVN. La activacién de las neuronas histaminérgicas
también estd implicada en la mediacién de las respuestas de OXT y PRL inducidas por la
-succién [Schagen, FHE., 1996]. Su accién debe ocurrir a nivel del hipotdlamo porque no se ha

observado un efecto directo a través de I2 hipdfisis [Knigge, 1., 19911

RESPUESTA GENERAL AL ESTRES

Activacion del eje adrenal

"El cuerpo responde a distintos estimulos, que van desde altéraciones psicoldgicas (que
producen ansiedad, miedo e ira) hasta alteraciones fisicas (como exposicién al frio, calor o
trauma quirdrgico), liberando ACTH de la hipdfisis anterior, GC de la corteza adrenal,

adrenalina de la médula adrenal y noradrenalina del sistema nervioso simpdtico. Estas
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hormonas adaptan el cuerpo al estrés, modulando la actividad cardiovascular, la produccién de
energia y el sistema inmune. _

Las células que sintetizan ACTH en la hip6fisis son controladas por una poblacién de
neuronas parvocelulares del PVN hipotaldmico que sintetizan y liberan CRH a la sangre
portal. La unién de la hormona a su receptor en células hipofisarias, estimula tanto la sintesis
como la liberacién de ACTH. L.a ACTH secretada estimula la sintesis de corticosteroides en la
corteza acllrenal._ La liberacién de corticostercides a la sangre periférica y su posterior
internalizacién a las células blanco, alerta a los sistemas respectivos para que ¢l organismo
genere una respuesta inmediata hacia el estimulo.

Las neuronas de CRH responden a cambios en los niveles circulantes de corticosterona
disminuyendo la expresion de éu RNAm si se administra Dex ip o aumentando la 'expresiﬁn de
su RNAm posterior a Adx [Jingami, H. y ¢ol.,1985]. La administracién local de GC también
reduce el RNAm de CRH sugiriendo que los receptores locales a GC en el PVN son
responsables, al menos en parte, del efecto retroalimentador negativo. Algunas evidencias
muéstran que la regulacién de la expresion del CRH ademds de ser hormonal, también es
transindptica {Herman, J.P. y col,,1990). En condiciones normales se producen cambios
diurnos en la secrecidn de ACTH que se observan también en ausencia de corticosterona o
durante cambios constantes en los niveles de esteroides sugiriendo con ello, que las neuronas
de CRH en el PVN responden a regulacién neural aferente. El hipocampo es una zona
claramente implicada en la regulacién extrahipotaldmica retroalimentadora de GC; la
~destruccion de las aferencias del hipocampo al PVN incrementan la expresidn del RNAm de
: CRI‘I)} del péptido on la sangre portal [Sapolsky, R.M. y col.,1989].

Los niveles del RNAm de CRH aumentan en respuesta a estrés fisico (pinchar cola a roedores,
administracién ip de solucién salina, administracién de péptidos opidceos) o estrés psicolégico
{nado forzado, inmobilizacién). Los cambios a nivel del RNAm de CRH ocurren de 120 a 180
min posterior al estimulo, a pesar de que ¢l estrés incrementa rdpidamente los niveles de
corticosterona y ACTH en la sangre (desde los 15 minutos de estimulacién). Dado que
corticosterona regula de forma negativa al eje adrenal, s¢ esperaria que el nivel de RNAm de
CRH disminuyera en respuesta al estrés; sin embargo los niveles de RNAm de CRH aumentan

en el PVN a pesar de que corticosterona esté aumentada en sangre. Lightman, S.L. y Young,

75



W.S., 1989, investigaron la relacién entre los niveles de corticosterona y la amplitud de la
respuesta de CRH a un estimulo dado y encontré que la respuesta de CRH al estrés no
depende de los niveles de corticosterona en sangre; si bien la Adx incrementa de forma
considerable ¢l RNAm de CRH, persiste una respuesta significativa al estrés, similar a lo
observado en las ratas control. Igualmente, si se administran corticoides ex6genos, en dosis
altas que suprimen el nivel basal de RNAm de CRH, se observa el incremento en la expresion
de CRH en respuesta al estrés [Harbuz, M.S. y col.,1990}]. Esto indica que la activacién
transindptica de las neuronas que sintetizan a CRE en el PVN es independiente de la presencia

de receptores activados a GC.

Expresidn de genes tempranos

La expresion de genes tempranos inmediatos. (IEGs) en respuesta a estimulos distintos ha sido
una herramienta ampliamente utilizada paré mapear activacién neuronal en sitios especificos
del cerébro. Uno de los IEG’s més empleados es el gen c-fos [Morgan, J., y Curran, T.,1989,,
1991 (a)., Sagar, S. y col.,1988]. ¢-fos es un gen temprano que al ser traducido genera a la
proteina Fos; esta protefna dimeriza con protefnas nucleares codificadas por miembros de Ia
familia c-jun e interacciona con secuencias cis-especificas en el DNA de genes blanco
conocidas como sitios AP-1 para regular su transcripcién {Chiu, R. y col.,1988., Curran, T. y
Franza, B.R., 1988., Morgan, J., y Cufran, T., 1991]. La expresion de c-fos y de la proteina
aumentah en respuesta a estrés agudo enm varias regiones del cerebro, incluyendo corteza
cerebral, hipocampo, amigdala [Matinez, M. y col.,1998], septo, drea prebptica, hipotdlamo
[Cullinan, W.E. y col.,1995., Melia, K.R. y col.,1994] y tallo cerebral [Chen, X., y Herbert, J.,
1995] y se atentia en algunas de las dreas en respuesta a estrés repetido o crénico. Aungue la
respuesta de c-fos al estrés es la mas caracterizada, también se ha demostrado la activacién de
otros IEG’s; la activacién de éstos varfa dependiendo del estimulo que se aplique. Algunos
tibos de estrés agudo incrementan la expresién de ¢-fos y del factor de crecimiento nervioso
tipo A (NGFIA o zif/268) en distintas dreas del cerebro mientras que el RNAm de c-jun es
poco inducido [Cullinan, W.E, y ¢ol.,,1995}. En el caso especifico del estrés agudo por
inmobilizacién, ¢-fos y jun-b anmentan significativamente mientras que, la induccién del
RNAm de NGFIA, ¢-jun v jun-d, es moderada {Melia, K. R. y col., 19941, Administracién de
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alcohol en ratas aumenta la expresion de c¢-fos, jun-b y jun-d en el hipocampo [Ryabinin, A.E.
y cob,1995], En resumen, el mapeo de distintos IEG’s parece ser necesario para la

caracterizacion de las respuestas al esirés.

Respuesta al estrés en la lactancia

La lactancia en mamiferos, ests acompaiiada por una disminucién considerable de la respuesta
al estrés que en parte se atribuye a una reduccién del tono noradrenérgico a nivel de las
neuronas CRHérgicas del PVN [Toufexis, D.J, y Walker, C.D.,1996}. La liberacién end6gena
de noradrenalina det PVN es menor en ratas lactantes en condiciones basales que en virgenes
y tanto 1a densidad como la afinidad de los receptores o-2 noradrenérgiéos disminuye en
funcién de la lactancia (menor hasta un 40% entre los dias 10-20). La densidad del receptor a-
1 incrementa pero no su afinidad v, la expresion del RNAm del receptor -1D disminuye al
dfa 10 comparado con las hembras virgenes [Toufexis, D.J, y col., 1998]. Es posibie que
durante la lactancia, la sensibilidad de las neuronas noradrenérgicas al estrés, se vea afectada
por cambios plésticos que ocurren durante esta condicidn fisiolégica.

En condiciones basales, 1a expresién del RNAm de CRH en el PVN parvocelular, se encuentra
disminuida en ratas lactantes [Windle, R.J. y col,, 1997]. Mientras que la administracién icv
del péptido en ratas virgenes, induce la expresién del RNAm de c-fos y NGF1-B en el PVN y
otros nicleos hipotaldmicos asi como en el hipocampo, el gen c-fos s6lo se expresa en el
hipocampo de ratas lactantes y NGF1-B no se activa [Da costa, AP.C. y col., 1997]. Esto
podria implicar cambios en los mecanismos aferentes al PVN, que son mediados por CRH en
respuesta al estrés en la condicién de lactancia. Ia administracién icv de CRH en ratas a
mitad de la lactancia, disminuye la cantidad de leche secretada dependiendo de la dosis |
inyectada del péptido [Almeida, OF., 1994 lo cual explica en parte la disminucién general de
Ia expresion del RNAm de CRH durante esta condicidn fisiolGgica.

La exposicién a estrés por éter, formalina o inmobilizacién trae como consecuencia un
aumento de corticosterona en sangre (es decir, las ratas responden al estrés) y disminucién de
PRL circulante en ratas lactantes a las que se les ha retirado a sus crias por un periodo de
tiempo determinado. Sin embargo, si las crias se regresan para que succionen durante 30 min

ya no se observan cambios en respuesta a ningfin estrés aplicado {Banky, Z. y ¢ol.,1994} o
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bien el incremento de distintas hormonas en el suero (PRL, ACTH vy corticosterona), es de
menor magnifud si se compara con el incremento en ratas virgenes [Walker, CD. y col.,1992].
Las ratas lactantes responden al estrés de forma similar a las hembras virgenes sélo cuando se
les ha retirado a sus crias por 48 hrs, cuando ya estéin regresando al ciclo estral. Es posible que
cambios en las aferencias sindpticas necesarios para el funcionamiento adecuado del
organismo durante la lactancia, eviten la estimulacién neuronal que normalmente es activada

por el estrés.

JUSTIFICACION

En respuesta a la estimulacién aguda como el frio en ratas macho, o la succién en hembras
lactantes, se observan cambios en los niveles de expresién del RNAm de la TRH en las
neuronas del PVN que correlacionan con incrementos en los niveles circulantes de TSH o de
PRL, y que a la vez son un reflejo de activacién det eje hipotilamo-hipofisiario. Estos cambios
se atribuyen en parte a la activacién de mecanismos transindpticos que inciden sobre las
neuronas TRHérgicas del PVN [Uribe, R.M. y col., 1993].

Varias evidencias experimentales han conducido a 1a hipétesis de que la exposicién agnda al
frio activa a las neuronas TRHérgicas del PVN a través de aferencias adrenérgicas
provenientes del tallo cerebral [Annunziato. y col.,1977., Arancibia, S. y col.,1983., Shioda, S.
y Nakai, Y., 1993] mientras que en el caso de la succién el mecanismo parece ser mas
complejo y no hay evidencias directas de activacién transindptica sobre las neuronas
TRHérgicas del PVN bajo esta condicién. Se cree que la activacién de neuronas
serotoninérgicas del tallo cerebral es necesaria para provocar la respuesta celular al estimulo
pero la ruta ascendente al hipotilamo y en particular al PVN aiin es materia de controversia
[Barofski, AL. y col,1983., Larsen, PI. y col.,1996., Baffi, JS. y Palkovits, M., 2000}. El
- sistema se torna afin mds complejo si tomamos en cuenta que las neuronas TRHérgicas son
inervadas de forma diferencial dependiendo de la regién parvocelular en la que se localicen.
Es importante por tanto, entender los mecanismos por los cuales el frfo, 0 la succidn, activan a
las neuronas TRHérgicas para regular su sintesis en respuesta a estimulacién neural,

Dado que la respuesta al frio o a la succibn se da a tiempos distintos en machos adultos y

hembras lactantes respectivamente, es necesario conocer si las mismas neuronas TRHérgicas
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del PVN responden tanto al frio como a la succién o si existen subgrapos de neuronas que

responden de manera independiente a cada uno de los estimulos.

OBJETIVO PARTICULAR
Determinar si existen poblaciones de células TRHérgicas en ¢l PVN que respondan de manera

diferencial a los estimulos de frio y de succién.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia expeﬁmental consistié en analizar la msyuesté a los estimulos de frio y de
succién en el mismo animal empleando como modelo experimental a la rata lactante.

Para ello analizamos la distribucién de las neuronés TRHérgicas en el PVN de ratas lactantes
sometidas a estimulacién por frio y/o por succién, asi como la expresién del gen temprano c-
Jos y del factor CREBP fosforilado para tratar de identificar marcadores de la respuesta celular
al estimulo de frfo y/o de la succién. En 'general se tomaron cortes de tejido alternos desde la
zona rostral hasta la caudal del ndcleo y se analizaron por hibridacién in situ (HIS) para
detectar al RNAm de la TRH o bien al RNAm de [a TRH y de c-fos (doble HIS) 0 a la
proteina CREBP por inmunohistoquimica. La sefial para el RNAm de la TRH se cuantificé
por microscopfa de campo obscuro en toda la rebanada o bien dividiendo la sefial en el PYN
en celdas verticales que van del tercer ventriculo a la zona magnocelular. Las hibridaciones
dobles con ¢-fos se analizaron por microscopia de campo claro tomando como referencia las
células positivas al RNAm de la TRH y dentro de éstas las que colocatizaran con c-fos.

Dado que todos los estudios de exposicién al frio se han realizado en ratas macho adultas, fue

necesario comparar primero la respuesta al frio entre lactantes y machos o hembras virgenes,
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MATERIALES Y METODOS

MACHOS YHEMBRAS
VIRGENES 1 hr 4 °C

LACTANTES
SCTA+1hrdC

LACTANTES
CCTA + 1 hr 4C

LACTANTES
SCTA + 53030
SCTA+ 51660

LACTANTES
SCTA + 30 min
speeion

Radioinmunoensayo . DISH
(RIA) en sangre de cfos-TRH
corticosterona, TSH
y PRL. ICC CREBP-P

Analisis del RNAm de la TRH
por ISH (autoradiografia y
emulsion fotografica)

Andlisis de 1a sefial en el Andlisis de la sefial
corte completo. en celdas.

(D.O. expresada como (D.O. expresada como
granos totales en el PVN) Nivel de gris)
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1. Animales

Los experimentos de 1 hr de frio se realizaron empleando ratas machos adultas de 300 g de .
peso promedio y hemibras virgenes de 250 g de la cepa Wistar. Los animales se retiraron del

bioterio el dia del experimento a las 7 am, 4 ratas / caja y se colocaron en un cuarto frio (4=1

°C) o bien en un cuarto contiguo a temperatura ambiente (T.A) para ser sacrificados por
decapitacién entre las 9 y 10 am.

Para los experimentos de estimulacidn por frfo y/o succidn, se emplearon ratas hembras
primiparas de la cepa Wistar a mitad de la lactancia (dias 12 a 14 tomando como dfa 1 la fecha
‘de parto). Las ratas fueron mantenidas en cajas individuales y manipuladas por el mismo
experimentador desde ¢l inicio de la gestacién hasta el dia del experimento para minimizar el

estrés; la camada se ajusts a 8 crias desde el nacimiento. El dia del experimento, se¢ separaron
a las ratas en 7 grupos alrededor de las 7 am y se sacrificaron a partir de las 3 pm como se

describe a continuacién: Grupo 1: Hembras lactantes mantenidas sin crfas a T.A por 8 hrs
(SCTA= tiempo cero de succidn), Gropo 2: SCTA + 30 min de succién, Grapo 3: SCTA «+ 1

hr a 4 °C, Grupo 4: SCTA + 10 min de succién seguido por 1 hr a 4 °C, Grupo 5: SCTA + 30

min de succién seguido por 30 min a 4 °C, Grupo 6: Hembras lactantes mantenidas con sus
crias por 8 hrs (CCTA= lactancia continua), Grupo 7: CCTA + 1 hr 2 4 °C (los grupos 6 y 7 se
sacrificaron en dia distinto a losgrupos del 1-5). Los cerebrog de todas las ratas fueron

extraidos y congelados rdpidamente en hielo seco; posteriormente se guardaron a ~70 °C
cubiertos con parafilm y papel aluminio hasta su uso. Los cortes de tejido se hicieron con un

criostato a 12 micras de grosor, se montaron en portaobjetos cargados electrostiticamente (cat.

No.12-550-15 de Fisher Scientific) y se almacenaron a -70 °C previo a los ensayos de ISH. El

diagrama de la pagina anterior describe de manera general la metodologia empleada para este

estudio.

2, Cuantificacién hormonal

Se colecté sangre del tronco de los animales experimentales posterior al sacrificio. Las
muestras se centrifugaron a temperatura ambiente y posteriormente se prepararon alfcuotas del
suero de cada animal. Las muestras se almacenaron a ~20 °C hasta su utilizacion. El analisis

hormonal se hize por radioinmunocensayo empleando un kit de ICN para medir Corticosterona.
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La medicién de TSH y PRL se realizé con reactivos proporcionados por el NIDDK (National
Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases). El coeficiente de variacién intra e
inter ensayo fue menor al 10%. Se descartaron a los animales que no presentaron respuesta a

TSH o PRL segin el grupo experimental (siempre menor al 5-10% de los animales).

3. Material

Todo el material de vidrio que se empleS para Ia preparacién y almacenamiento de las
soluciones se horned a 180 °C durante 12 hrs. El material de vidrio sensible a las altas
temperaturas y el de pldstico, se esterilizé en una autoclave a 120 1b de presién durante 30
min.

El agua empleada para preparar las soluciones o para resuspender las sondas de cRNA o
DNA(oligos) se desioni_zé (milliQ Plus, calidad: 18MQ/cm) y colecté en frascos horneados;

adicionalmente se esterilizo en una autoclave a 120 1b de presién durante 30 min.

4. Marcado de sondas
La metodologia descrita a partir de esta seccidn ha sido referida con anterioridad en
Sanchez,E. y col., 1997 (articulo anexo). En ese articulo se cita a los autores originales para

cada una de las metodologias empleadas y las modificaciones hechas a las técnicas.

4. 1 Oligonuclestido de IaTRH marcado con a-dATP [*¥S]

Se empled un oligonucledtido sintético de 50 bases que corresponde a las bases 317 - 367 del
c¢DNA de Ia TRH de la rata [Lechan, RM. y c0l.,1986 (a)]. El oligo se marcé en el extremo 3’
(con un kit de Boehringer) utilizando 1.5 pl de deoxiribonucleotidil terminal transferasa (25
U/l), buffer para la enzima a una concentracién final de 1X (Buffer 5x = cacodilato de
potasio IM, Tris HCl 125 mM pH 6.6, albiimina de bovino 1.25 mg/ml), CoCl, 1.5 mM, 30
#Ci de a-dATP [*S}, 2 picomolas de DNA y agua bidestilada y esterilizada para un volimen
final de 15 pl, La mezcla de reaccion se incubd durante 30° a 37 °C. Transcm'rido el tiempo de
incubacidn, se tomé 1 ul de la mezcla de reaccién para medir el porcentaje de incorporacién
del o - JATP [*’S] en el oligonucleétido.
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El resto de la reaccién se precipité a =70 °C con 2 pl de tRNA 10 mg/mi como coprecipitante,
1yl de EDTA 0.5 M, 1.5 ul de NaOAc 3 M pH 7.0 y 2 volimenes de etanol absoluto durante
1 hora. Se centrifugd a 4 °C y 15000 rpm durante 30 min {Centrifuga refrigerada de mesa
MR18-22 marca Jouan, rotor de dngulo abierto de 60 mm) y posteriormente se decant con
cuidado (se aspird el sobrenadante poniendo la punta de la pipeta por una de las paredes del
tubo); la pastilia se secé a temperatura ambiente y después se resuspendid en 45 ul de Tris
0:01 M-EDTA 0.001 M (TE) y 5 ul de ditiotreitol (DTT) 0.1 M. Se resuspendid y s¢ tomé 1 pl
por duplicado para determinar las cpm’s totales y la actividad especifica de la sonda.

Adicionalmente se analizé una alicuota del oligo marcado por electroforesis en gel de
acrilamida al 20%- 8M urea, TBE 1X con la finalidad de verificar que no estuviera degradado
o contaminado con marca no incorporada. La electroforesis se corrid a 350 voltios durante 45
min en buffer TBE 1X y posteriormente el gel se envolvié en papel adherente, se colocé en un

caset de exposicién con un film kodak T-Mat y se expuso durante 3 hrs a T.A.

4. 2 Transcripcion in vitro para el cRNA antisentido de cfos utilizando a- UTP [*S]

Para llevar a cabo la transcripeion in vitro del cRNA de cjfos, se utilizé un fragmento de 531
pb del cDNA de la rata (bases 134 a 665) {Curran, T. y col.,1987]. Se empled una mezcla
equivalente a 35 pmolas de UTP frio y 100 pmolas de o- UTP [*°5]; el nucledtido marcado se
colocd en un tubo eppendorf siliconizado o bien, esterilizado y se secé durante 15 minutos en
un liofilizador (Savant); posteriormente se adicionaron los reactivos en el orden siguiente
(reactivos de Boehringer): 1 yl de buffer de transcripbién 10X (THC1 0.4 M pH 8.0, MgCl, 60
mM, DTT 100 mM, espermidina 20 mM), 1 1 de DTT 100 mM disuelto en agua (recién
preparado),1.5 pi de la mezcla de NTP's (A,G y C 10 mM), 1zg de DNA del pldsmido cfos
linearizado con Hind 111 y previamente desnaturalizado a 65 °C durante 5, 1 pl de RNAsin (40
U/pl), 1 41 de RNA polimerasa T7 (20 U/ul) y H,0 para un voldmen final de 10 pl. La mezcla
de reaccidén se incubé durante 1 hr a 37 °C. Transcurrido este tiempo se adiciond 1 pl mds de
RNA polimerasa T7 y se incubé nuevamente por 1 hora. Posteriormente se adiciond 1 pd de
tRNA (10 mg/ml), 1 pl de RNAsin (40 U/zl) y 0.5 ui de DNAsa 1 (10 U/ul), se mezcld
snavemente y se incubd nuevamente a 37 °C durante 45 min. Para precipitar el transcrito se
adicionaron 36.5 pl de la solucién para parar la reaccién {(NaQAc 0.6 M pH 4.0, EDTA 10
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mM y SDS al 1%). En ese momento se tomé una alicuota de 1 ul para determinar la eficiencia
de incorporacién del nucledtido [*°S).

A continuacién se hizo una extraccién (1:1) con 50 pl de fenol y 50 pl de cloroformo: alcohot
isoamilico (24:1) y se centrifugd por 5 minutos a 7000 rpm a T.A; se colect6 el sobrenadante y
se hizo una extraccién mas con 50 pl de cloroformo: alcohel isoamilico, se agitd snavemente
invirtiendo el fubo y se centrifugd por 5 min a 7060 rpm a T.A. Se colecté el sobrenadante y
se hizo una primera precipitacién con 0.3 M de NaOAc pH 4.0 y 3 vollimenes de etanol
absoluto durante una hora a -70 °C. Se centrifugé durante 30 min a 15000 rpm a 4 °C, se
decanté con cuidado {de preferencia quitando el sobrepadante con una micropipeta por la
pared del tubo opuesta al pellet} y se dejé secando a T.A pof un tiempo aproximado de 10
minutos. La pastilla se resuspendié en 45 g4! de H,O tratada con dietil pirocarbonato al 0.1 %
(H,0 -DPC) y 5 ul de DTT 0.1 M; se precipité nuevamente con 0.3 M de NaOAc pH40y3
volimenes de etano] absoluto durante 1 hr a -70 °C.

Transcurrido este tiempo se centrifugé a 15000 rpm por 30 min a4 °C, se decanté el
sobrenadante con cuidado y se secé 1a pastilla durante un tiempo aproximado de 20 minutos.
Finalménte la pastilla se resuspendid en 45 ul de H,O -DPC, 0.2% SDS y S pl de DTT 0.1 M
mezclando bien; se tomd una alicnota de 1 pl por duplicado para determinar la actividad
especifica de la sonda y otro pl para verificar la integridad y longitud del transcrito por
electroforesis en gel; el resto se congelé a -70 °C hasta su uso.

El 1 de la reaccidén se diluyd en H,O -DPC para tener medio millén de cuentas totales por
cada 5 ul; la alicuota resultante se mezclé con 5 pl de “stop mix” de secuencia (100%
formamida, 0.25% xilen cianol, 0.25% azul de bromofenol) y se corrié en un gel en
condiciones desnaturalizantes (acrilamida al 7%-8M urea, TBE 1X) junto con un marcador de
peso molecular (RNA lader 0.155-1.77 kb) durante 45 min a 350 volts. Al término de la
electroforesis, se separd el carril del marcador y se tifié 1 min con bromuro de etidio; el resto
del gel se envolvid en papel adherente y se expuso a un film kodak T-Mat durante 1 hra T.A.
El tamafio del transcrito se verificé al comparar la sefial en el film con el marcador de peso

molecular,
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4. 3 Transcripcién in vitre para el ¢<RNA antisentido de la TRH empleando UTP
Digoxigenina (UTP-Dig)

El procedimiento a seguir para transcribir cRNAs con digoxigenina (Dig) fue similar al
descrito con radiactividad a excepeién del paso de extraccién con fenol-cloroformo que en
este caso se omite.

En un tubo de microcentrifuga se adicioné 1 pg del plasmido pSPT19 que contiene un
fragmento de 700 pb del cDNA de 1a TRH de 1a rata {L.echan, RM. y col.,1986 (a)] linearizédo
con Fico R1 para transcribir la cadena antisentido y desnaturalizado a 65 °C por 5 minutos, 2 ul
de buffer de transcripcion 10X, 1 pl de DTT 100 mM recién preparado, 3 pl de la mezcla de
NTP’s (A, G y C 10 mM), 4 ul de UTP 1 mM, 2 pi de UTP-Dig 10mM, 0.5 ul de RNAsin
(40 Ulpul), 1.5 1 de RNA polimerasa T7 (20 U/ut) y H,O para un volimen final de 20 pl. La
mezcla de reaccién se incubé por 1 hr a 37 °C; transcurrido este tiempo, se adiciond 1.5 pl mds
de polimerasa T7 y se incubé nuevamente a 37 °C por 1 hir, Para degradar al DNA templado,
se adiciond 1 ul de DNAsa I (10 Uful), 0.5 pl de RNAsin (40 Ulul) y 0.5 pl de (RNA 10
mg/ml; se mezclé suavemente y se incub6é durante 45 minutos a 37 °C. Posteriormente, el
volimen se ajusté a 100 ¢l adicionando 76.5 ul de DTT 20mM (concentracién final 15 mM).
El ¢RNA se precipitd adicionando 0.3 M de NaOAc pH 4.0 y 3 volimenes de etanol absoluto
durante 1 hr a <70 °C. Al término de la precipitacion, se centrifugé a 15000 rpm durante 30
minuios a 4 °C. El sobrenadante se decantd (con una micropipeta, por una de las paredes del
tubo), se secé a T.A por 20 min v se resuspendié en 50 pl de H,O-DPC; se precipits
nuevamente con 0.3 M de NaOAc pH 4.0 y 3 voltimenes de etanol absoluto durante 1 hr a -70
°C, se centrifugé a 15000 rpm por 30 min a 4 °C, el sobrenadante se decantd con cuidado y la
pastiila se secd durante un tiempo aproximado de 20 minutos. Finalmente se resuspendio la
pastilla en 50 pl de H,0 -DPC, 0.2% SDS.

La incorporacién del UTP-Dig al transcrito se verificéd por transferencia del RNA a una

membrana y posterior deteccién del color con Ab-dig fosfatasa alcalina.

4.3.1 Hidrélisis del cRNA de la TRH-dig
Se llevé a cabo la hidrélisis alcalina del ¢RNA de la TRH-dig con la finalidad de facilitar la

penetracion del transcrito al tejido. Los pasos a seguir se refieren en volimen y no en pul
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porque la cantidad de sonda marcada que queda despuds de verificar la integridad del
transcrito en la membrana puede vatiar.

Para obtener fragmentos de 150 pb en promedio, se adicioné un volimen de H,O0 y 2
volimenes de buffer de carbonatos (Na,CO, 0.06 M, NaHCQ, 0.04 M pH 10.2) al tubo que
contuvo el cRNA de la TRH sintetizado con Dig; ia hidrélisis se realizé a 60 °C durante 40
minutos. Para detener la reaccion se adiciond un volimen de buffer de neutralizacién (NaQOAc¢
0.2 M pH 6.0, 1 % 4cido acético) y 5 ul de DNAss 10 mg/ml con 3 volimenes de etanol
absoluto frio para precipitar al transcrito durante 1 hr a ~70 °C. Luego s¢ centrifugé a 15 000
rpm a 4 °C por 30 min, se decant6 el sobrenadante y se adicionaron 100 p1 de etanol al 70 %.
Se centrifugé a 15 000 rpm a 4 °C por 5 min, se decantd el sobrenadante y se secé el transcrito
a T.A durante 15 min. La muestra se resuspendié en 100 pl de H,0-DPC-0.2%SDS durante 10
min a 37 °C con agitacién constante. Se tomé una alicuota de 3 ul para verificar el tamaiio del
transcrito hidrolizado con Ab-dig fosfatasa alcalina (PA) sobre una mermbrana,

Dado que los transcritos con Dig son muy estables cuando se almacenan a bajas temperaturas,

se hicieron varias reacciones a 1a vez y se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

4.3.2 Deteccion del cRNA de la TRH-dig en membrana

Se colocé una muestra del transcrito hidrolizado, y una del transcrito completo (como control
negativo de la hidrélisis) en un gel de acrilamida-bis acrilamida al 6%-TBE 1X. A la par se
colocaron cantidades conocidas de un RNA estindar de Boehringer sintetizado con dig, para
saber la concentracion del transcrito y también como control positivo de la reaccién de color
con PA. Todas las muestras se desnaturalizaron previamente por 5 min a 65 °C,

La electroforesis se realizé a 300 voltios durante 1 hr; posteriormente se llevé a cabo la
transferencia de las muestras a la membrana en vn “semidry blotting” colocando 3 papcies
watman 3 mm sobre la superficie del semidry, solucién Anodo 1 suficiente para cubrir el
papel, otros 3 papeles watman y solucién Anodo 2 suficiente, la membrana de nylon
previamente humedecida por 5 min en metanol y 5 min mds en solucién citodo, el gel con las
muestras hacia la membrana, y finalmente 6 papeles watman humedecidos en solucién ctodo,

La transferencia de las muestras se llevé a cabo por 45 min a 45 mAmperios. Al cabo de este
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tiempo se fijaron las muestras a la membrana con luz U.V (Stratalinker a 1200 Jouls con 3
"autocross" de 1 min cfu).

La membrana se humedeéié 5 min en buffer B (Tris HCl 100 mM pH 9.5, NaCl 100 mM,
MgCl, 50 mM) y luego se incubé 5 min con bloqueador de Boehringer {(Cat. No. 1096176)
disuelto en PBS 1X, pH 7.5 v 5 min con Ab dig PA (1:5000); posteriormente se enjuagé en
buffer B por 5 min. La deteccién del color se llevé a cabo con poca luz porque los reactivos
son fotosensibles. Se utilizaron 45 ul de NBT (cloruro de nitroazul de tetrazolio 75 mg/ml) y
35 pl de x-fosfato (5-bromo-4-cloro-3-indolyl fosfato, 4-toluidina 50 mg/ml) por cada 10 ml
de solucién B. 1La aparicion del color se detectd desde los 5 min y la reaccidn se detuvo con
buffer B alos 15 min.

8. Hibridaciones in situ (HIS)

5. 1 Preparacién de los tejidos

Los cortes de cerebro almacenados a -70 °C se descongelaron con una secadora de mano a
calor suave, a una distancia aproximada de 1 metro y se trataron de la manera siguiente:
Fijacidn de los tejidos por 10 min en paraformaldehido al 4%~ PBS 1X (PBS 10X = NaCl 1.36
M, KH,PO, 14.7 mM, Na,HPO, 80 mM, KCl 26.8 mM)

2 lavados de 5 min ¢/u en PBS 1X

Un paso de acetilacién por 10 min en SSC 4x (SSC 20x= NaCl 3 M, NaCi 0.3 M, pH 7.0},
aphidrido acético 0.25% vy trietanolamina 0.1M

1 lavado de 2 min en SSC 2x

Deshidratacién de los tejidos en etanol al 75, 80,95 y 100 % por 2 min c/u

Deslipidacién en cloroformo por 5 min

1 lavado en etanol absoluto por 2 min

Hidratacién en etanol al 95% por 2 min

Secado de tos tejidos a temperatura ambiente.
5. 2 Hibridacién in situ empleando el oligonucleétido de Ia TRH [*5]

Posterior al tratamiente de fijacidn de los tejidos, los cortes se cubrieron con 45 pl de mezcla

de hibridaci6én que en 1 ml contuvo:
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1 picomola del oligo o - JATP [*’S] (actividad especifica 4.5 x 10° - 1 x 10° cpm/pg), S8C 4x,
50% formamida, 10% dexiran sulfato, 100 mM de fosfate de sodio pH 7.4 -1% sarcosil,
Denhardt’s 1X (Denhardt’s 100 x = 1 g de ficoll, 1 g de polivinil pirrolidona, 1 g de albdmina
de bovino grado 5, H,0O para 50 ml), 250 ug de DNA de esperma de salmén (DNAss)
desnaturalizado durante 15 min a 65 °C, 250 ug de tRNA de levadura, 100 mM de DTT, 250
pg de poly A y agua. Sobre la mezcla de hibridacién se colocé una cubierta de Parafilm y
todas las laminillas se colocaron en una cimara hiimeda (con agua estéril) y se incubaron a 42
°C durante 12 hrs.

Lavados pesteriores a la hibridacién

Al término de la hibridacién, se retiraron las cubiertas de parafilm con $SC 1X aT.A y se
hicieron los siguientes lavados con agitacién para retirar el oligo o - JATP [*’5] no hibridado:
1 lavado de 15 minen SSC 1X aT.A

2 lavados de 30 min c/u en SSC 1X, 50% formamida a 45 °C

41avados de 30 min c/u en SSC 0.1X, 0.02% SDS a 45 °C |

Al término de los lavados, los tejidos se deshidrataron en etanoles al 75%, 80% y 95% por 2
min cada uno. Posteriormente se realizé el secado de las laminillas en forma vertical y Ia

exposicidén de los tejidos a una pelicula autoradiogréfica o a una emulsion fotografica.

5. 3 Hibridacién in situ empleando transcritos o-UTP [*8]

La mezcla de hibridacion se preparé con anterioridad para cualquier ensayo de hibridacion
{oligos o transcritos) ya que ésta es estable a ~20 °C y se puede almacenar hasta por 4 meses.
Para preparar 10 md del stock se utilizé 1 g de dextrin sulfato mezclado por inversién
constante en 2.2 mi de H,O durante 3 hrs a T.A; posteriormente se le adicioné 1 ml de SSC
20x, 100 1 de tRNA de levadura (10mg/mt), 200 jd de Denhardt’s 50x y 500 pl de DNAss
(10mg/ml) previamente desnaturalizado por 15 min a 65 °C. Cuando todo estuvo mezclado, se
adicioné 5 ml de formamida desionizada, se mezcld y se guard6 a 20 °C hasta su uso.

Los ensayos de hibridacién con los transcritos, se realizaron adicionando 45 ul de la mezcla de
hibridacién con 3x10° cpm del transcrito ‘[3"’8] por laminilla (actividad especifica 1.2 x10°
cpm/ug, previamente desnaturalizado durante 5 mip a 65 °C) y 100 mM de DTT disuclto en
NaOAc 0.01 M; los tejidos se cubrieron con Parafilm y la hibridacién se realizé a 52 °C
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durantc 12 hrs en una cAmara himeda (saturada con 50% de formamida en H,0).
Posteriormente se retiraron las cubiertas de Parafilm con SSC 1X a T.A v se realizaron los
siguientes lavados con agitacion:

2 lavados de 15 min c/uen SSC 1X aT.A

1 lavado de 5 min en 2x SSC, 50% formamida a 52 °C

1 Tavado de 20 min en 2x SSC, 50% formamida a 52 °C

2lavados de Sminc/uen 2x SSCaT.A

1 paso de incubacién por 30 min en 2x $8C, 30 ug/ml RNAsa A, 1mM EDTA a 37 °C.

* en adelante se cambid de material para no contaminar con RNAsas el material de HIS (que
también se utiliza durante la fijacion del RNA a los tefidos)

2 lavados por 3 min c/luen 2x SSCaT.A

1 lavado de 15 min en 2x SSC, 50% formamida a 52 °C

1 paso en etanol 70% por 3 min

1 paso en etanol 80% por 3 min

1. paso en etanol 95% por 3 min

3 pasos rdpidos en agua

2 pasos répidos en etanol 75%

Los tejidos se secaron en forma vertical y posteriormente se expusieron a una pelfcula
fotogréfica para detectar la sefial a nivel macroscdpico (el cRNA de cfos [**S] se detectd en el
film a los 5 dias). Para detectar la sefial a nivel celular, las laminillas se expusieron a una
emulsién fotografica 2.5 veces el tiempo réqueﬁdo para el film. Finalmente se contratifieron

los tejidos con hematoxilina — eosina para corroborar que la sefial estuviera sobre las células.

5. 4 Hibridacién in situ empleando ¢l cRNA de cfos [*S] y el transerito hidrolizado de Ia
TRH dig

Los ensayos de doble hibridacidn con los transcritos, se realizaron adicionando 37.5 ul de la
mezcla de hibridacién para transeritos, 3x10° cpm del transcrito de ¢fos {*°8] por laminilla
(actividad especifica 1.2 x10° cpm/ug, previamente desnaturalizado durante 10 min a 65 °C),
100 mM de DTT disuelto en NaOAc 0.01 M y 3 pl del transcrito hidrolizado de 1a TRH dig

previamente desnaturalizado durante 10 min a 65 °C; los tejidos se cubrieron con Parafilm y fa
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hibridacion se realizé a 52 °C durante 12 hrs en una cdmara himeda (saturada con HQ - 50%
de formamida). Posteriormente se retiraron las cubiertas de Parafiltm con 88C 1X a T.A y se
realizaron los siguientes lavados con agitacidn:

4lavados de Sminc/fuen 2x 58C aT.A

1 paso con RNAsa A 30 ug/mt, 2x SSC, 1 mM EDTA por 30 min a 37 °C

* en adelante se emplearon cajas previamente usadas con RNAsa

2lavadosde Sminc/uen2x SSCaTA

1 lavado de 10 minen 1X SSCaT.A

1 lavado de 10 min en 0.5x SSCaT.A

1 lavado de 5 minen 0.1X SSCa T.A

1 lavado de 30 min en 0.1X $SC a 60 °C

I lavado de S5min en 0.1X SSCaT.A

Enseguida se bloquearon los tejidos con 2x 8SC, 0.05% tritén X-100, 2% alblimina bovina
(BSA) grado RIA durante 5 hrs a T.A vy agitacién suave. Posteriormente se decantd la solucién
de bloqueo y se colocaron 45 ] del Ab dig —peroxidasa (POD) por laminilla, diluido 1:50 en
buffer A[10C¢ mM Tris HCI pH 7.6, 150 mM de NaCl], 0.3% tritén X-100 y 1% BSA; la
mezcla se cubrié con parafilm, se colocaron las laminillas en una cdmara himeda y se

incubaron a 4 °C durante 48 hrs.

5. 4.1 Revelado de las laminillas con diaminobenzidina (DAR)

Se retiré ia cubierta de parafilm con buffer A y se hizo un lavado adicional en buffer A por 10
min a T.A; posteriormente se colocaron las laminillas en 0.02% DAB, 0.05% H,0,, 0.1 M Tris
pH 7.5 en un cuarto con poca fuz y se monitored la reaccién al microscopio desde los 20 min.
Para tener una buena sefial de la TRH dig en el PVN de las ratas lactantes, se requirié 1 hr de
incubacién con el sustrato. La reaccion se detuvo incubando las laminillas con 0.1M Tris HCI
pH 7.5y 0.3 M de Acetato de Amonio durante 3 min. Se dieron 2 pasos rdpidos en agua, un
paso en etanol 70% por 3 min y secado a T.A para exponer los tejidos a un film f max de

kodak y determinar el tiempo de revelado del transcrito radiactivo en la emulsién.



6. Deteccién de CREBP y CREB fosforilada (CREBP-P) por inmunocitoguimica (1CC)
Se realizé la ICC de CREBP y CREBP-P en machos adultos expuestos a estrés por éter o
ratas lactantes sometidas a 30 min de succién empleando un protocolo modificado
previamente descrito por Kévaes, K.J. y Sawchenko, P.E., 1996., Legradi, G. y col,, 1997 (c).
A diferencia de esos protocolos en los gue se emplearon igjidos de animales perfundidos y
procesados por flotacién, se emplearon cortes de tejido congelados de 12 pm de grosor.

Los tejidos se fijaron en paraformaldehido al 4%- PBS - vanadato de sodio 1mM - fluoruro de
sodio 25mM- por 15 min. Se hicieron 2 lavados con PBS y lnego se incubaron durante 13 min
con H,0, -PBS para inactivar a las peroxidasas end6égenas. Se enjuagaron en PBS por 3 min y
se procedis a un paso de permeabilizacién con Tritén X-100 al 0.5%-PBS durante 1 hr.
Posteriormente se incubaron por 90 min a T.A en suero normal de cabra al 2% previo al paso
de incubacién con el anticuerpo (Ab) primario correspondiente. El Ab CREBP se empled a
una dilucién de 1:500 pl en suero normal de cabra al 1%-PBS- Vanadato de sodio 1mM-
fluoruro de sodio 25mM, mientras que el Ab CREBP-P (Ser133) a 1: 100ul (New England
Biolabs # 9190). La incubacién de los tejidos con los Abs se flevé a cabo en una cimara
hdmecda con agitacin suave durante 48 hrs a 4 °C. El Ab en exceso se reti;'é con 2 lavados en
PBS de 10 min c/u. Inmediatamente se incubaron los tejidos por 2 hrs a T.A con Ab
secundario IgG cabra-anticonejo biotinilado empieando una dilucién 1:200; se enjuagaron con
PBS y se incubaron por 1 hr coﬁ el complejo Avidina-Biotina (Vector laboratories). Se
lavaron 3 veces en PBS por 10 min c/u y se di6 un paso con buffer Tris 0.05M pH 7.8 previo
al revelado con DAB 0.025%- Sulfato de amonio-Niquel 0.04% y H,0, al 0.0036% durante 7
min,

La reaccién se detuvo con Buffer Tris 0.05M pH 7.8 y enseguida se deshidrataron los tejidos
en etanol al 75%, 85%, 95% y 100% previo al paso de xilol y montaje de las laminillas con
permaunt (Baxter M7630-2). Una vez secas las laminillas se analizaron por microscopia de

campo claro.
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7. Cuantificacién de la sefial del RNAm de Ia TRH mediante el uso de un sistema
analizader de imdgenes

El andlisis de las imdgenes se llevé a cabo empleando un software de Biocom (Histoscan,
Biocom Francia). El sistema consta de un sensor de coordenadas en la platina del microscopio
(marca Mirzhauser), una cdmara de video COHU (#4815) montada sobre el microscépio y
una pantalla de TV que permite observar la imagen amplificada de la sefial. El software
permitié el andlisis cuantitativo de las células con sefial radiactiva que se obtuvo al exponer
los tejidos hibridados a la emulsién fotogréfica (deposicién de granos de plata sobre el tejido).
En general, se cuantificé el niimero de células TRHérgicas en el PVN de los cortes hibridados
con el oligo de la TRH [*S], tanto el total (fomando como minimo 8 granos por célula) como
una subcategorfa que incluyé a las células que mostraron mayor sefial (arriba de 30 granos); de
estos cortes se analizé también la sefial para el RNAm de la TRH en toda la superficie del
PVN o dividiendo la superficie del nicleo en & celdas que van del HIV a la zona
magnocelular. A la par se realizé la adquisicién de las cartografias en las cuales queda impresa
12 superficie gue ocupan los climulos de sefial radiactiva sobre las células positivas al RNAm
de la TRH en el corte completo.

El andlisis por superficie total se realizé dividiendo al PVN en 3 bloques. El blogue anterior

que incluyé a las neuronas TRHérgicas de la regién parvocelular anterior, el blogue medio que
incluyé la mayor parte de la regién parvocelular media y el blogue posterior que incluyd la
parte caudal de la zona parvocelular media (Figura 4 A-C).

Fl analisis por celdas se realizd graficando la distribucién del RNAm de la TRH en el PVN a
cada 3 cortes de rostral a caudal. Ambos andlisis tomaron en cuenta el patrén de tincién del
PVN, el patrén de distribucién de la sefial del RNAm de la TRH y, la proximidad de los cortes
entre las distintas ratas,

En los cortes de doble hibridacién se cuantificé el ndmero total de las células TRH-dig en el
PVN y de éste, las célulaslTRH-dig que fueron positivas a ¢fos. A continuacién se describe de

forma detallada cada uno de los andlisis realizados.
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Figura 4. Imégenes representativas de la distribacion de la sefial para el RNAm de la TRH
a través del PVN. Pauén de tincién del PVN anterior (A), medio (B) y posterior {C) de
hembsas lactantes analizadas por celdas (D - F). Las cartografias de G -1 muestran los
contornos de seiial para la poblacion celular que expresa al RNAm de 1a TRH en los mismos

cortes. Las imdgenes de A -1 se capturaron directamente con al software de Biocom a una
ampl:ﬁcamén de 10X,
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7.1 Conteo celular

Para lievar a cabo la cuantificacion de las células, se utilizé un macro-comando (desarrollado
por el Dr. Gabriel Corkidi) que permite contar semi-autométicamente las células positivas
dentro del PVYN. Inicialmente se traza el contorno del niicleo de forma manual en campo claro
a un aumento de 10X. Enseguida se crea una rejitla grifica dentro del drea trazada que se
ajusta de manera automdtica a las dimensiones del ndcleo cuando se pasa al campo
microscdpico de 40x; el sistema de platinas motorizadas realiza el barrido automético en cada
celda de la rejilla a esta dltima magnificacién. Cada neurona es asignada a una categoria de
forma manual, dependiendo del niimero de granos que contenga (células totales = mds de 8
granos., células con mayor concentracidn = arriba de 30 granos); 1a posibilidad de contar a una
misma célula 2 veces es casi nula porque: a) las células ya contadas quedan marcadas con un
simbolo y b) el barrido de las celdas de la rejilla va en una sola direccién. Cada imagen
analizada es procesada mediante un filtro de realce de contornos (‘'sharpening’) para mayor
nitidez de la imagen. El resultado se despliega en una tabla que contiene el mimero fotal de

neuronas contadas por cada categoria, tanto en el PVN izquierdo como en el derecho.

7.2 Andlisis de la sefial del RNAm de la TRH por mieroscopia de campo obscuro

7.2.1 Anilisis de la sefial en el corte completo

El andlisis de la sefial del RNAm de la TRH se realizd en campo oscuro con el objetivo 10X,
Primero se trazé el contorno del PYN en campo claro y posteriormeste, en campo oscuro se
midid ia densidad Gptica integrada de la sefial (DOI) (calibrada en granos de plata), que utiliza
la 1az reflejada por los ciimulos de granos de plata de la emulsién fotografica que precipitaron
sobre las zonas del tejido en las que el oligo [*°S] hibridé con el RNAm de la TRH. La DOI
cuantificada (granos totales de plata) corresponde a la cantidad de RNAm presente en las
neuronas TRHérgicas del PVN. El resultado se despliega en una tabla que contiene 1a cantidad
de granos totales por cada ctimulo dentro del PVN, asi como la cantidad total de granos en

toda la superficie analizada.



7.2.2 Andlisis de la seiial regionalizando el PVN en celdas

Con la finalidad de conocer si existia una subregionalizacién de la sefial del RNAm de la TRH
en ¢l PVN de los animales experimentales, se realizé otro tipo de andlisis densitométrico. Se
dividié cada lado del PVN en 6 celdas paralelas al eje del 3er ventriculo, formando una rejilla
(figura 4 D-F). En sentido horizontal, la rejilla cubre desde el 3er ventriculo {celda #1) hasta
la zona magnocelular del nicleo {celda #6) mientras que, en el sentido vertical, las celdas
estdn delimitadas por el propio contorno del PVN.

Para realizar las medidas densitométricas regionalizadas se utilizé un macro-comando que
permite trazar el contorno del PVN de forma manual en campo claro a 10X (tomado como
referencia el eje del 3er ventrculo). La rejilla se ajusta de forma automética al contorno trazado
y, al cambiar al campo oscuro el sistema mide (también de forma automdtica), la DOl
expresada como nivel de gris en cada una de las celdas. Los resultados se despliegan en una

tabla y se exportan para procesar los datos en un programa grifico como Excel.

7.2.3. Cartografia de Ia sefial en el PVN

Después de delinear el contorno del PVN en campo claro a 10X, se ilumina el tejido en campo
obscuro para adquirir dos cartograffas con el sistema: la primera contendri los contornos de
todas las células positivas al RNAm de la TRH y la segunda s6lo los contornos de las células
con mayor concentracién. Para lograr esto, se realiza primero un barrido de forma semi-
automdtica que cubra todas las zonas brillantes dentro del campo, se establece un umbral de
luz que es igual para todos los cortes y se adquieren las cartograf{as generadas con este nivel
de luz (figura 4 G-1). En un segundo paso, se reajusta el ambral de luz sobre la misma imagen
para mapear s6lo a las células con mayor concentracion de RNAm y se adquiere una nueva
cartograffa. Ambos mapas se imprimen para evaluar los patrones de distribucidn de la sefial

dentro del micleo y compararlos entre animales control y experimentales.
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8. Analisis estadistico

El andlisis estadistico del ndmero total de células TRHérgicas o de mayor concentracién, asi
como de las células dobles TRH-c-fos se realizé tomando en cuenta el valor total en el PVN es
decir, con la suma del PVN izquierdo més el derecho. Esto se hizo porque no encontramos
diferencias significativas entre cada lado del PVN. Se analizaron 2 cortes por zona / animal. El
nfimero de animales por grupo experimental fue de 5 en promedio. Se realizd el andlisis
comparativo entre grupos por andlisis de varianza (ANOVA) a una p<0.05 y comparaciones
miltiples con la prﬁeba de Fisher, p<0.05. La prueba de t se emple6 para determinar el grado
de significancia en las muestras de PRL, TSH y Corticosterona y también en los datos de
conteo cetular (significancia p<0.05, p<0.01). Los datos se expresan como ¢l valor promedio +
el error estdndar de la media (ESM) de experimentos representativos para cada condicién. |
El andlisis de cuantificacién de la sefial en celdas se realizé6 por ANOVA a una p<0.03
comparando los valores de cada celda entre controles y tratados por grupo experimental. El

grado de significancia con este método se menciona en los resultados.



RESULTADOS

PATRON DE DISTRIBUCION DEL RNAm DE LA TRH EN EL PVYN DE MACHOS Y
HEMBRAS ViRGENES

Se realizd el andlisis detallado de la distribucidn de la sefial para el RNAm de 1a TRH en todo
el PVN de un animal macho y de una hembra virgen con el fin de determinar de forma mds
precisa de las fronteras entre las zonas parvocelular anterior, media y posterior del PVN. Para
ello, nos apoyamos en el patrén de tincién del nicleo asi como en referencias anatémicas
cercanas que nos permitieran "uniformar en lo posible” laminillas de distintos animales de un
mismo grupo experimental. En la figura § se muestran cortes representativos del PVN de cada
una de las zonas, contratefiidos con hematoxilina-eosina o hibridados con ef oligo de 1a TRH
’S1 en cortes de tejido de machos v hembras.

El PVN se dividié tomando stempre como referencia el inicio del niicleo (laminilla
contratefiida no hibridada) en donde se observa la salida del PVN a ambos lados del tercer
ventriculo (JIIV), a los fémix (ligeramente por encima del PVN) alineados con la base del IV
¥, al quiasma 6ptico senﬁaﬁierto. A partir de este corte se consideré como zona parvocelular
anterior (figura 5A) que abarca aproximadamentel600-1800 pum del nicleo [Atlas de
Palkovits, M. y Brownstein, M.J.,1988]. La aparicién de la zona magnocelular posterior en la
parte lateral- superior del niicleo (figura SB), marca el fin de la zona anterior y el inicio de la
zona media. Esta region es un poco més extensa que la zona anterior (1800-2100 pm) y por
tincién el PVN se observa en forma de una “mariposa extendida”. El inicio de la zona
posterior estd marcado por la migracién de tas células TRHérgicas hacia la parte dorsal det
nicleo; en esta zona {as células se agrupan en forma de camulos y se separan del 1[IV (2100-
2300 pm). El PVN contratefiido se ve alargado hacia la zona lateral y més angosto respecto al
HIV (fig 5C), mientras gue los férnix han migrado hacia la parte inferior de los costados del
nicleo y el quiasma Sptico se ve abierto. Es importante recordar que en la literatura, 1a regién
parvocelular del PVN se subdivide en anterior, media, periventricular, dorsal y lateral
[Swanson, LW. y Kuypers, H.G.;1980] y que en nuestros anélisis, utilizamos el término
posterior para identificar a los cortes de 1a zona parvocelular media que se encuentran en la

parte caudal de ndcleo. Los puntos de referencia al atlas de Palkovits estédn descritos para el
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PVN del macho sin embargo, podemos apreciar patrones de tincién comunes entre ambos
géneros.

El patrén de distribucion del RNAm de la TRH del macho en nuestros cortes, fue igual al
previamente reportado [Segerson, T.P. y col.,1987], la sefial se encuentra distribuida de forma
homogénea en toda la regidn parvocelular anterior (figura 3D). A nivel de la zona media se
obserVa un alineamiento de la sefial paralela al IIIV que se mantiene en pocos cortes (figura
5E) y después se observa de nuevo una distribucién més homogénea en las zonas parvo, que
tiende a nrigrar hacia la parte dorsal del PVN cuando los cortes avanzan hacia la zona caudal.
La regién posterior se distingue porque las células forman clmulos que se separan
discretamente del HIV (figura 5F). A este nivel, la mayoria de las células se encuentra en la
- parte superior del micleo y ya nio se observan células a lo largo del IV,

El panel derecho de la figura 5 (G-1) muestra cortes representativos de la sefial del RNAm de
la TRH por HIS de una hembra en diestro; aungue el patrén de distribucién no es idéntico en
todas las etapas del ciclo estral o durante 1a lactancia, se pueden apreciar patrones comunes.
Por ejemplo, al igual que en los machos, 1a sefial para el RNAm de la TRH es homogénea en
la zona anterior mientras que en a zona media se pueden observar ligeras variaciones, ya sea
gue se observen pequefios cimulos de células en uno u ambos 1ébulos del niicleo (similares a
los que se observan en la zona caudal del PVN del macho, no sefialado en los esquemas) o
alineamientos a lo targo del IIIV (figura SH). La zona posterior también se caracteriza por
presentar a las células con RNAm de la TRH en forma de ciimulos.

Con base a esias observaciones, monitoreamos la respuesta al estfmulo del frio por hibridacién
in situ tanto de hembras como de machos en el corte completo por bloques anterior, medio y
posterior, Si bien encontramos cambios significativos al cuantificar la sefial del RNAm de la
TRH en el corte completo de los machos expuestos al frfo tanto en los bloques del PVN como
en el nimero de céiulas que contuvo mayor concentracién de RNAm de la TRH, esta
estrategia no nos permitié determinar si las células que respondieron al estimulo se segregaban
en zonas especificas del PVN o no. Por tanto, se desarroll6 un sistema de anélisis en el cual la
sefial del PVN se subdividié en celdas y se analizé 1a distribucién de la sefial en laminillas

alternas -cada 3 laminillas- de la zona vostral a 12 caudal del PVN (ver métodos).



MACHO
Figura 5. Distribucién del RNAm de 1a TRH en el NPV de machos y hembras adultos. Cortes
coronates de 12 um de grosor hibridados con un oligonucledtido 358 y expuestos a una
emulsién fotogrdfica durante 10 dias. A-C: patrén de tincién (hemafoxilina- eosina) de
cortes representativos en el PVN de rostral a caudal asi como las subdivisiones parvo y
magnocetulares  descritas por Swanson y Kuypers, 1980. [mm: media magoo, pv:
periventricular, ap: parvo anterior, dp: parvo dorsal, mp: parvo medio, pm: magno posterior,
Ip: parvo lateral]. D-I: microradiograffas representativas de la distribucién de la sefial del

RNAm de la TRH por ISH en la regién anterior, media y posterior del NPV.
Amplificacién :10 X,
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RESPUESTA DE MACHOS Y HEMBRAS VIRGENES A 1 HR DE ESTIMULACION
POR FRIO

Respuesta hormonal

Los animales experimentales se aclimataron durante 5 dias a 30 °C. Los controles se
sacrificaron en el bioterio alrededor de las 9 am, inmediatamente después de haber sacrificado
a los animales del cuarto frio (4 C). La respuesta de los ejes tiroideo y adrenal al estimulo de
ftfo se determind mediante 1a cuantificacién de las hormonas séricas TSH y corticosterona del
sgero; como se puede observar en la tabla HI, los animales incrementaron de forma
significativa el nivel basal de ambas hormonas en respuesta a 1 hr de exposicién a frio (p<
0.05).

Tabla IH. Niveles séricos de TSH y corticosterona en machos y hembras virgenes
ac!imatados, sometidas a estimulacion por frio

TSH CORTICOSTERONA
(ng/mi) (ng/mi)
MACHOS TEMP. AMBIENTE 31 589 + 66
1HRA4°C Tx1* 1444 £ 215 *
HEMBRAS TEMP. AMBIENTE 2x1 416 =72
1HRA4°C 5+1 1146 + 279 ¥

(n = 5 ratas por grupo)

Andlisis de la sefial del RNAm de la TRH en el corte completo dividiendo al PVN en anterior,
medio y posteriar a en celdas

Se realiz6 ta HIS de cortes representativos para cada una de las zonas del PVN(2 cortes/zona=
6 por animal) y posteriormente se cuantific la sefial del RNAm de la TRH directamente sobre
las laminillas emulsionadas (microscopia de campo obscuro), tomando como referencia la
cantidad de luz {densidad 6ptica integrada) que emiten los granbs de plata de la pelicula
fotogrifica que se depositan sobre el tejido que expresa al RNAm. El andlisis por zonas,
mostré incrementos significativos en la expresion del RNAm de Ia TRH de todas las zonas del
PVN. La respuesta en la zona anterior fue de * 272 x 44 %, en la media de * 234 236 % y en
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la posterior de * 255 + 52 % [Controles = 100 % = esm: anterior = 7,037 + 771 nCi/ mg. tej.
equiv., media = 6,824 = 477 oCi / mg. tej. equiv., posterior = 2472 + 664 nCi/ mg, tej,
equiv.] (figura 6 A).

La figura & (B-C) muestra una vista panordmica de la sefial det RNAm de la TRH de los
machos control y los estimuiados por frio; analizados por celdas. Las lineas verticales sefialan
las divisiones entre las distintas celdas de 6i a 6d mientras que las horizontales muestran el
nivel del PVN al cual se tomaron los cortes muestreados (de rostral a caudat). Dado que la
zona media contiene mds cortes que la anterior y posterior, analizamos un ntimero mayor de
laminillas en un segundo ensayo con el fin de tener un mapa més completo de la sefial en Ia
direccién rostro caudal (5 cortes /rata para la zona media, 2 cortes/rata para las zonas anterior -
y posterior), Como se puede observar, en las ratas control, la intensidad mayor de la sefial para
el RNAm de 1a TRH se distribuye en ia parte central del nicleo, a los lados del IV (celdas 2
y 3); es muy posible que esta area incluya a la zona periventricular del PVN. Los tltimos
cortes de la zona media v los pﬁmeros de la zona posterior, presentan la sefial en forma de
cimulos {celdas 2 a 4), similar a lo que se observa en la micrografia de la figura 5F.
Comparando controles contra estimulados observamos que, en general, 1a sefial se intensificé
de rostral a caudal (¢l color naranja sustitoyé al rojo en el fondo de ia grifica), pero la
respuesta fue mds evidente en las zonas anterior y media (celdas 1 a 5 con mayor sefial).

Al analizar el niimero total de células que expresa al RNAm de la TRH en el PVN y el niimero
de células TRHérgicas con mayor concentracion de RNAm, encontramos que, mientras que el
total se mantiene similar entre controles y experimentales (89 + 9 vs 87 # 3), la proporcitn de
células con mayor concentracién aumenta de forma significativa a lo largo del PVN (de 11 % 1
a*34+2, p<0.05).

A la par se realizaron los mismos andlisis en cortes provenientes de hembras virgenes control
y estimuiadas por frio, Las ratas respondieron al estimulo aumentando la cotticostercna del
plasma de forma significativa (tabla IfI). Si bien el nivel de TSH de las ratas sometidas al frio
aumentd respecto a los controles, la variabilidad de la respuesta fue alta y el resultado no fue
estadisticamente significativo. Tampoco se observaron cambios significativos entre los niveles
de expresidn del RNAm de la TRH de tas ratas sometidas al frio y los animales control ni en el

corte completo (figura 7) ni en el andlisis por celdas. Se detectaron més variaciones en la zona
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Figura 6. Analisis de la expresion del RNAm de la TR en el PVYN
de machos expunestos a 1 hr de estrés por frio. La grafica en A,
representa el valor promedio + esm. de la sefial total en el PVN
anterior, medio y posterior de ratas expuestas al hr de frio 4 C) o
mantenidas a temperatora ambiente (T, A.). Las gréificas en By C
muesiran una vista panordmica de la sefial del RNAm de laTRHen
el PVN analizado por celdas. Eje X (6i - 6d): ndmero de celdas en las
que se dividié al PVN (i=PVN izquierdo, d =PVN derecho), Eje Y:
cortes analizados de rostral a caudal sefiatando la ubicacién anterior
(A), media (M) y posterior (P). 1.os colores indican la sefial del

RNAm expresada en densidad éptica (Unidades arbitrarias x 104),
1TV = tercer ventriculo.
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apterior respecto a la media y posterior pero la dispersién fue alta y no hubo diferencias entre
las ratas control y las sometidas al frio. Es posible que la variabilidad en la respuesia se haya
debido en parte a la influencia que el ciclo estral tiene sobre la expresion basal del RNAm de
la TRH [Uribe, R.M. y col., 1991] sin embargo, ésta no fue evaluada en este estudio.

HEMBRAS VIRGENES
25000
.§ 20000 -
& 15000 |
L%
5 10000 -
o 5000 - . ;
0 tE - B

TA 4C TA 4C
Anterior Media Posterior

Figura 7. Expresién del RNAm de la TRH en el PVN de hembras
virgenes estimuladas por frio. Las barras sefialan la cantidad de
RNAm promedio + esm, presente en ¢l PVN de ratas control (TA)
y experimentales (4 C) en los bloques anterior, medio y posterior.
(n=3 ratas) :

Expresion de c-fos en el PVN de machos y hembras sometidos a 1 hr de estrés por frio.

Se hicieron ensayos de doble hibridacién (DHIS) con el fin de saber si en respuesta a
estimulacién por frio, se activaba la expresion del gen c-fos en la poblacién TRHérgica tanto
de machos como de hembras. Al igual que lo previamente reportado para los machos [Zoeller,
R.T. y col.,1995], encontramos gue, solamente parte de la poblacion induce la expresién de ¢- -
Jos. Mientras que en los machos control hubo un porcentaje de colocalizacién del RNAm de la
TRH v de c-fos del 7 £ 3 % en todo el PVN, en las ratas expuestas al frio el porcentaje se
incrementt a * 21 = 3 % (p<0.05). Por primera vez se maped la respuesta de c-fos en hembras
virgenes sometidas a frfo y se encontré que c-fos se activa en las células TRHérgicas del PVN.
En las ratas control ¢l porcentaje de colocalizacion del RNAm de la TRH y de c-fos fue de 11

% 2% mientras que en las estimuladas por frio el porcentaje de colocalizacién aument6 a * 28
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£ 1 % (p<0.05) a 1o largo del PVN, Al analizar el nimero de células dobles por bloques,
“encontramos que el incremento se di6 en las 3 zonas del PVN de los machos mientras que, en
las hembras, éste fue mayor en las zonas media y posterior del niicleo (tabla IV), La expresién
total de c-fos en el PVN (cuantiﬁcacién de la sefial en el film, tabla IV) aumenté de forma
significativa en los machos pero no en las hembras. Se observé activacion de la expresién de
c-fos en la corteza cerebral y parte del tdlamo tanto de hembras como de machos expuestos a

frio (no sefialado).

LACTANTES SOMETIDAS A ESTIMULACION POR FRIO

Respuesta hormonal

Se analizaron los niveles de TSH, Corticosterona y PRL en sangre de hembras a mitad de la
lactancia {dfa 12-14) sometidas a estimulacién por frio. La respuesta hormonal al estimulo
puede variar si las madres se separan o no de sus crias por lo que analizamos dos grupos de
ratas en el mismo lote con el {in de comparar el nivel de activacién tanto del eje adrenal como
del tiroideo. En uno de los grupos, las madres se mobilizaron del bioterio sin sus crias SO a
un cuarto a4 T.A ~adjuhto al cuarto frio- 8 hrs antes del experimento; en el otro grupo las
madres y sus crias (CC) se mobilizaron al cparto a T.A 8 hrs antes de! experimento. Si bien
observamos respuestas en las hembras virgenes y los machos estimulados con 1 hr de frio, no
existen antecedentes en la literatura de exposicién de hembras lactantes al estimulo del frio.
Por lo tanto, una parte del grupo SC recibid el estimulo de frio por 30 min y la otra parte por 1
hr. La respuesta de TSH en la sangre fue mayor en ¢l grupo estimuiado por fric durante 30
min vs el grupo estimulado por lhr; no se detectaron cambios en los niveles de TSH en el
plasma de las ratas que permanecieton todo el tiempo con sus crias y que se sometieron a 1hr
de frio (tabla V). Los niveles de corticosterona del plasma aumentaron 7 veces en 1os grupos
5C vs 2 veces en el grupo CC, Es importante mencionar que en el grupo CC, la mayoria de las
madres permanecié cerca de sus crfas en sefial de alerta durante ia exposicion al frio. Estas
ratas no mostraron cambios significativos en los niveles circulantes de PRL y el nivel de la
hormona fue alio en las ratas control. La variabilidad en los niveles de PRL. en las madres

expuestas al frio CC, pudiera deberse a que durante la estimulaciéu algunas crias succionaron



Porcentaje de expresion de | Porcentaje de células TRHérgicas
c-fos en el NPV en el NPV que coexpresan al
(autoradiografia) RNAm de c-fos
A M P A M |

Machos:

T.A. 100£2  100+£2 100+£3 1=0.1 Tx3 9x3
thrad°C ¥163+£5 *15426 *13247 *19x3 i8x3 *29=x3
Hembras virgenes:

T.A. 100 £ 8 W00+£3 10048 21+5 10 %2 8+3
1hrad°C 1286410 13828 110x7 | 31=3 *25x2 WM2=x7

Tabla IV. Expresion del RNAm de c-fos en el NPV de machos y hembras expuestos a lhr
de estrés por frio. Los tejidos se hibridaron con sondas de ¢RNA marcadas con dig - UTP
(precipitado café) 6 [°S] a-UTP (ciimulos de granos). A: células positivas al RNAm de
TRH (triangulos) ( amplificacion 10X), B: células positivas al RNAm de c¢-fos (flecha
angosta) y células dobles RNAm de ¢-fos - RNAm de TRH (flecha ancha) (amplificacion
40X). Latabla muestra el nivel de expresion de c-fos en el NPV (analizado por film,
controles = 100 % = esm) por bloques anterior (A), medio (M)y posterior (P) y
células TRHérgicas del NPV (analizado por microscopia de campo claro) en las mismas
ZOonas.




a sus madres por periodos variables de tiempo mientras que otras crias no succionaron. En el

grupo SC el nivel de PRL en sangre fue bajo y no cambié en respuesta al estimulo (tabla V).

Fabla V. Niveles séricos de TSH, Corticosterona y PRL en hembras lactantes
estimuladas por frio y/o succién,

TSH Corticosterona Prolactina
(ng/ml) (ng/ml) {(ng/ml)
Lactantes SC | T.A 441 50+ 6 25+ 5
30 min 4°C Ok 1% 384+ 114 % -
60 min 4°C 6£1 350£20% 27+ 4
30 min succién 5+02 - 3i4+33* 110+ 40 *
LactantesCC | T.A 41 195 + 57 > 100
60 min 4°C 5%1 422 417 % 120+ 43
Lactantes SC | T.A 4401 572493 95% 12
30/30 suce / 4°C Ok 1# 1174 =271 522+ 158 %
10/60 succ/ 4°C | 11+ 3# 846 4 261 708+ 168 *

Ratas a mitad de la lactancia (dia 12-14) se separaron de sus crias por 8 hrs (SC) o bien se
mantuvieron con ellas a lo largo del experimento (CC). Posteriormente recibieron un estimulo
de frio 0 de succién y se sacrificaron inmediatamente después del estimulo. En los grupos
combinados se regresaron a las crias para que succionaran por 30 o 10 min y luego se
colocaron al frio por 30 o 60 min respectivamente. *p<0.05 (t de student vs controles; n =5
ratas por grupo experimental). Los niveles de PRL > 100 se encuentran pot encima del limite
de saturacidn para el RIA (1000 ug/100 pl.), -- no s¢ determing.

Expresidn del RNAm de la TRH en el PVYN

El andlisis de la sefial para e RNAm de 1a TRH en el PVN mostrd, que en las hembras
lactantes sometidas a frio, la expresién del RNAm aumenta de forma significativa a 1 hir de
estimulacidn (figura 8). El anélisis por zonas en el corte completo muesira que el incremento
se d4 a lo largo del PVN, de rostral a caudal y que la respuesta es mayor cuando las hembras
se separan de sus crias previo a la estimulacién (figura 8 A vs D). Si bien las ratas sometidas a
30 min de frio mostraron cambios significativos en TSH y corticostetona, el nivel de
expresion del RNAm de la TRH se mantuvo similar al de ias ratas control a lo large del PVN

(figura 8D). El nimero total de células TRHérgicas en el PVN fue similar entre controles y



experimentales a 1 hr de estimulacién por frio sin embargo, la poblacion TRHérgica con

mayor concentracién de RNAm auments del 20-75% en ambos grupos [(CC: 173% = 52 en

anterior, 156% = 57 en media, 150% = 48 en posterior; controles = 100% = 25), (8C: 170% =

15%* en anterior, 141% = 13 en media, 120% = 8 en posterior; controles = 100% = 23)].

El andlisis densitométrico del RNAm de la TRH en el PVN por celdas, mostré que en las

lactantes SC expuestas a lhr de frio el incremento fue més evidente entre las celdas 1-3 (zona

periventricular de PVN) de las regiones antetior y media del niicleo (figura 8F).

El nivel basal de RNAm de la TRH fue mayor en las ratas CC (fig 8B vs E) y la respuesta al
frio fue mds evidente hacia las zonas media y posterior del nicleo; en estas ratas la sefial se

difundi6 desde la celda 1 hasta 1a 4 (fig 8C).

Expresion de c-fos en el PYN

Se analizé 1a expresién de c-fos con el fin de saber si en respuesta al frio, se activaba el gen de
¢-fos en las ratas lactantes. En condiciones basales no se detecté al RNAm de c-fos en ¢l PVN
(tabla VI). Se detect6 activacion de c-fos desde los 30 min de estimulacién por frio pero su
nivel de expresién no aumentd més con 1 hora de estimulacion. El andlisis por densitometria
de los cortes expuestos al film mostré incrementos significativos en todas las regiones del
PVN tanto a los 30 min como a la hora de fric (ANOVA, LPS fisher p< 0.01), El andlisis de la
sefial por microscopia de campo claro mostrd que el porcentaje de colocalizacion TRH-c-fos
fue de 25-30% promedio a lo largo del nicleo. Las neuronas TRHérgicas adyacentes al PVN
(células perifornicales) no colocalizaron con c-fos ni en la condicién basal ni en los grupos
expuestos a frio ( no seilalado). No se encontré correlacién entre las células TRHérgicas que
expresaron mayor concentracion de RNAm de 1a TRH y colocalizacién con c-fos; algunas de
las células dobles mostraron una sefial abundante para el RNAm de la TRH y otras una sefial
débil. En general las células dobles presentaron cantidades moderadas a bajas para el RNAm
de ¢-fos si se compara la sefial con otras células dentro det PVN que fueron positivas a ¢-fos

pero negativas a la TRH.
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Tabla V1. Expresién del RNAm de c-fos en el PVN de hemhras lactantes expuestas a thr

de estrés por frio.
Nivel de c-fos Porcentcye de células TRHérgicas en
en el PVN expresado en el PVN que coexpresan al RNAm de
porcentaje c-fas ‘
A M P A M P
T.A 10062 10043 1001 0 00
30 min4 °C ¥125+2  #13244  *123: 8 ¥28+ 12 ¥3941  *22+5
60 min 4 °C "24£6  *12433 *125%5 #2541 #2742 #2231

Ratas a mitad de la lactancia (dia 12-14) separadas de sus crias por 8 hrs y posteriormente
sometidas a un estimulo de frio por 30 o 60 min. El nivel de expresion de c-fos se
analizé por autoradiografia de la sefial del PVN [controles = 297 = 5 nCi/ mg tej. equiv.
expresado en porceniaje { %) £ esm] o directamente sobre las ¢élulas TRHérgicas del PVN
ftotal = 90 = 5 células /corte] utilizando microscopia de campo claro. Zonas anterior (A),
media (M) y posterior (P) del PVN. *p<0.01 (ANOVA, LPS fisher vs controles; n=5 ratas /
grupo experimental).

LACTANTES SOMETIDAS A ESTIMULACIGN POR SUCCION

Respuesia hormonal

La respuesta al estimulo de succién se midié en hembras lactantes previamente separadas de
sus crias por 8hrs en el mismo lote de ratas desctito para los experimentos de frfo, Las ratas
succionadas por 30 min incrementaron 4 veces su nivel de PRL en sangre y, el nivel basal de
corticosterona en sangre aumehté 6 veces, similar a lo observado para el grupo de frio SC;

TSH no cambid en respuesta a la succién (tabla V).

Andlisis de la expresion del RNAm de la TRH

El anilisis de la sefial en ¢l corte completo mostré un aumentd significativo en el nivel de
expresién del RNAm de la TRH preferenciélmente en la zona media del nﬁcieo {figura 8G) sin
embargo, en otros lotes de ratas observamos que la tendencia a la respuesta también se
encuentra en la zona posterior del adcleo (no seiialado), similar a lo obsetvade cuando

analizamos el nimero de células con mayor concentracién de RNAm en este lote.
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Encontramos que, al igual que en los grupos expuestos a frio, el niimero total de células
TRHérgicas en el PVN no cambia después del estimalo pero el mimero de células con mayor
concentracion de RNAm de la TRH aumenta de forma significativa en laé zonas media y
posterior de las ratas sometidas a 30 min de succibn (anterior: 150% = 52, media: *176% = 22,
posterior; **192% = 11; controles = 100% + 25). El andlisis de la sefial por celdas mostré gue
¢l incremento en la expresién del RNAm de la TRH se localiza principalmente en el drea
periventricular del niicleo (celdas 1 a 3, figura 8I) a nivel del PVN medic y posterior. A
diferencia de las ratas estimuladas por frfo, no encontramos cambios en la expresion del
RNAm de la TRH en la zona anterior de las ratas succionadas. -

A la par analizamos cortes a lo largo del PVN hibridados con el ¢cRNA de c-fos *°8 y con el
cRNA -dig de 1a TRH ( por dable hibridacién) en rebanadas contiguas a las empleadas para la
HIS. No encontramos induccién del gen c-fos en ninguna de las ratas succionadas y al igual
que en los controles, la sefial para c-fos en el PVN fue nula. En un intento por encontrar otro
IEG que respondiera al estimulo de succién, medimos el patrén de la proteina CREBP
fosforilada (CREBP-P) en esta condicién. Realizamos inmunocitoquimicas para CREBP y
CREBP-P en cortes contiguos a los empleados para HIS y, mientras que el hipocampo y la
corteza cerebral presentaron sefial para CREBP-P, el PVN no mostré sefial. Previamente
medimos la inmunocitoquimica para ambas protefnas en ratas macho expuestas a estrés por
éter. Al igual que lo reportado por Legradi, G. y col., en 1997, CREBP se localiza en todo el
PVN en machos control mientras qﬁe CREBP-P sélo en la zona magnocelular del PVN; en
respuesta al estrés por éter, los machos expresan al CREBP-P tanto en la zona magnocelular

como en la parvocelular del PVN (figura 9),

LACTANTES SOMETIDAS A ESTIMULACION POR SUCCION Y FRIO

Con ¢l objeto de determinar si las mismas células responden al frio y a la succién, medimos 1a
expresién del RNAm de la TRH en un lote de ratas lactantes sometidas a ambos estimulos.
Las lactantes sin crias de este fote, se dividieron en 2 grupos. En el primero se permiti6 que las
crfas succionaran por 30 min y ensegunida se colocaron tanto madres como crias en ¢l cuarto

frfo por 30 min (30/30). En el segundo, se dejé que las crias succionaran por 10 min y

P



Figura 9. Induccién de CREB fosforilado (CREBP-P) en neuronas del PVN de
machos aduitos sometidos a estrés agudo por éter. A: en condiciones basales
1o hay sefial para CREBP-P en la regi6n parvocelular media (pm); solamente en la
zona magnocelular posterior (mp). B: 5 min de exposicién a éter aumentan de
forma significativa la inmunoreactividad para CREBP-P en ¢l NPV parvocelular.
C: Amplificacion de la sefial a 40X, IIIV: tercer ventriculo.
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enseguida se colocaron madres y crfas en el cuarto frio durante 1 hr (10/60). La respuesta a
TSH y PRL fue evidente en ambos grupos: el incremento en TSH fue de 2 y 3 veces
respectivamente mientras que en PRL de 5 y 7 veces respectivamente (tabla V), El nivel de
corticosterona en sangre también aumentd pero no fue significativo debido a que los controles

presentaron valores alios (tabla V),

Andlisis de la expresion del RNAm de la TRH _

El andlisis de la sefial en el corte completo, mostré incrementos en la expresién det RNAm de
la TRH a lo {argo de! nicleo en los dos grupos combinados pero la respuesta fue mayor en el
grupo 10/60 (figura 16 A), A diferencia de los grupos qﬁe recibieron los estimulos de frio o de
succidn por separado, estas ratas presentaron cambios importantes en la poblacién de células
con mayor conaentracidn de RNAm de la TRH en el PVN (30/30 anterior; *238% = 71,
media: *¥295% = 26, posterior: *200 = 1; 10/60 anterior: **288% = 53, media: **300% = 30,
posterior: *¥250% = 74; controles= 100% a 22, *p< 0.05, **p<0.01).

En el anélisis de la sefial por ceidas encontramos que, al igual que lo observado con el conteo
celular, la respuesta a }os estimulos combinados activa neuronas TRHérgicas en todo el PVN,
desde la zona rostral hasta la caudal (figura 10 C y D). En general se observa que las células
TRHérgicas con mayor concentracién de RNAm se distribuyen en las zonas vecinas al 3er
ventriculo aunque, en estos grupos, la respuesta se extiende hacia las otras zonas
parvocelulares del PVN (celdas 1 a4 en el gﬂipo 30/30, todas las celdas en el grupo 10/60), El
andlisis de la sefial en la direccion rostro caudal, muestra una respuesta mayor en el grupo
10/60.

Distribucidn de células con mayor concentracién de RNAm de la TRH en el PVN de ratas
lactantes estimuladas por frio ylo succion

Con el fin de identificar de manera precisa los sitios dentro del PVN en los que se localizan las
células con mayor concentracibn de RNAm de la TRH en todos nuestros grupos
experimentales, imprimimos los contornos de las células que expresaron arriba de 30 granos
sobre su superficie (ver métodos) y comparamos el patrén de distribucién de las células

TRHérgicas con los mapas reportados por Swanson, L.W. y Kuypers, H.G. en 1980, en donde

a2,
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se sefialan las fronteras entre las distintas zonas parvocelulares del PVN en la direccion rostro
caudal (figura 2).

Si bien no podemos predecir con exactitud la regién parvocelular (ap, pv, mp, dp o Ip) en la
que se activan las células que responden a los distintos estimulos, este sistema nos permite
mapear de maneta general las zonas parvocelulares en las que se concentran mayormente las
células que responden a los estimulos de frfo y/o de succién.

Como se puede apreciar en la figura 11, no hay una divisién anatémicamente clara entre las
células que responden al estimulo del frio o al de la succién. La zona anterior de las lactantes
estimuladas por frio muestra activacién en una regién que no corresponde al PVN
periventricular, que se distribuye hacia la regién parvocelular considerada como la zona
anterior. La zona media del PVN presenta un mayor némero de c¢élulas que se activan cuando
se estimula a las ratas durante la condicién de s6lo frio © en el estimulo combinado 10/60 que
cuando se estimula por succién. En la regidn posterior se observan similitudes entre el patrén
de distribucién de las células que responden a 30 min de succién y el patrén de distribucién de
las células del grupo 10/60, mostrando con ello que 10 min de estimulacién son suficientes
para activar a la poblacién TRHérgica que responde a la succién. No obstante, si comparamos
los dos grupos combinados podemos apreciar que se requiere de una hora de exposicion al fric

para que la poblacion TRHérgica que responde se active.
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DISCUSION

Las neuronas parvocelulares de las zonas media y periventricular del PVN del hipotilamo
sintetizan a la TRH que regula la sintesis y liberacién de las hormonas TSH y prolactina dela
giandula hipofisiaria. La TSH estimula la sintesis.y liberacidén de las hormonas T3 y T4 de la
glindula tiroides que a su vez controlan al eje tiroideo de forma negativa tanto a nivel de la
hipdfisis como a nivel del hipotdlamo. Este sistema retroalimentador estd cuidadosamente
protegido por mecanismos homeostdticos que residen tanto en el hipotilamo como en la
hipéfisis anterior de tal forma gue existe una relacién inversa entre los niveles circnlantes de
T3, T4 y la biosintesis y secrecion de la TRH y TSH [Rondeel, IM. y col.,1988,1992.,
Segerson, TP. y col,,1987., Koller, KJI. y col.,1987]. Sin embargo, en respuesta a esirés
ambiental y bajo ciertas condiciones tanto patolégicas como fisioldgicas, el eje tiroideo
~ reajusta rdpidamente su nivel de respuesta a la hormona tiroidea para favorecer la
sobrevivencia del organismo bajo condiciones adversas. Por ejemplo, la exposicién al frio
genera un asmento en los niveles de la hormona tircidea, asi como up incremento en la
expresion del RNAm de 1a TRH en el PVN y secrecién de TSH {Ishikawa, K. y col., 1984,
Arancibia, 8. y col., 1983., Zoeller, RT. y col.,1990., Uribe, RM. y col.,1993] como una
respuesta adaptativa para incrementar la termogénesis.

Considerando‘ que la poblacién TRHérgica del PVN puede ser regulada de manera diferencial
de acuerdo a las aferencias que existen [Liposits, Z. y col.,1987., Toni, R. y col.,1990., Diano,
S.y col.,1998,, Fekete,C. y col., 2000 (a,b)] ¥ por el medio hormonal presente en condiciones
fisiolégicas especificas, se analizd la actividad de esta poblacién en dos circunstancias en las
que la expresién del RNAm de la TRH se modula rdpidamente: estimulacién por frio y
estimulacién por succién [Uribe, RM. y col.,1993,, Rage, F. y col,, 1994. van Haasteren,
GA.C. y col.,1996]. El emplear a la rata lactante como modelo experimental permitié
determinar la distribucién regional de las neuronas que responden al estimulo del frio o al
estimulo de 1a succidn en el PVN y realizar a la par la bisqueda de marcadores de la respuesta
celular 2 estos dos estimulos con el fin de distinguir una poblacién de la otra.

Los cambios hormonales observados en machos adultos, hembras Virgenes. y hembras
Jactantes, mostraron gue la respuesta de las neuronas TRHérgicas de! PVN al estimulo del frio

es parcialthente independiente de su medio hormonal., En la condicién de lactancia, la
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respuesta hormonal al frio fue mayor en las ratas que recibieron el estimulo después de
haberles retirado a sus crias por un periodo de 8 hrs versus las que permanecieron todo el
tiempo con sus crias. En ambos grupos se encontrd activacidn del eje adrenal aunque hubo una
diferencia notable en la magnitud de la respuesta: mientras que las ratas con crias (CC)
aumentaron 2 veces su nivel de corticosterona en sangre, las ratas sin crias (SC) lo
incrementaron 7 veces. Esta diferencia se atribuyd a que el nivel basal de corticosterona en
sangre fue mayor en las ratas CC vs las ratas SC (al parecer, la presencia de las crias mantiene
activado de forma constante al sistema adrenal (Walker, C.D. y col., 1992}, La atenuacién de la
respuesta del eje adrenal no parece ser exclusiva a los cambios en la retroalimentacién por
glucocorticoides, ésta también podifa deberse a una modificacién de los mecanismos neurales
aferentes a nivel del hipotdlamo ya que, adn con dosis masivas de glucocorticoides que
| disminuyen notablemente el RNAm de CRH en ratas virgenes [Lightman, S.L., 1992}, la
respuesta al estrés en las ratas lactantes no se suprinie, sélo se atenda [Harbuz, M.S. y col,,
1990). Ademds, la liberacion de ACTH debida a exposicién a éter o nado forzado tampoco se
suprime en ratas lactantes que han sido adrenalectomizadas [Walker, C.D., 1995] lo que
sugiere que los cambios en las aferencias estimuladoras o inhibidoras que reciben las neuronas
CRHérgicas del PVN también estin implicados en la modulacién de las respuestas en esta
condicidn fisioldgica. Los glucocorticoides podrian participar en la regulacién del PVN a un
nivel més distal. Se sabe por ejemplo que estos modulan de forma importante a las células
catecolaminérgicas del tallo cerebral y que disminuyen la liberacién de norepinefrina en el
PVN en distintos grados, dependiendo del tipo de estrés [Pakak, K. y col.,1995]. La respuesta
de los receptores -1 adrenérgicos en las neuronas CRHérgicas también se encuentira
disminuida durante ia lactancia {Windle, R.J. y col., 19971,
" Por otro lado, }as hembras lactantes sometidas a estimulacién aguda por frio, respondieron al
estimulo inerementando los niveles de corticosterona y TSH en sangre pero no de PRL. Si
bien es cierto que en condiciones normales el nivel de PRL en hembras virgenes aumenta en
respuesta a distintos tipos de estrés [Walker, CD. y col.,1992., Lightman, 8.L, y Young, W.S,,
1989], la respuesta a la exposicién a éter o, por inmobilizacion, estd atenvada durante la
lactancia {Banky, Z. y col.,, 1994}; esto podria estar directamente relacionado con el

mantenimiento de la produccién de leche y cuidado de las crias que se requiere bajo la
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condicién de lactancia. En nuestros grupos experimentales, el nivel basal de PRL sélo se elevé
en respuesta a la snccidn (tabla V).

Si bien el aumento en los niveles de la TSH circulante fue paralelo al aumento en la expresién
del RNAm de la TRH de los machos y las hembras lactantes sometidos a frio, en las ratas
virgenes no fue posible hacer esta correlacién en respuesta al mismo estimulo. La presencia de
distintas concentraciones de estrogenos en los diferentes estadios del ciclo estral podria
determinar en parte que los niveles de expresion del RNAm de la TRH en el PVN sean
distintos en las hembras dependiendo de la etapa det ciclo [Uribe, R.M. y col.,1991]. Como las
hembras virgenes empleadas para estos experimentos se eligieron al azar (porque el interés
primordial consistié en comparar la distribucién del RNAm de la TRH entre hembras y
machos), no se descarta la influencia de los estr6genos como uno de los factores que
repercutieron en la variabilidad de la respuesta del RNAm de la TRH at estimulo del frio. En
la actualidad, fos estudios que se rcalizaﬁ en el laboratorio en respuesta al estimulo del frio, se
hacen con hembras virgenes cicladas.

Axn cuando el patrén de distribucién de las neuronas TRHérgicas y el nimero de cortes que
conforman al PVN de las hembras virgenes o de las ratas lactantes no es idéntico ai PVN del
macho, se encontraron patrones anatémicos y de distribucién similares, que permitieron hacer
distintas comparaciones a lo largo del nficleo ¢ a niveles especificos dentro del nicleo
(anterior, medio y posterior).

El patedn. de distribucién tanto de machos como de lactantes sometidos a 1 hr de frio mostré
que el aumento en la expresién del RNAm de la TRH se da a lo largo del nicleo, de rostral a
caudal (figuras 6 y 8), esto sugirié, que si existen subpoblaciones que responden al frio, las
neuronas no se segregan en zonas especificas del niicleo en la direccidn antero-posterior.
Ademds, la medicién de la D.Q. del RNAm por celdas mostré que los cambios se encuentran
distribuidos entre las neuronas de todas las subdivisones del PVN que sintetizan a Ia TRH, con
mayor significancia entre los cortes de las regiones media y periventricular parvocelulares
(figuras 6 b-¢, 8b-c y 8 ef).

Tampoco se encontraron cambios entre el niimero total de células TRHérgicas de animales
control y experimentates, sugiriendo con ello que la poblacién preexistente incrementa su

nivel bagal de RNAm en respuesta al estimulo de frio. La respuesta podria estar confinada a



sélo una parte de la poblacidn ya que el nimero de células TRHérgicas con mayor
concentracion de RNAm en la condicién estimulada conforma alrededor del 25 % de la
poblacidn total. Estas células a las cuales llamamos “células que responden”, se distribuyeron
a lo largo det PVN tanto en los machos como en las lactantes y, como se observa en la figura
11, ademés de aparecer en la regién periventricular del PYN parvocelular, 1a sefial se extendié
hacia una zona fuera de ésta en la parte rostral del niicleo. Por el patrén de distribucién de las
células TRHérgicas que responden y por la tincién misma de los cortes a ese nivel del PVN, es
posible que se trate de las células que se Jocalizan en la regién parvocelular referida
anatomicamente por Swanson, L.W., y Kuypers, H.G., 1980, como regidn anterior, Si bien las
neuronas TRHérgicas de las zonas media y periventricular contribuyen a la inervacién de la
EM con una densidad mucho m.ayor de terminaciones que las neuronas TRHérgicas de la zona
anterior [Ishikawa, K. v col.,1988], estas iiltimas también estdn siendo reguladas por el frio
porque aumentan de forma significativa la expresién del RNAm de la TRH [Zoelier,RT. y
col.,1990, 1995., este trabajo]. Es importante destacar que la regién parvocelular anterior es
una de las regiones del PVN cuyas terminales nerviosas inciden sobre el tallo cerebral y/o
médula espinal por lo tanto, se sugiere que tas neuronas TRHérgicas de esta zona podrian
activarse como parte de la respuesta auténoma al frio.

Avin cuando la inervacion aferente proveniente del rafé magno [Larsen P.J, y ¢o0l.,1996] o del
tallo cerebral {Ricardo y Koh., 1978, 1979,, Swanson, L.W., y Kuypers, H.GG., 1980] podria
activar a las neuronas TRHérgicas de 1a zona parvocelular anterior en respuesta al frio, la ruta
descendente seguida por esta poblacién es incierta. Hay neuronas de esta zona que proyectan
al complejo vago dorsal en el tallo cerebral asi como a la méduia oblongada y médula espinal,
y conexiones recfprocas médula espinal -PVN, talio -PVN [Swanson, L.W., y Kuypers, H.G.,
1980]. Sin embargo, las neuronas TRHérgicas que residen en la zona anterior e incluso las
neuronas TRHérgicas de otras zonas del PYN no parecen contribuir a la inervacién de la
médula espinal o del tallo cerebral ya que, ni la supresion electrolitica del PVN [Lechan, RM.
y col., 1983] ni Ia transeccidén de axones hipotaldmicos descendentes hacia cerebro medio-
diencéfalo, reduce ¢l contenido de la TRH en el micleo del tracto solitario [Palkovits, M. y.
¢ol,,1986]. Hay una inervacién TRHérgica importante hacia el complejo vago (nificleo motor
dorsal y niicleo del tracto solitario) pero ésta proviene del rafé [Palkovits, M. y col.,1986]. Por
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otro lado, la mayor parte de la TRH encontrada en la médula espinal proviene de neuronas que
la sintetizan en diferentes niicleos del rafé y, aunque hay neuronas AVP y OXT del PVN que
inervan a la médula espinal [Swanson, L.W. y Sawchenko, P.E., 1980}, ningfin grupo celular
del PVN que sintetize a la TRH, contribuye a la inervacién hacia {a médula espinal (Harkness,
1986). Es posible que las neuronas TRHérgicas de la zona anterior envien informacién al
sistema auténomo a través de relevos localizados en otros sitios dentro del SNC, por ejemplo,
a regiones del cerebro implicadas en termoregulacién. Tampoco se descarta la posibilidad de
que las neuronas de la zona anterior estén regulando de forma indirecta la actividad del eje
tiroideo, a través de contactos sindpticos sobre neuronas TRHérgicas del PVN {Toni, R. y col,,
19907 o sobre otras poblaciones celulares como las CRHérgicas del PVN [Hisano, S. y col.,
19931, que también estdn siendo moduladas en respuesta al estimulo [Zoeller, R.T. y col.,
1995]; esto sin embargo, tendrd que ser analizado mediante el uso de marcadéres retrégrados u
otras metodologfas que permitan distinguir una poblacién de 1a otra.

El efecto de la succién sobre la expresién del RNAm de la TRH fue menor al observado en el
grupo de frio SC, afin cuando la activacién del eje adrenal fue similar en ambos (tabla V). No
obstante, el aumento en la expresién del RNAm de la TRH, se observé preferencialmente en
las zonas media y posterior del niicleo (figura 8l1), hacia el PVN medio y periventricunilar
parvocelulares (figura 11). Al igual que con la estimulacién por frio, la poblacién total de
células TRHérgicas del PVN se mantuvo constante en respuesta a 30 min de succion,
indicando de nuevo que ia poblacién preexistente incrementa su nivel de expresién de RNAm
de la TRH en respuesta a la estimulacién. La respuesta fue diferencial respecto al frio en el
sentido que el ndmero de cétulas que respondieron, aumentd Gnicamente en las zonas media y
posterior.

Las diferencias encontradas en las lactantes sometidas a frio o a succi6n, parecieran indicar
que las neuronas TRHérgicas del PVN estdn subdivididas al menos en 2 tipos de poblaciones,
la de la zona antertor desempeﬁando un papel neuromodulador v la de las zonas media y
posterior controlando la funcidén hipofisiotréfica al regular la liberacién de las hormonas TSH
y PRL. No obstante, esta estrategia no permiti distinguir si las neuronas de la zopa media y
posterior que responden al frio o a la succién son distintas o no. Por ello, ademds de mapear la

distribucién de! RNAm de la TRH en todo el nicleo, se intentd identificar marcadores de la
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respuesta celular al f; rio 0 a fa succién. Un método ampiiamente utilizado para mapear cambios
en la actividad neuronal, es a medicién de la expresién de genes tempranos inmediatos como
c-fos [Morgan, 1.1 y Curran, T.,1989., 1991, Sagar, 8.y ¢ol.,1988].

El RNAm de c-fos colocalizé con el RNAm de la TRH de machos, hembras virgenes y
hembras lactantes que recibieron estimulacion aguda por frio pero no colocalizé con el RNAm
de 1a TRH en el PVN de las ratas sometidas a succidn o las estimuladas por frio en presencia
de sus crias. Otros grupos han medido a la protefna Fos en ratas lactantes y han encontrado
que si bien existe alta inmunoreactividad a Fos en varios sitios del cerebro de madres gue
permanecen todo el tiempo con sus crias [Lonstein, J.S. y Stemn, J M, 1998}, la
inmunoreactividad en el PVN, niicleo supradptico o niicleo arcuato no es mayor si las crfas
succionan a sus madres [Fenelon, V.S. y co0l.,19931. El gen de c-fos tampoco cambia en la
regién parvocelular del PVN de ratas a mitad de la lactancia expuestas a estrés por
inmobilizacion [Da costa A.P.C. y c0l.,1996] lo que indica que este gen temprano podria ser
un marcador de la respuesta celular al estimulo del frio. La activacién de c-fos en réspnesta al
frfo, podria darse a través de una cascada de segundos mensajeros iniciada por un mecanismo
adrenérgico [Ammunziato, L. y col.,1977] proveniente del tallo cerebral {Swanson, L.W. y
Sawchenko, P.E.,1980., Saper v Loewy, 1980] o de otras partes del SNC. Si bien las
catecolaminas juegan un papel importante en la respuesta de la neurona TRHérgica al estimulo
del frio a nivel de la terminal [Tapia-Arancibia, L. y col.1985], la presencia de las
catecolaminas a wnivel de los somas [Liposits, Z. v col.,1987] plantea la posibilidad de una
regulacién a nivel del gen.

Aunque las lactantes que recibieron el estimulo agudo de frio mostraron un nivel de activacién
similar al de las hembras y los machos, el nivel basal de c-fos fue indetectable en el PYN de
las ratas control, Estudios previos han mostrado que la expresién de c-fos en el PVN estd
reducida durante la lactancia y que la inmunoreactividad a Fos disminuye después del parto y
permanece baja durante las 3 semanas del peﬁodd de lactancia [Wintrip, N. y col., 1997]. Se
sugiere que la disminucién podria deberse en parte a los niveles altos de corticosterona en &l
plasma, ya que hembras lactantes adrenalectomizadas y sustituidas con niveles constantes de
corticosterona, exhiben respuestas significativas a Fos [Wintrip, N, y col., 1997]. Es posible

que durante la lactancia ocurran cambios importantes en las aferencias que inciden sobre el
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PVN que puedan modificar la respuesta de las células al medio exterior. Los resultados
mostraron. que el RNAm de c-fos se induce en aproximadamente el 25% de las neuronas
TRHérgicas del PVN de las ratas que respondieron al frio y que en todos los grupos la
induccidn se da a lo largo.dei PVN, en la direccién antero-posterior. Baffi, .8, y Palkovits,
M., 2000 demostraron que la inmunoreactividad a Fos incrementa en el PVN de machos
expuestos al frio por 3 hrs y que las neuronas que responden se localizan unicamente en las
zonas media y dorsal parvocelular del niicleo. Dado que la inmunoreactividad a Fos aumenta
en el PVN desde 1hr de estimulacién en otros modelos de estrés [Kovidcs, KJ. y Sawchenko,
P.J., 1996}, es posible que algunas de las neuronas de la zona anterior podrian haber mostrado
inmunoreactividad a la proteina a tiempos previos. Si bien el porcentaje de colocalizacién de
c-fos con la TRH fue similar al encontrado para la poblacién de células con mayor
concentracién de RNAm de 1a TRH en 1a condicién estimulada, la metodologia empleada para
la doble hibridacién no permitié predecir si se trataba de las mismas células o no. Al parecer el
marcaje con c-fos fue indistinto sobre las células TRHérgicas que mostraron mucha ¢ poca
sefiat con dig, pero esto fue s6lo cualitativo.

Se analizé el patrén de la proteina CREBP-F en las ratas succionadas pero no se detectd sefial
en el PVN antes o después del estimulo. En un paradigma similar al nuestro, Zoeller, RT
[Sénchez, E. y col., 2001, articulo anexo} midi6 la expresién de otros genes tempranos
(NGF1A, fra-1 y c-jun) y encontré que ninguno de estos genes se activaba en respuesta al
estimulo de la succién. Al no encontrar un marcador que se activara en las neuronas
TRHérgicas del PVN en respuesta a la succidn, se analizé tanto la expresion del gen de la
TRH como el niimero de células total y de mayor concentraci6n en ratas lactantes sometidas a
ambos estimulos. Las ratas lactantes de este grupo, respondieron modulando su nivel de
respuesta en el PVN de forma diferencial. Si bien el grupe que recibié 30 min de succién
seguidos por 30 min de frio (30/30) mostré cierta activacién en las neuronas de ia zona
anterior, el grupo que recibié 10 min de succin seguido por 60 de frio (10/60) tuvo una
respuesta mayor en todos los andlisis realizados, Es posible que las neuronas de la zona
anterior se “sensibilicen” 'y respondan desde tiempos menores (30 min de frio) cuando se les
reta con dos estimutos agudos distintos. Por otro lado, 10 min de succién parecieron ser

suficientes para disparar la respuesta al estimulo en el grupo 10/60. En estas ratas, que
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recibieron et tiempo completo de frio, la sefial del RNAm se extendis a lo largo y ancho del
PVN sugiriendo que mis células estdn activas en respuesta a los estimulos (figura 10). De
hecho al analizar el niimero de células con mayor concentracion de RNAm de 1a TRH, se
encontrd que éste se duplicd o triplicé en los grapos combinados con respecto a los animales
que recibieron los estimulos por separado. En los grupos combinados, el nimero total de
célutas TRHérgicas también permanecié constante, apoyando la hipdtesis de que la poblacién
preexistente es la que responde a la estimulacién y no que nuevas células expresan al RNAm
de la TRH en la condicién estimulada. El efecto aditivo sobre la poblacién de neuronas
TRHérgicas con mayor concentracion sugiere la existencia de subpoblaciones TRHérgicas en
el PVN. Proponemos que las poblaciones que responden al frio y a la succién se encuentran
.eatremezcladas porque el patrén de distribucién de las células con mayor concentracién de
RNAm se sobrelapa en los grupos combinados en las mismas regiones del PVN que
respondieron a los estimulos por separado (figura 11). Esta hip6tesis se apoya en el hecho de
que 1o todas las neuronas TRHérgicas de una misma poblacién parvocelular son contactadas
por las mismas aferencias. Mientras que la mayoria de las neuronas TRHérgicas de la zona
anterior son contactadas por a-MSH, AGRP, NPY y escasamente por CART, las neuronas de
las zonas media y periventriculat presentan mayor variabilidad en las aferencias a estos
mismos péptidos {Fekete,C. y col,, 2000 (a y b)., Toni, R. y col,,1990]. Ademds, las neuronas
de estas dos dltimas zonas son contactadas por aferencias catecolaminérgicas densas [Liposits,
Z. y col,1987] y por poblaciones peptidicas adicionales como el TRH mismo, ¢l CRH y el
péptido PACAP [Toni, R. y col.,1990., Kiss, J. y Halasz, B,, 1990., Hisano, S. y col.,1993,,
Legradi, G. y col.,1997 (b)}].

El hecho de que las neuronas TRHérgicas del PVN podrfan ser anatémica y funcionalmente
distintas sugiere una respuesta més eficaz por parte del eje tiroideo para contender con las
distintas condiciones a las que se enfrenta el organismo tanto en condiciones fisiol6gicas
especificas como en condiciones patolégicas o de estrés. El grupo de Lechan, R.M, asi como
ottos grupos de investigacién estdn fratando de elucidar los mecanismos que regulan ia
respuesta del eje tiroideo ante la condicién de ayuno as{ como las interacciones que ocurren

entre el micleo arcuato y el PVN bajo esta condicidn.



En general se desconocen las sefiales que actian de forma independiente a los mecanismos
normales de retroalimentacién de la hormona tiroidea sobre las neuronas TRHérgicas del PVN
y que reajustan la respuesta a la hormona en estas neuronas. Sin embargo, se ha propuesto que
la leptina modula de forma fina al eje tiroideo. La leptina es una hormona sintetizada por las
células grasas del tejido pardo, que estd implicada en mediar la conservacién de la energia
[Caro, JF. v col,1996]. Esta hormona se reconoce como un factor de saciedad porque
disminuye la ingesta de alimentos y, en su ansencia, se produce una obesidad severa [Zhang,
Y.y col,1994]. La relacién entre leptina y la regulacién del eje tiroideo por el cerebro no es
clara. Sin embargo, 1a sefial dominante y quizd suficiente para el cerebro, que suprime la
expresion de la TRH en el PVN, es una cafda en ¢l nivel de leptina. En el ayuno, los niveles
de leptina en sangre son bajos [Legradi, G. y ¢ol.,1997 (a)l. La administracién de leptina en
ratas sometidas a ayuno, reestablece tanto los niveles de RNAm de la TRH en el PVN como
los niveles séricos de hormona tiroidea similar a lo observado en condiciones basales [Legradi,
G. v col.,1997 (a)] lo que indica que la disminucién de leptina en esta condicién es necesaria
para mantener disminuida la actividad del eje y por ende del metabolismo general, Si bien el
efecto podria ser directo sobre las neuronas TRHérgicas del PVN, la poblacién TRHérgica que
presenta teceptor a leptina es de apenas un 10% [Tattaglia, L.A. y col., 1995] y estudios de
unién al receptor muestran que la hormona no se une al PVYN [Schwartz, MW., 1996] aunque
sf a la eminencia Ihedia [Banks, WA, y col.,1996}, 1o que podria implicar una regulacién del
péptido a nivel de la terminal. Se desconoce si las neuronas TRHérgicas presentan receptor a
leptina en sus terminales,

La leptina parece actuar més bien de forma indirecta a través de distintas neuronas que
responden a leptina que se comunican con la neurona TRHérgica desde otros micleos
hipotaldmicos. La inervacion del nicleo arcuato parece ser muy importante en mediar esta
respuesta. Legradi, G. y col., en 1998, demostraron que la destruccién del micleo arcuato evita
la cafda en los niveles de hormona tiroidea observada durante el ayuno y también la caida en
los niveles de RNAm de la TRH en el PVN. NPY y AGRP se sintetizan en las mismas células
del nidcleo arcuato [Schutter., 1997} y ambos aumentan su expresion durante el ayuno [Hahn,
TM. y ¢ol.,1998]. Como la accién de NPY y AGRP sobre las neuronas TRHérgicas del PVN
es del tipo inhibidor [Toni, R. y col.,1990,, Legradi, G. y col.,1999], se propone que la caida
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en los niveles de leptina durante el ayuno facilita este efecto. No obstante, se desconoce por
ejemplo si Ja poblacién TRHérgica del PVN en general se modula en respuesta al ayuno o si
existen poblaciones de neuronas que respondan de manera diferencial.

Aunado a las diferentes combinaciones aferentes que podrian recibir las neuronas TRHérgicas
de una misma regién parvocelular, es posible que un mismo pépiide pueda modular la
actividad de la neurona TRHérgica de forma opuesta, dependiendo del origen de la aferencia y
del sitio en el que contacte a la neurona. Por ejemplo, 1a inervacion de NFY proveniente del
niicleo arcuato es del tipo inhibidor y hace contacio con los somas [Toni, R. y col.,1990]
mientras que la proveniente del tallo cerebral es del tipo excitador y contacta a las neuronas
TRHérgicas del PVN en dendritas lejanas y husos dendriticos [Diano, 8. y col., 1998]. Se
desconoce si una misma neurona TRMérgica podria ser contactada a la vez por NPY
proveniente del niicleo arcuato o del tallo cerebral,

Estudios tanto in vivo como in vifro de Kim, M.S. y col., 2000 revelan la importancia de la via
de 1a melanocortina en mediar la respuesta nutricional de la neurona TRHérgica a leptina. La
via de la melanocortina implica a dos ligandos distintos que se unen a receptores MC1-R y
MC4-R y que se expresan en poblaciones distintas en el niicleo arcuato. Los ligandos son
AGRP que es suprimido por leptina (-) y a-MSH que es inducido por leptina (+). El MC4-R
es estimulado por o-MSH e inhibido por AGRP de tal forma que el sistema puede ser
antagonizado disminuyéndo a a-MSH o anmentando a AGRP. Kim, MS demostré ademds,
que a-MSH auvmenta los niveies de TSH cuando se administra centralmente y también que o-
MSH estimula la liberacidn de la TRH cuando se administra en rebanadas de hipotdlamo por
tanto, propone que AGRP bloguea la liberacidn de [a TRH antagonizando la accién de a-MSH
y cponiéndose a la accién de leptina. El efecto puediers estar dado a nivel de los somas ya gue
las TRHérgicas del PVN presentan inmunoreactividad al MC4-R [Mountjoy, K.G. y
col.,1994., Dumont, 1.M. y col,, 2001]. Dado que a-MSH evita Ia supresion del gen de la
‘TRH inducida por e} ayono [Fekete, C. y col., 2000(a)], ¢l sistema central de melanocortina
podria jugar un papel importante en 1a regulacién del eje tiroideo por leptina promoviendo
contactos entre neuronas reguladas' antagénicamente por leptina en el miclec arcuato y
neuronas TRHérgicas en el PYN. Aunado a esto, CART, que se sintetiza en las mismas células

que expresan o-MSH en el nicleo arcuato actda sobre la expresion del gen de la TRH de
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manera positiva en ratas sometidas a ayuno [Fekete, C. y col., 2000(b}]. 8i bien es posible que
CART potencie 1a accién de o-MSH sobre las neuronas TRHérgicas del PVN, CART
tampoco reestablece del todo el nivel de hormona tiroidea en sangre por lo que se sugiere que
el péptido media sélo parte de 1os efectos de leptina sobre ¢l eje tiroideo.

La lactancia y el ayuno son comparables en ¢l sentido de que el estado tiroideo del animal se
encuentra disminuido, el nivel de corticosterona en sangre es alto y el nivel circulante de
leptina esta bajo [Brogan, R.S,, 1997}, Si se administra leptina a las ratas lactantes, hay una
disminucidén en la ingesta de alimentos que correlaciona con la pérdida de peso tanto de las
madres como de las crfas {Woodside, B. y col., 2000]. Esto podria significar, que al bajar los
niveles de leptina, desaparece la regulacién negativa sobre las neuronas AGRP/NPY del
micleo arcuato y aumenta entre otras cosas, la inervacién de ambos hacia las neuronas del
PVN que controlan al eje tiroideo con el fin de mantener disminuida su actividad. La
disminucién en los niveles de leptina también podria indicar la activacién de otros sistemas
hipotaldmicos implicados en regular el apetito (p.e en el micleo dorsomedial o en el mismo
PVN).

Las neuronas TRHérgicas son susceptibles a cambios en el medio hormonal. La disminucién
del RNAm de la TRH observada durante el ayuno, se revierte patéialmente si los niveles de
glucocorticoides se mantienen constantes en ratas adrenalectomizadas {Van Haasteren GAC. y
col.,1995]. Sin embargo, esta condicién no es suficiente para revertir los niveles de hormona
tiroidea y apoya la hip6tesis de que el medio hormonal es solo uno de los mecanismos que
participan en 1a respuesta al estimulo.

La respuesta de la neurona ante una condicién éspecﬂ'zca no sélo dependerd de las sefiales que
reciba del exterior, también dependerd de 1a maquinaria celular que la conforme y las neoronas
TRHérgicas del PVN parecen ser distintas a nivel celular. La heterogeneidad bioquimica de
las neuronas TRHérgicas se infiere por estudios tanto in vive como in vitro. Mientras que
todas las neuronas parvocelulares de las zonas media y periventricular presentan al GC-R, sélo
la mitad de las neuronas de la zona anterior lo contienen [Cintra, A. y col,,1990].
Adicionalmente, las neuronas de la zona media expresan a los receptores funcionales de
hormona tiroidea al, 1 v P2(indispensable para la regulacién negativa por T3) en

proporciones que van del 80-90% mientras que el receptor truncado a2 se expresa en el 43%
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de las neuronas de la misma zona [Lechan, RM. v ¢0l.,1994]. Esto implicaria que en
aproximadamente 1a mitad de las neuronas TRHérgicas de la zona media, el R-a2 podria estar
moduando la transduccién de 1a sefial para los receptores funcionales por unién inespecifica
al ligando. Por otro lado, el 50% de las neuronas parvocelulares presenta al receptor MC4-R
gue une tanto a-MSH como AGRP y se sugiere qoe las mismas nenronas expresan receptores
a Ni’Y [Aschkenasi, CJ., 2000]. Si ademds se ha demostrado que distintas moléculas de
sefializacién podrian interactuar con el GC-R y modular la expresién del RNAm de la TRH en
forma distinta {Pérez-Martinez., L. ¥ col., 1998}, la respuesta de la neurona ante una condicién
especifica podria depender de la presencia de los distintos receptores que ella sintetize y de las
vias de sefializacion que estos utilicen.

Las convertasas PC1 y PC2 procesan de forma eficiente al precursor de la TRH tanto en
preparaciones de membrana de vesiculas hipofisarias [Friedman, TC. y col.,1995] como en
lineas celulares [Nillni, EA. y col.,1995]. Ambas enzimas colocalizan con el RNAm de la
TRH de manera diferencial dependiendo dela regién del cerebro en la que se encuentren [Pu,
L.P. y col., 1996] y, en ¢l PVN, el 60% de la poblacién contiene a la PC2 mientras que
aproximadamente el 40% sintetiza a la PC1 [Sdnchez, E. y ¢ol.,1997]. Si bien estas
convertasas procesan al proTRH hasta sus productos finales (TRH y péptidos cripticos) es
evidente que fa velocidad de sintesis de las mismas enzimas asi como su capacidad para
procesar de manera rdpida al precursor también repercutird en la respuesta de Ia célula ante un
estimulo dado,

Nillni, E.A. y col., en el 2001, demostraron que en la lactancia continua, el procesamiento del
prdTRI—I estd aumentado en ratas sometidas a succidn, lo cual correlaciona con el aumento en
1a biosintesis de la TRH previamente reportado [Uribe, RM. y c0l.,1993,, van Haasteren,
GAC. y col.,1996., este trabajo]. Nillni, E.A, y col., también demostraron, que dos de los
péptidos cripticos originados a partir del procesamiento del proTRH por la PC2 incrementan
de forma significativa en el PVN de las ratas sometidas a succi6n ¥ que ambos son capaces de
aumentar ia liberacién de PRL pero no de TSH en cultivos primarios de células hipofisarias.
Esto podr{a tener repercusiones fisioldgicas importantes ya que mientras que uno de los
productos de procesamiento que se genera junto con la TRH potencia la accién de }a TRH

sobre 1a liberacién de TSH {Bulant, M. y col.,1990], estos otros péptidos podrian potenciar la



liberacién de PRL por la TRH ir vive. El procesamiento diferencial del péptido podria
depender de la actividad presente de una o varias enzimmas. Resultados de este laboratorio han
demostrado que el RNAm de la PC1 no aumenta en ratas lactantes sometidas a succion [Uribe,
RM, no publicado] y si bien tanto el RNAm de la PC1 como el RNAm de la PC2 aumentan en
el PVN (no sabemos si en las neuronas TRHérgicas) de ratas macho sometidos a lhr de estrés
por frip [Chivez, L., Morales, C, no publicado], resultados preliminares en ratas lactantes
muestran que los mensajeros de ambas enzimas no parecen atmentar su expresién en las
neuronas TRHérgicas del PVN en respuesta a 1hr de frio {Sdnchez, E., en preparacién]. A
diferencia de la distribucién que se observa en machos control a T.A., en donde tanto el
RNAm de la PC1 como el de la PC2 son claramente visibles a lo largo del PVN, la expresién
de ambos RINAs mensajeros en las lactantes que permanecen sin sus crfas pot 8 hrs (grupo
SCTA), estd disminuida. Durante la lactancia, el hipotdlamo exhibe un grado excepcional de
plasti.cidad neural. Las neuronas oxcitocinérgicas tanto del PVN como del nficieo supradptico |
por ejemplo, presentan una reorganizacién anatémica que incluye el remodelamiento sindptico
entre la glia y las arborizaciones dendriticas {Montagnese. y col.,1987,1988; Theodosis, DT. y
col., 1989; Fenelon, V8. y col.,1994] asi como un aumento en la expresién de los receptores
a-1 adrenérgicos y oxcitocinérgicos [Hatton., G.1.,19971. No es dificil pensar que bajo esta
condicion, las aferencias que recibe(n) alguna(s) subpoblacion{es) de neuronas TRHérgicas en
el PVN, podria(n} ser modificadas anmentando o bien disminuyendo la sensibilidad a distintos
sistemas neurotransmisores y peptidicos que repercutan en la actividad celular,

La heterogeneidad en la respuesta ya ha sido propuesta para otros neuropéptidos que se
expresan en el PVN. Et RNAm de CRH por ejemplo, se afecta diferencialimente en respuesta a
solucién salina y deshidratacién incrementando su expresion en las neuronas magnocelulares y
disminuyéndola en las parvocelulares del PVN en respuesta a choque salino y disminuyéndo
§u expresidn en respuesta a deshidratacién tanto en magno como en parvo {Young, W.S,,
1986]. El RNAm de CRH también se regula de forma diferencial durante el ciclo estral. Su
expresion aumenta en la tarde del proestro en la zona ventral del PVN y no se observan
cambios aparentes en la parte dorsal del nicleo {Bohier, H.C. y col,,1990]. En otro modelo en
donde se estudia la regulacién de la expresion de OXT en el PVN, se demuestra gue

subdivisiones particulares del PVN responden de forma diferencial al tratamiento con T3 y

TR



estradiol: mientras que en respuesta a estradiol ¢l RNAm de OXT aumenta en las zonas
parvocelular anterior y media del PVN, el tratamiento con T3 aumenta la expresién de OXT
solo en la subdivisién magnocelular posterior del PVN [Dellovade, T.1L. y col.,1999]. ¥n otro
ejemnplo, VIP aumenta los niveles de PRL, ACTH y GH en el plasma [Kato, Y. v col., 1978} y
durante 1a lactancia incrementa la inervacién de una poblacién grande de neuronas del PVN
parvocelular que se sabe proyecta a la ldmina externa de la EM [Mezey, E. y Kiss, 1.Z., 1985].
Ademés del PVN, otros niicleos hipotaldmicos presentan heterogencidad en la respuesta
celular en condiciones particulares. NPY y AGRP, que normalmente se sintetizan en las
neuronas de Ia parte rostral del niicleo arcuato, aumentan su expresién durante la lactancia
continua, tanto en la parte media como en la caudal del nicleo y su expresién no se modifica
ent la parte rostral [Chen, P. y col.,1999]. Esto sugiere una posible regulécién diferencial de las
neuronas que sintetizan a ambos péptidos en el nlicleo arcuato. La posibilidad de que ocurran
cambios importantes en la inervacién de las neuronas TRHérgicas del PVN por parte de estos
péptidos también es factible. Es posible que las diferencias en el medio hormonal, asf como el
remodelamiento de las sefiales que inervan al PVN durante la lactancia, contribuyan de forma
importante a la modulacién diferencial de las respuestas observadas por el eje tiroideo en
respuesta al frio y a la succitn.

Nuestro trabajo contribuye al entendimiento de la funcién hipatalémica' y sugiere una
subesgpecializacién de las neuronas que controlan la actividad del eje tiroideo en la condicién

fisiolégica de la lactancia.

79




CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos con el presente trabajo concluimos lo siguiente:

En la condicién de lactancia, las neuronas TRHérgicas del PVN modulan su respuesta
at frio y a la succién de forma diferencial.

La poblacién TRHérgica preexistente responde a los estimulos de fifo o de succién,

Si bien existen zonas en e} PVN que se sobrelapan en respuesta al estimulo del frio o al
de la succion, las neuronas que responden a los estfmulos podrfan ser distintas y estar
entremezcladas a través del PVN tanto en la direccién antero-posterior como en el
sentido central - lateral.

Las neuronas TRHérgicas de la zona anterior podrian desempefiar un papel
neuromodulador en la respuesta auténoma al frio. _

La expresion del gen temprano c-fos en el PVN, puede ser empleada como un
marcador de la respuesta celular al estimulo del frio en la condicién de lactancia.

La proteina CREBP-P no es un indicador de actividad celular en respuesta al estimulo

de la succidén.

PERSPECTIVAS

La activacioén de distintas poblaciones TRHérgicas en ¢l PVN en respuesta al estimulo del frio

o de la succidn, abre la posibilidad de caracterizar en estas poblaciones, a las moléculas

efectoras implicadas en los mecanismos de respuesta a los estimulos en cuestion.

Considerando que las neuronas TRHérgicas del PVYN son inervadas de manera
diferencial tanto por neurotransmisores como por neuropéptidos de distintos origenes,
la bisqueda de receptores especificos a un neurotransmisor o a un neuropéptido dado,
podria ampliar nuestro conocimiento acerca de los elementos que participan en la
modulacién de la actividad de la neurona TRHérgica en la condicién fisiologica de la
lactancia, bajo un estimulo particular.

La identificacion de GC-R’s o de las isoformas de los TH-R’s en poblaciones
especificas del PVN, también es importante para identificar a la maqguinaria celular que

participa de las respuestas al frio y/o a la succién en el modelo de lactancia.
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(Cuél es la relevancia fisioldgica de que las neuronas TRHérgicas de la zona anterior
se activen en respuesta a la estimulacién por frio?. La posibilidad de- distingnir
neuronas hipofisiotréficas por la coexpresion TRH - CART, junto con la identificacion
de receptores a neurotransmisores, neuropéptidos o, activacién de genes tempranos,
abre la posibilidad de identificar y de distinguir a las poblaciones TRHérgicas que

participan comeo nedrohormonas, de aquellas que participan como neuromoduladoras.

La posibilidad de que el procesamiento del pro-TRH sea diferencial en el PVN de lag

~ ratas lactantes, apoya la importancia de caracterizar la expresion de los genes que

codifican para las protefnas convertasas 1 y 2 en la condicidn de frio y de succidn.
El uso de los grupos combinados es una herramienta excelente para corroborar que las

neuronas son distintas si previamente se han identificado genes que respondan de

manera especifica a un estimulo dado.
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Abstract

Thyrotropin-releasing hormone {TRH) is released from
the median eminence upon neural stimulation such as
cold or suckling exposure. Concomitant with the cold- or
-suckling-induced releage of TRH is a rapid and transient

- increase-in the expression of proTRH mRNA in the para-.

ventricular nucleus (PVN} of the hypothalamus. We em-
ployed two strategies to determine whether. TRH neu-
rons responding to cold exposure are different from
those responding to suckling. First, we attempted to
identify a marker of cellular activation in TRH neurons of
the PVN. Cold induced ¢-fos expression in about 25% of
TRH neurons of the PVN, but no induction was cbserved
by suckling. Moreover, we explored the expression of a
variety of immediate early genes including NGFI-A, fra-71
and c-jun, or CREB phosphorylation but found none to be
‘induced by suckling. The number of cells expressing

high levels of proTRH mRNA was counted and compared
to total expressing cells. An increased number of cells
expressing high levels of proTRH mRNA was observed
when both stimuli were applied to the same animal, sug-
gesting that different cells respond separately to each
stimulus. We therefore analyzed the distribution of re-
sponsive TRH neurons as defined by the cellular level of
proTRH mRNA. The precTRH mRNA signal was analyzed
within three rostrocaudal zones of the PYN and within six
mediolateral columns. Results showed that in response
to cold, all areas of the PVN of the lactating rat present
increased proTRH mRBRNA levels, including the anterior
zone where few hypophysiotropic TRHergic cells are
believed to reside. The distribution of the proTRH mRNA
expressing cells in response to cold was quite compara-
ble in female and in male rats. In contrast, the response
after suckling was confined to the middle and caudal
zones. Our results provide evidence of a functional spe-

cialization of TRH cells in the PVN,
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Introduction

The hypophysiotropic role of thyrotropin-releasing
hormone (TRH) is confined to the parvocellular neurons
of the hypothalamic paraventricular nuclei (PVN) that
project to the median eminence [see references in 1].
"~ TRH secreted from the median eminence controls the
synthesis and release of thyrotropin (TSH) [2, 3] and of
prolactin [2, 4]. In response to cold exposure, TRH is
released [5] causing elevation of serum TSH and thyroid
hormones within minutes [6]. In response to suckling,
TRH is released contributing to a surge in prolactin
release [7, 8]. Cold or suckling stimuli induce a rapid and
transient increase in proTRH mRNA levels in the PYN
[9-12]. A peak is observed 30 or 60 min after initiation of
suckling or cold exposure with values returning to normat
after 60 or 120 min, respectively {10, 11]. It is generally
believed that the cold- or suckling-induced activation of
TRH neurons is mediated by transsynaptic mechanisms.
This concept is based in part on the observation that acti-
‘vation of second messenger regulaied protein kinases
(PKA or PKC) augments proTRH mRNA levels in pri-
mary cultures of fetal hypothalamic cells {13, 14],

Several lines of evidence have led to the hypothesis
that cold exposure activates the TRH system of.the PVN!
via adrenergic afferents, and suckling, via serotonergic
afferents, both from the brainstem [15, 16]. However,
recent studies have brought this concept into question
17, 18]. Thus, although it is known that neurons from the
brainstem project to and contact TRH neurons in the
PVN [19, 20], and that pharmacological modification of

catecholaminergic neurotransmission at the level of the .

median eminence can alter cold-induced activation of
TRH neurons [21, 221, these pathways remain poorly
understood. '

Understanding the mechanism(s) whereby cold expo-
sure and suckiing independently activate TRH neurons
and regulate TRH synthesis requires an understanding of
the functional organization of hypophysiotropic TRH
neurons. Specifically, do all hypophysiotropic TRH neu-
rons respond to both cold exposure and to suckling? If not,
are the hypophysiotropic TRH neurons that respond to
suckling spatially separate from those that respond to cold
exposure? To answer these questions, we have analyzed
the distribution of the TR Hergic neurons within the PVYN
that respond to coid exposure or/and suckling stimulus in
the lactating rat, and searched for immediate early genes
{TEGs). that mediate the response to suckling stimulus.
Because all the studies on cold exposure have been per-
formed in male rats, we compared the distribution of the
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response to cold exposure in lactating dams to that of
male, or virgin female rats. Our results provide the first
evidence for a differential distribution of TRHergic neu-
rons mediating the responses to cold exposure and suck-
ling stimulus, supporting the concept that functional sub-
sets of TRHergic neurons are differentially distributed
within the PVN.

. Material and Methods

All animal care and procedures used followed the ‘Guidelines for
the use of animals in nevroscience research’ of the Society for Neuro-
science (USA) and were approved by the Institute’s ethics commis-
sion.

Wistar rats from the Institute’s colony maintained in a 12-hour
light/dark cycle (lights on at 7 a.m.) were fed Purina chow (PMI
5001) and water ad libitum. Animals were sacrificed by decapitation
with a guillotine, trunk blood collected and serum aliquots were kept
at —20°C. Brains were excised and kept at -70°C.

Experimental Design

Paradigm a. Male (350 £ 30 g; mean = SEM) or virgin female
(250 4 4 g) rats were exposed for 1 h at 4°C (10 a.m.). The animals
that served as control were moved from the animal quarters to
arpom at 23-25°C (room temperature, RT). Sacrifice was around
11 am.

Paradigm b. Primiparous female rats were mated, handled daily
and kept in individual cages as described [10, 23], After delivery, the
litter was adjusted to 8 pups. At 12-14 days of lactation, 15 dams
were separated from their pups at 7 a.m., for & h (-P). Three groups
were formed: (a) 5 dams were exposed to 4°C for 1 h; (b) 5 dams were
reunited with their pups which suckled for 30 min; (c) 5 dams
remained in an adjacent room at RT (controls). Ten other dams
remained with their pups (CS); 5 stayed at RT and 5 were exposed,
together with their pups, for 1 h at 4°C. Sacrifice was around 4 p.m.

Paradigm c. Lactating rats separated from their pups for 8 h had
their pups retumed to suckle for 30 min at RT and the cages with
mother and pups were transferred to the cold room for another 30
min (30/30). In:another group of dams their pups were allowed to
suckle for 10 min, were then exposed 6CG min to cold (10/60}. Con-
trols (~P) stayed at RT in a separate room. The three groups were
sacrificed around 4 p.m.

_ Hormone Quantification. Aliquots of serum from each animal
were used (0 measure corticosterone (ICN diagnostic kit), TSH or
prolactin (using reagents kindly supplied by NIDDK). Intra- and
interassay variation coefficients were < 10%. In each experimental
paradigm those rats that did not show TSH increase after cold stimu-
lation or prolactin increase, after suckling, were discarded.

In sity hybridization (ISH). The frozen brain was mounted on a
cryostat -and. 12-um coronal sections cut and thaw-mounted on
charged slides (Fisher Scientific, [2-350-15). Sections were stored at
—-70°C. The beginning of the PYN was recognized by the position of
the fornix (P1600 [24]), slice 1 was identified by microscope observa-
tion of hematoxylin #nd eosin-stained section where the first ‘patch’
of magnocellular neurons appeared as described by Swanson and
Kuypers [25]. Sections were processed for ISH as described [26].
Briefly, sections were fixed at RT in 4% paraformaldehyde in phos-
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phate-saline buffer (PBS) for 10 min and rinsed twice with PBS fol-
- lowed by 10 min in 0.1 M triethanclamine/d4 x SSC (300 mM NaCl/
30 mAf sodium citrate) 0.25% acetic anhydride and 2 min in 2 x
SSC. They were dehydrated with ascending concentrations of ethanocl
(75, 80, 95 and 100%), treated for 5 min with chioroform, rinsed with
100%, then 95% ethanol, and air-dried.
For single 1SH of proTRH mRNA, a 50mer oligonucleotide
probe (317-367 bp from pro-TRH cDNA) [27], synthesized in the
Institute’s facilities, was labeled with terminal deoxynucleotidyl
transferase (Boehringer-Mannheim) and [*Slthiophosphate dATP
{New England Nuclear). One picomole of labeled oligonucleotide
(8 x 108 cpm/pg) was diluted in 1 ml hybridization buffer (4 x 8SC,
50% formamide, 10% dextran sulfate, 100 mAf sodium phosphate
pH 7.4, 1% sarcosyl, 1 X Denhardt’s solution (0.02% BSA, Ficoll and
polyvinylpyrrolidone), 250 pg/ml single-stranded salmon sperm
DNA depatured 13 min at §5°C, 250 ug/ml yeast transfer RNA,
100 mAd DTT and 250 pg/ml poly A). Forty-five microliters of this
solution was applied to each section and covered with Parafilm; they
were incubated overnight at 42 °C in humidified chambers. Sections
were then rinsed with 1x SSC/15 min, twice with 1 x SSC-50%
formamide at 45°C/30min and 4 times with 0.1 x SSC-0.02% SDS
at 45°C/30 min followed by 2 min in 75, 80 and 95% ethanol and
air-dried. Slides were coated with TM-1 autoradiographic emulsion
{(Amersham RPN 40), air-dried, and exposed for 10 days (male or
virgin female tissues), or 14 days (lactating dams), at 4°C. Silver
grains were developed for 3 min in a Kodak 1219 developer, fixed
(Kodak GBX), and counterstained with hematoxylin and -¢osin
(Sigma). e
The probes for analysis of [EG mRNAs (complementary o sense-
strand) were generated in vitro from cDNAs, kindly provided by Drs.
- I. Milbrandt {(St. Louis, Mo., USA; NGFI-A [28]), M. Muramaisu
(Japan; c-jun 129]), and T. Curran (Nashville, Tenn.; fra-7 [30]). The
transcription reaction was performed in a final volume of 10 pl. RNA

was synthesized in the presence of 1 ug DNA template (linearized
plasmid), 500 pM each of GTP, ATP and CTP, and 12 uM UTP
(a?*P-UTP at a molar ratio of 1:1). The cDNAs were linearized with
appropriate restriction enzymes under standard conditions and tran-
scribed in the presence of RNA polymerase. After transcription, the
DINA, template was removed by deoxyribonuclease digestion, and the
probe was purified by phenol:chloroform extraction followed by two
-ethanol precipitations. The size and integrity of the Iabeled probes
were verified by electrophoresis on a 6% sequencing gel. The hybridi-
zation conditions were essentially as described above with the follow-
ing modifications. First, the hybridization buffer contained 2 x S8C
and lacked sheared single-stranded DNA. The hybridization was
incubated at 52°C using glass coverslips, and an RNAse digestion
was performed for 30 min at 37°C in a buffer containing 0.5 M
Na(l, 10 mA4 Tris-HCl and 1 mM EDTA, pH 7.4,

Double in situ Hvbridization (DISH). The rat proTRH cDNA,
kindly provided by D1. Goodman [27], was used to prepare the
cRNA probe labeled with digoxigenin-11 UTP. cRNA was prepared
essentially as described above with the following modifications: 1 ug
of DNA template, 1 mM of GTP, ATP and CTP, 1 mM of digoxigen-
in {Dig)-UTP and 0.2 mAM UTP, no phenol-chloroform extraction,
precipitation with 15 mM DTT, 0.3 M sodium acetate pH 7.4 and 3
volumes of ethanol. Integrity of the probe was verified by iransfer
from 6% native acrylamide gel to a nylon membrane, visunalized with
anti-Dig alkaline phosphatase and reagents for color development
(Boehringer).

Functionally Distinct Subpopulations of
TRH Cells in Hypothalamic PYN

The rat e-fos cDNA was prepared by cloning a 531-bp region
spanning the sequence 134-665 as defined by Curran et al. [31].
Cloning was accomplished by RT-PCR and the authenticity of the
fragment was confirmed by sequence analysis. This cDNA wag used
10 preparea [*S-UTP)-labeled cRNA probe. In vitro transcription of
the antisense was performed as described above. Total e-fos expres-
sion was quantified in film autoradiographs.

ProTRH mRNA-positive cells were detected using anti-Dig per-
oxidase and dark brown color developed with diaminobenzidine-
H,0; as described [26]. Photographic emulsion was then applied for
autoradiographic visualization of ¢-fos mRNA. Coexpression was
measured by quantifying the number of brown cefls with >8 silver
grains,

Derection of CREB and Phasphorylated CREB (CREB-P). A
modified version of reported protocols [32, 33] was followed. Briefty,
12-pm frozen sections were fixed for 15 min in 4% paraformalde-
hyde-PBS-1 mM Na vanadate-25 mA NaF followed by 2 washes
with PBS and incnbated for 15 min with 0.5% H>O; in PBS. After 3
washes with PBS, sections were incubated for 1 h in 0.5% Triton |
X-100 in PBS, then 90 min at RT in 2% normal goat serum. Tissues
were incubated at 4 ° C for 2 days with CREB or CREB-P antibodies
(New England Biolabs No. 9190) used at 1:500 or 1: 100 final dilution
in 1% normal goat serum-PBS-1 mA4 sodium vanadate-25 mAd NaF.
After 2 % 10 min washes with PBS, slides were incubated with bio- -
tinylated anti-goat IgG-rabbit antibody (1:200) solution for 2 h at
RT, rinsed with PBS, and further incubated for 1 h using avidin-
biotin (ABC, Vector Labs). Sections were then rinsed 3 x (10 min
each) with PBS, once with Tris 0.05 M pH 7.8, and color developed
with 0.025% diaminobenzidine, 0.04% nickel ammonium sulfate,

1 0.0036% H20; for 7 min. Reaction was stopped with Tris 0.05 M pH
7.8; tissues were dehydrated in ¢thanol (75, 85, 95 and 100%), xylol-
treated and mounted with meunting medium (Baxter M7630-2).

The technique was verified using male rats exposed 5 min to ether
and sacrificed after 15 min. Higher levels of CREB were observed in
magnocetlular cells of PYN than in parvocellular cells of control ani-
mals. Upon ether exposure, CREB-P, undetected in the parvocellular
PVN of controls, was now easily observed (not shown), as previously
described [{33].

Image Analysis. TRH autoradiographic signal was quantified in
the PVN using a video camera (COHU 4815) mounted over a Zeiss
microscope and a Biocom imaging station (Histoscan, Biocom,
France), :

TRH Cell Count. PYN contour was drawn manually with the
mouse over the 10 x light microscope image (fig. |A-C). A program
{macro-command) was designed to allow inferaction with the motor-
ized stage (Marzhauser); a grid of identical squares (150 um?) was
drawn automatically over ihe PVN arca. The motorized stage moved
to each consecutive sguare (at 40x). Fach neuron was classified
visually according to a defined category (o = 8 graing or over; b = 30)
and given a different mark for each category. The marks in each
square were registered by the computer and the number of cells for
each cafegory counted. Cells of & category are referred as high level of
proTRH mRNA expression (HL).

Analysis of ProTRH mRNA Expression

Method A: After delineating in bright field the PYN contour, the
illnmination was changed to dark field; the integrated signal of opti-
‘cal density (OD; light reflected by siiver grains), calibrated in silver
grains, was measured. An equivalent area outside the PVN was quan-
tified and subtracted from the signal of the PVYN, Results of total
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Fig. 1. Representative images of proTRH mRNA signal in the three zones of PVN. Direct computer prints capiured
by Biocom software (10) of: bright field image of anterior (A), middle (B) or caudal (€} sections, stained with
hematoxylin, of the lactating rat PVN with contours manually drawn. Same sections on darl-field illamination (D-F)
with a 6-lane grid s specified in Methods (method B). Pictures of the same sections after delineating the contours of
proTRH mRNA signal (G-1) as specified for method C.
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silver grains (not divided by area) for left or right PVN were regis-
tered in a table. Sections (2-5) corresponding either to anterior, mid-
dle or caudal zones were pooled for analysis.

Method B: Analysis of signal distribution within the PVN. A
macro-command was developed to place a 6-lane grid over the PVN,
taking as reference the third ventricle, and drawing the PYIN contour
(10x on bright field). In dark field, each left or right PVN was
divided in six equivalent lanes aligned parallel to the third veniricle
(fig. 1D-F). The lane width was fixed once for ail measurements, tak-
ing one sixth of the length between the third ventricle and the border
of the magnocellular zone of a section corresponding to the middle
PVN. Lane 1 was closest to the ventricle, lanc 6 bordered the magno-
cellular zone. OD was quantified in each of the 6 lanes for the left and
right PVYN. The signal of an equivalent arca outside the PYN was
measured (‘noise’) and subtracted from each ‘lane’. Total signal —
‘noise’ was registered; it was not divided by area in order to visualize
the distribution of proTRH mRNA signal along the total PYN -area.
Results were processed with programs for graphic (Microsoft Excel)
and statistical analysis. Results are expressed as the means of equiva-
lent sections from different animals.

Method C: After delineating PVN contours in 10 x bright field,
the illumination was changed to dark field. In order to map proTRH
mRNA signal distribution, a first automatic contour was achieved
with a threshold covering all bright zones; this was taken as the toial
distribution of proTRH mRNA signal. In a second step, the segmen-
tation threshold was readjusted to detect and map only those cells
having the highest mRNA levels (from scale 0-250 it was set at:90-
250). Both maps (total or high level signal) were printed to evaluate

the distribution of the signal. Each figure of left or ngh];wPVN was -

stored with the marked contours (fig. 1G-I).

Statistical Analysis

Data from left or right PVN either of TRH cell counts, or number
of TRH cells expressing e-fos or proTRH mRNA levels/zone (meihod
A} were similar and therefore pooled; 2-3 sections/zone were ana-
lyzed for each animal and the mean value was considered as onc
determination. The number of rats used {n) is stated in the legends.
Comparison of groups was performed with one-way ANOVA (p <
0.05) followed by multiple comparison (Fisher’s test). Student’s t test
was also used, Significance was considered with p < 0.05. Results are
expressed as the mean + SEM and correspond 10 a representative
experiment for each paradigm. Two different experiments (with dif-
ferent lots of rats) were performed for each paradigm, and twe or
more ISH for each, obtaining similar results; however, since varia-
tions could be observed in the total signal between different experi-
ments, in order to express them in OD values, only one representa-
tive ISH is shown. Results from method B were analyzed for statisti-
cal significance by ANOVA, between each lane of control and stimu-
lated animals; to maintain clarity in the figure, they are not shown
but only significant differences are mentioned. At least two different
experiments were performed and each anafyzed twice by indepen-
dent ISH trials on different sections, giving similar results.

Results

The distribution of proTRH mRNA signal varies
throughout the PVN in a rostrocaudal gradient [34].
Therefore, for the purposes of analysis, the PVN was

Functionally Distinct Subpopulations of
TRH Cells in Hypothalamic PYN

T i

divided into three zones. First, the anterior zone corre-
sponded to the area beginning with the rostral tip of the
PVN and extending caudally to the first appearance of
magnocellular neurons [25] (P 1,600=1,800 pm [24]). Sec-
ond, the middle zone extended from the beginning of the
posterior magnoceltular zone; this region comprises more
slices than the other two and extends through the greatest
volume of the PVN (P 1,800--2,100 wm [24]). Finally, the
caudal zone appears when the fornix is in the inferior lat-
eral part of the PVN and proTRH mRNA signal forms a
cumulus that is more separated from the third ventricle
and towards the dorsal area of the PVN (fig. 1, 2)
(P 2,100-2,300 um [24]). The ventral and dorsal medial
part (mp) and dorsal parvocellular division described by
Swanson et al. [25] are included in our middle and caudal
zones: The references to the atlas described above corre-
spond to male PVN. The distribution of proTRH mRNA
was similar in male or female animals, but female brains
showed a more extended PVN (approximately 100 pm in
the rostrocaudal direction), especially in the middle zone

(fig. 1).

Response of Male or Virgin Female Rats to Cold

Male rats exposed to cold for 1 h showed an increase in
serum TSH and corticosterone levels (fable 1), No varia-
tion was observed in the total number of proTRH mRNA-
positive cells throughout the PVN of control or stimulated
animals; there was a 3-fold increase in the number of cells
expressing >30 grains/cell (HL) in the three zones of the
animals exposed to cold.

Analysis of the distribution of proTRH mRNA ex-
pressing neurons was performed by comparing methods A
and B in the same lot of animals and 1n the same hybridi-
zation assay (fig. 3). An increase to *272 + 44% was

detected in the anterior zone, *234 + 36% in middle and
*255 & 52% in caudal zones {controls = 100%; *

p<{.01)
(fig. 3A). The highest increase in proTRH mRNA levels
was observed in lanes 2 and 3, probably corresponding to
the periventricular area (fig. 3B, C); in the anterior PVN,
response was also observed in lanes 4 and 5. Virgin female
rats gave similar results (not-shown) but with higher
deviation perhaps due to estrous cycle variations [23].
Colocalization of c-fos with proTRH mRNA was ob-
served in 7 £ 3% of TRHergic celis in the total PVN of -
males and 11 = 2% in virgin females. These values
increased to 21 + 3 and 28 * 1% after cold exposure of
male or virgin female animals, respectively. This response
was observed in the three zones of the PVN; the relative
increase of total ¢-fos mRNA levels after cold exposure
was higher in male than female animals (table 2}. The

Neurcendocrinology 2001;74:407-422
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Fig. 2. Rostrocaudal distribution of proTRH mRNA hybridization signat in the PVN of male and virgin female 1at.
Dark-field illumination, 10X photomicrographs of representative coronal sections (12 pm) of anterior, middle or
caudal zones, hybridized with 4 3S-dATP-labelled oligonucleotide probe; silver grains were developed after 10 days’
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Table 1. Serum hormone concentrations
of control and stimulated rats

S

Male

RT 3+1

589+ 66 -
. 60min4°C Tx1* 1,444 215+ -
Female RT 2+1 416£72 -
_ 60 min 4°C 51 1,146 +£279% -
Lactating -P RT 4%1 50£6 25£5
30 min suck 5+0.2 314+33* 11040+
30 min 4°C 9 1% 3844+ 114* -
60 min 4°C 6x1 350+20% 27+4
Lactating CS RT 4+1 19557 >100
' 60 min 4°C 51 422+ 17* 12043
Lactating —P RT 4+0.1 572£93 9512
30/30 suck/4°C 9 1% 1,1744271 522+ 158%
10/60 suckrd°C 11x1% 846 +261 708 + 168*

~P = Lactating dams separated from their pups for 8 h; C8 = lactating dams maintained
"with their pups. Combined stimulation: —P dams had their pups returmed to suckle for 30 or
10 min and then exposed to cold for 30 or 60 min, respectively. *p < 0.05 (Student’s t test vs.
conirels; n = 5). Prolactin levels > 100 = all samples were above saturation limit of RIA (1,000
ug/100 ph). - = Not determined. ' :

number of cells/section expressing proTRH mRNA (Dig-
staihed) did not vary with treatment (i.e. male RT: anteri-
or =77 + 7; medial = 70 % 3; caudal = 62 *+ 4; 4°C:
anterior = 70 £ 3; medial = 81 = 10; caudal =73 £ 4).
Total c-fos expression was also increased in the cerebral
cortex and in part of the thalamus of both animals (ana-
lyzed in the same sections, not shown; no other structures
were searched). : L o

Response of Lactating Female Rats to Cold

Serum corticosterone concentrations can vary depend-

ing on the time of pups removal. The response to cold in
dams that kept their pups throughout the experiment {(CS)
was therefore compared to that of dams whose pups were
separated & h before cold exposure (-P), in animals from
the same lot. Serum TSIH levels were higher at 30 min
than 60 min after cold exposure in —-P dams; no variation
in TSH levels was observed in C8 dams. Corticosterone
levels increased 7-fold in P compared to 2-fold in dams
that had their pups all the time (€S) (table 1). Prolactin
levels were low in —P dams and. were unchanged by cold
stress. Lactating dams exposed to cold together with their
pups remained near their pups in an alert position moving
sometimes around the cage; suckling by their pups was
infermittent and was reflected in the high variation of
prolactin levels in this group (table 1).

Functionally Distinct Subpopulations of
TRH Cells in Hypothalamic FVN

- Dams kept with their pups (CS) had a higher basal
expression of proTRH mRNA than those that had been
separated (-P) (fig. 3E vs. fig. 3H and 3K). No increase in
proTRH mRINA levels was observed in —P dams exposed
only 30. min to cold (fig. 3G). Total number of TRH
expressing cells was similar in control and stimulated ani-
mals whether or not they had their pups removed, while
the number of HL cells increased in both groups after 60
min cold exposure (table 3). ProTRH mRNA levels in-
creased in the three PVN zones of dams exposed to cold
for 60 min (anterior = 181%; medial = 200%; caudal =
217%; controls = 100%) (fig. 3D, GY); analysis by lanes
showed the increase in signal to be confined closer to the
periventricular part of middle and caudal zones {lanes 1-
3), but spreading to lanes 4-5 in ~P group (fig. 3F, I).

Lactating dams (-P) maintained at RT showed barely
detectable ¢-fos expression in the PVN; however, total
c-fos mRNA levels raised after 30 min of cold exposure
remaining at these levels after 60 min in the three zones of
the PVN (table 2). No TRHergic cells expressing c-fos
were detected in control lactating dams in contrast to
male or virgin females. After cold exposure, lactating
dams showed >20% of TRHergic cells coexpressing c-fos
mRNA (table 2). No variation was observed in the num-
ber of Dig-stained cells.

Neumendoérinoiogy 2001,74:407-422 413

102



OD {arbitrary units}

O (arbitrary units)
-
=
k)
[=3
(=]

A

25,000
20,000
15,000
10,000

5,000

OD {arbitrary units)

Mals rats exposed to 4°C

]

20,000
15,000
16,600

5,000 -

RT  4°C RT_4°C KT  4°C

Antarior Middle Caudal
C8+1h4°C
3 RT 4°C

#

o

. 20,009
15,008 -
10,000

5,000 -

O {arbitrary units)

Anterior Middle Caudal

-P + cold exposure
i1RT 30min 4°C E& 80 min 4°C

Ae

ok o

e

Anierior Midle Ca dal

~P -+ 30 min suckling

C3RT $30min

" Middle

ot

) Cauda]

€S (T}

6L 4L A WMV IR 4R 6K

F C8+1k4°C

1 P+1h4°C

6L 4L . 2L

6L 4L L mv 2R 4R 6R

18-210821-24 B27-30E130-33 E133-36]

WO IM3-6B6-9E9-12 @ 12-15E315-18E

Fig. 3. Effect of [ h cold exposure in male rats and response of lactating dams to cold or suckling exposure. Male rats
were exposed for 1 hat 4°Corat RT. A The mean + SEM of total PVN signal in anterior, middle or caudal sections
{n =4 rats; * p<0.01 compared to RT). B, C Panoramic view representing data following method B taking the average
of equivalent sections from different animals and processed as-a 3D graph (Excel). X axis = the 6 lanes of left or right
PVN; Y = rostrocaudal distribution and Z = QD values obiained (color changes every 30,000 = OD units). D, G,J The
mean = SEM of total proTRH mRNA levels in PYN sections of anterior, middle and caudal zones of: lactating dams
that kepi their pups all the time (CS) and exposed 1 h to cold (D); lactating dams whose pups were separated § h before
(-P) and exposed for 1 h to cold (@), or lactating dams whose pups were returned and allowed to suckle for 30 min (J).
n=4;,*p<0.05.E, F, H; 1, K, L Diagrams of each of the above-mentioned groups analyzed by method B as described

above.
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Table 2. Analysis of ¢-fos expression in the
PVN of cold-exposed animals

Males

RT 100£2 100+2 100£3 1£0.1 7£3 913
60min 4°C 1635 "154%6  T132x7  *1943 18£3 29+3
Virgin females

RT . 1008 1003 100x8 215 102 B+3
60 min 4°C 128410 138+28 110%7 31%3 2512 *42+7
Lactating feinales

RT - : 100+2 100+3 100+1 ¢ 0 Q
30min4°C . *125+2  *132+£4  *123%38 2812 3921 225
60min 4°C 1246 *124E£3 1255 251 T2 231

S ] R
e-fos mRNA levels were quantified in film autoradicgraphs of PVN of control and stimu-
lated animals. Data represent the mean of 6 slides from 5 animals (2-3 slides corresponding
to anterior (A), middle (M) and caudal (P) zones of the PVYN) as % of control values, Number
- of cells coexpressing ¢-fos and proTRH mRNA were counted manually; results arc expresed
as the % of total number of cells expressing proTRH mRNA. *p =< 0.01 (Student’s t test vs.

controls; = 3).

10 x (A), 40 x (B).

Insert depicts pictures of DISH: (A) arrowheads show representative proTRH mRNA
signal (dark brown staining), (B} small arrow represents a ¢-fos-positive cell (sitver grain clu-
sters); large arrow indicates a proTRH mRNA/ c-fos mRNA double-labeled cell. Orig. magn.:

Response of Lactating Female Rats to Suckling

Suckling response was measured in lactating rats pre-
viously separated from their pups for 8 h (~P) in the same
lot as described above. Suckling induced a 4 x increase in
serum prolactin levels and an increase in corticosterone
levels similar to that observed in —P cold-stimulated ani-
mals, while no variation in TSH release was observed, as
previously reported [12] (table 1). Total number of TRH-
ergic cells did not vary upon stimulation but HI. cells
increased in middle and caudal zones (table 3). An in-
crease in proTRH mRNA levels was detected in the mid-
dle zone (145%) (fig. 31); however, in another lot-of ani-
mals, significarice was also observed in the caudal zone
(not shown). The increase in proT’RH mRNA level oc-

Functionally Distinct Subpopulations of
TRH Cells in Hypothalamic PYIN

curred mainly in the periventricular arca (fig. 3K, L); sig-
nal distribution, and magnitude of the response differed
from that in cold-exposed -P dams (compare fig. 3L
with 31), particularly in ihe anterior zone where no in-
crease was observed after suckling,

DISH analysis of every fourth slide through the Whole
PVN of suckled dams showed no expression of ¢-fos
mRNA. Considering the failure of c-fos induction by
suckling in the PVN, we expanded the number of activity-
induced genes that may provide a marker of TRH neuro- -
nal activation. We separately evaluated NGFIA, fra-1,
and c-jun mRNA levels, but found that none were in-
duced in the PYN by the suckling stimulus (data not
shown). Moreover, only e-jun mRNA was expressed con-
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Table 3. Total number of cells expressing
TRH mRNA and number of cells
expressing high levels of TRH mRNA in
the PVN of lactating dams in response to

£

Dawms with pups (CS)

cold exposure and/or suckling
Room temperature 92+7 1544 100+6 184 769 16%3
60 min cold exposure 91+16 26 %8 115+£20 28+8 8515 24x8
Dams 8 k pups separation (=P} '
Room temperatiure 103+6 135£3 110+£9 1243 817 12%1
60 min cold exposure 10945 25x2% 113§ 224+5* 85+12 18=x[*
30 min suckling 11211 217 13611 19x£2% 1061 151
Combined stimuli {-P dams)
Room temperature B6x1i4 166 91+6 [4+2 943  16%£2
30 min suckling + 30 cold 106+7 28+6 108+2 42+4+ 8115 32£2%
10 min suckling + 60 cold 106+4 46+£8+ 106+4 42+2+ 7T7+£17 40%12+

Cells expressing =30 grains were counted on sections hybridized with a proTRH mRNA
probe as described in Material and Methods. Each image was analyzed with a Biocom analy-
sis system. 2-4 sections were analyzed/zone for each rat and the resulting average taken as
one independent determination. Results are the mean + SEM, n = 4; *p < (.05, +p<0.01.

stitutively, despite the lack of effect of suckling oh the
expression of this gene. We therefore analyzed CREB-P in
2 slides/rat contiguous to one where increasey. prOTRI:i
mRNA expression was observed. While signal was ob-
served in cortex and hippocampus, none was evident in
PVN (not shown).

Combined Cold and Suckling Stimuli

In an attempt to determine whether the same cells were
responding to both stimuli, we measured the response of
lactating dams (-P) to either 10 or 30 min of suckling fol-
lowed by introducing the cage with pups into the cold
room for 60 or 30 min, respectively. These experiments
were performed the same day using the same lot of rats.
Times were chosen due to our previous observation that
the maximal increase in proTRH mRNA levels was
observed after 30 min of suckling or 60 min of cold expo-
sure [10].

TSH serum levels increased in both groups (30/30:
225%; 10/60: 275%) to a similar extent of what was
observed in male (233%), virgin (250%) or —P lactating
rats (225%) (controls: 100%). In the group of animals used
for combined stimuli, controls had higher basal levels of
serum corticosterone compared to previous lots; differ-
ences in basal corticosterone levels between different lots,
assayed at different times of the year, have been observed
in several experiments. The reasons for these variations

are unknown, but it should not affect the interpretation of -

416 Neuroendocrinology 2001;74:407-422

data since comparisons were made only inside the same
lot of animals. Levels of serum corticosterone were in-
creased 2-fold in 30/30 animals, but no significant differ-
ence was observed in the 10/60 group compared to con-
trols. In both groups, serum prolactin levels increased
over 5-fold, with no difference between those whose pups
were allowed to suckle for 10 or 30 min (table 1).

Despite the hormonal response being similar for both
groups, proTRH mRNA expression was slightly higher in
the 10/60 group (fig. 4). These animals probably received

-enough time of suckling and the highest stimulation by

cold. A higher increase in the number of HL cells was
observed in these two groups, in the three zones of the
PVN, compared to lactating animals exposed only to cold
or suckling (table 3). ProTRH mRNA signal quantitica-

tion of pooled sections by PVN zone showed significant

changes in anterior (159%), middle (214%) and caudal
zones (166%) of 10/60 group, while in the 30/30 group a
significant increase was only observed in the middle zone
{191%) (controls = [00%) (fig. 4A).

Analysis of the distribution of proTRH mRNA expres-
sion showed the highest increase in the periventricular
area being more pronounced in the 10/60 than in the
30/30 group. In contrast to animals receiving only cold or
suckling stimulus, these animals showed additional in-
crease in areas further apart from the third ventricle (Janes
4-6), specially in the anterior and middle zones (fig.
4B-D).
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Fig. 4. Response of lactating dams to combined suckling and cold stimulus, Results are represented as stated in figure
3. Lactating dams were separated from their pups for 8 h; pups were returned and allowed to suckle for 30 min or
10 min. The cage was then introduced to the cold room where it remained for 30 or 60 miin, respectively. A Analysis
of total proTRH mRNA levels in pooled sections of anterior, middle and caudal PVN {mean & SEM; * p < 0.01).
B Control animals = lactating dams left at RT. € Animals were exposed to 30 min suckling and 30 min at 4°C.

D 10 min suckling, 60 min at 4°C.n=3.

Distribution of Cells Expressing High Levels of TRH

mRNA in Lactating Dams Exposed to Various Stimulfi

In an attempt to visualize the distribution of the signal
and compare it with Swanson’s maps [25], we followed
procedure C, printing the contour of those cells (or cumu-
lus) that expressed high level of signal (above 90 on scale
0-250 as described in Methods). Representative prints of
equivalent slides are shown in figure 5. The threshold
established for this procedure was stringent (only 60

4% of the cells previously detected without threshold were |

considered) to facilitate visualization of cells expressing
high proTRH mRNA levels. It was however less stringent

Functionally Distinct Subpopulations of
TRH Cells in Hypothalamic PVN

than the manual count of cells expressing >30 grains. As
can be observed, there is no clear-cut separation of cells
responding to suckling stimulus compared to cold in the
middle or caudal zones. Animals submitted to cold stimu-
lation, however, showed an increased number of high sig-
nal cells in an area of the anterior PVN that does not cor-
respond to the periventricular area. Animals that received
10 min of suckling and 60 min of cold stimulation (10/60)
presented a similar distribution of HL cells than animals
exposed only to cold for 60 min.
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Fig. 5. Comparison of the distribution of
cells expressing high levels of proTRH
mRNA in lactating dams exposed to cold,
suckling, or the combined stimuli. Figure
depicts the computer prints of cells express-
ing high proTRH mRNA levels (method C).
Left PVN of anterior (1st row), middle (2nd
row) or caudal zone (3rd row). First column
corresponds to the total signal in PVN oflac-
tating dams (without pups for 8 h: ~P); sec-
ond column: same sections but pictures of
cells expressing high levels (HL) of proTRH
mRNA; third-sixth columns: representative
pictures of HL cells corresponding to cach
experimental group.

10/60

30/30

A

Cells expressing high levels of proTRH mRNA
30 min suckling ThaeC

-P (RT}

Total cells
-P{RT
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Discussion

The goal of the present studies was to test the hypothe-
sis that distinct subsets of TRI neurons in the hypotha-
lamic PVN separately mediate the thyrotropic response to
cold and suckling stimulus. We emploved two strategies to
test this hypothesis, We determined the regional distribu-
tion of TRH neurons responding either to cold ¢xposure
or to suckling. We found that TRH neurons residing in
the rostral PVN responded solely to cold exposure, where-
as TRH neurons in the middle and caudal zones re-
sponded both to cold exposure and to suckling. The
response to cold in lactating dams was similar to that of
males or virgin females. The total number of proTRH
mRNA expressing cells was not modified in any of the
experiments; the effects of treatment were observed on
the number of cells expressing >30 grains/cell (HL). It
must be considered that these numbers can be undereval-
uated since it is difficult to distinguish single cells when
the cells are clustered spatially as occurs in the middle
zone. The combined freatment with cold exposure and
suckling increased the number of HL cells to higher mag-
nitude than those observed after cold or suckling-stimulus
alone, suggesting that cold-responsive TRH -neurons
could be different from suckling-responsive TRH neu
rons. However, this could also be due to additive in-
creases in the same cell in response to both stimuli {an
overall increase in the steady-state levels of TRH mRINA),
even though there was no apparent increase in the total
number of proTRH mRNA-expressing cells. Further-
more, the relative increase in total proTRH mRNA/zone
was not higher in the combined stimuli (10/60) compared
to the one observed in cold stimulated —P dams. We there-
fore tried different alternatives that would allow the iden-
tification of responsive neurons to each stimulus.

One strategy was to identify a marker of neurenal acti-
vation particular to either cold- or suckling-responsive
TRH neurons. We found that cold-exposure induced ¢-fos
expression in approximately 25% of TRH neurons in the
PVN. However, suckling did not induce ¢-fos expression
in TRH neurons of the PVN, neither that of several addi-
tional IEGs (CREB-P, NGFIA, fra-1, c-jun). These data
indicate that the cellular response of TRH neurons to cold
exposure differs from that of TRH neurons to suckling.
Because both responses were observed in lactating fe-
males with the same endocrine milieu, these data suggest
that the neural pathway activating TRH neurons during
cold exposure are separate from those activating TRF
neurons during suckling.

Functionally Distinct Subpopulations of
TRH Cells in Hypothalamic PVN

Although male and virgin female rats exhibited similar
induction of ¢-fos mRNA following cold exposure as
observed in lactating dams, the levels of ¢-fos mMRNA were
barely detectable in the PVN of lactating dams, despite
clear expression in cerebral cortex, hippocampus and
PVN of the thalamus, Previous studies indicate that c-fos
expression is reduced during lactation. For example, Fos-
like immunoreactivity in the PYN diminishes after partu-
rition and remains low through the 3 weeks of lactation
[35]. Fos-positive cells are diminished in the supraoptic
nucleus of lactating compared to parturient dams and no
increase is observed after suckling stimulation whether in
overall cells or in oxytocin-positive ones [36]. Moreover,
hemorrhage or water deprivation cause an increase in the

- number of Fos-oxytocin and Fos-vasopressin expressing

cells, but the number of Fos-positive cells is reduced in-
lactating dams [36, 37]. Thus, some aspect of the lacta-

tional state changes the intracellular response of neurons

to afferent input. Furthermore, even though suckling

stimulus increases TRH release [8], there is no increase in

TSH release [12 and our results), in contrast to the release

in prolactin. This has been explained by the inhibitory

effect of oxytocin on TSH release [12, 38].

Lactating rats kept with their pups presented higher
basal levels of serum corticosterone compared to those
that had their pups removed for 8 h (~P), consistent with
previous results showing reduced corticosterone levels
after 3.5 h of pup removal [39]. In response to cold expo-
sure however, the relative increase in corticosterone levels
was higher in dams that had their pups removed than
those that kept them. The hyporesponse to stressors
observed in lactating dams has been suggested to be due to
modifications in neuronal activity induced by pups suck-
ling and not to changes in the sensitivity to glhicocorticoid-
negative feedback [40]. Glucocorticoids are important
modulators of catecholaminergic cells in brainstem and
diminish the stress-induced release of norepinephrine in
the PVN [41], but the response to o -adrenergic receptor
activation is also reduced in corticotropin release hor-
mone-PVIN neurons of the lactating dam [42]. The differ-
ence observed in corticosterone levels in the two groups of
lactating rats (with or without pups removal for 8 h) sup-
ports the attenuating effect to stress that pups confer to
their mothers [40]. However, the fact that proTRH
mRNA levels increased to a similar extent after cold expo-
sure in both groups, and that they still exhibit ¢-fos induc-
tion suggests that cold isnot a stressor (per s¢) but an envi-
ronmental signal lactating dams respond to.

Not being able to find an IEG that would specifically

- mediate the response to suckling, in order to study if
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responsive cells to cach stimulus could be recognized, we
measured the distribution of proTRH mRNA signal with-
in the PYN. We observed a spatial separation of cold-
responsive and suckling-responsive TRH neurons in the
anterior PVN. TRH neurons in this area were activated
preferentially by cold exposure. Recent evidence indi-
cates that most of these TRH neurons do not project to
the median eminence and therefore do not play a hiypo-
physiotropic role [43]. Neurons from this area have been
proposed to project to the spinal cord and the dorsal vagal
caomplex [25], but it remains to be shown whether some of
these express TRH. The similar response to cold exposure
observed in males, virgin females and lactating dams sug-
gests that TRH neurons are not particularly inhibited by
* lactation but are generally responsive to cold independent
of their hormonal miliew. It is interesting to speculate that
their sensitivity to cold exposure represents a way that
central and peripheral elements of body temperature reg-
ulation are coordinated. Specifically, it is possible that
TRH neurons whose cell bodies reside in the anterior
PVN project to brain regions involved in behavioral ther-
moregulation, while other PYN TRH neurons control the
pituitary-thyroid axis as an effector system maintaining
body temperature. ' .

The present data indicate that the TRH neusons in the®

PVN are subdivided into at least two functional subsets.
One, mentioned above, with a neuromodulatory function.
The other, with hypophysiotropic function where TRH
reaches the adenohypophysis to control TSH or prolactin
release. Most hypophysiotropic TRH neurons, recognized
by fluorogold retrograde labelling [43], are confined in the
periventricular and medial part (mp) of the PVN; a high
proportion of these neurons coexpress CART (80% in mip
of medial zone and almost all of the more caudal mp in
contrast to only 10% of TRH neurons in the anterior
PVN). Furthermore, the negative feedback of thyroid hor-
mone on TRHergic cells is absent in anterior parvocellu-
lar neurons [44]. However, it is clear that the hypophysio-
tropic population of neurons contains additional func-
tional subsets. For example, food deprivation/caloric re-
striction reduces circulating levels of TSH and thyroid
hormone [45, 46]; the role of leptin and the influences
from the arcuate nucleus are being elucidated through
identification of TRH neurons innervated by AGRP [47],
o-MSH [48], CART [43] and NPY [49]. These studies
indicate that o-MSH innervation differs among PVN sub-
divisions, with 72% in periventricular neurons, 70% in
the anterior part, and only 34 and 47% in mp [48]. In our
work, we found no clear definition of subsets of neurons

in the hypophysiotropic areas that would respond to ei-

420 Neuroendocrinology 2001;74:407-422

ther cold or suckling; they are probably partially inter-
mixed [50]. However, the increase in the number of cells
responding to the combined stimuli and the apparent dis-
tribution of these responsive cells, albeit it is only qualita-
tively, points for a subspecialization of hypophysiotropic
TRHergic cells that respond either to cold or suckling
stimulus. The possibility of distinguishing hypophysio-
tropic TRHergic neurons by CART coexpression [43],
together with the identification of neurotransmitter re-
ceptors in subsets of TRH neurons in the PVN, will allow
a better understanding of their functional organization.
In conclusion, we provide evidence that supports a
functional heterogeneity of TRHergic neurons in the
PVN and a method for distinguishing ‘responsive’ cells, in
particular m the anterior zone where TRHergic cells,
probably not hypophysiotropic, respond to cold stimulus.
The physiologic role of these neurons, probably as part of
autonomous signals, remains to be identified.
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Abstract

PC1 and PC2 are subtilisin-like processing enzymes capable of cleaving thyrotropin releasing hormone (TRH) precursor (pro-TRH) at
paired bagic residues in vitro. In the paraventricular muclens of the hypothalamvs (PVN), pro-TRH is synthesized to control
adenchypophysial thyrotropin and prolactin release. Biochemical and immunological approaches have shown that in the hypothalamus,
pro-TRH is extensively cleaved at pairs of basic amino acids. We quantified, by two different approaches, in sitn hybridization (ISH) on
consecutive. cryostat sections or double label ISH, the proportion of PVN TRH neurons containing either PC1 or PC2 mRNAs. Both
techniques gave similar results: PC2 mRNA was present in 60—70% of TRH neurons, and PC1 mRNA in 37-46%. Values were similar
in the anterior and medial parts of the parvocellular PVN, TRH neurons containing either PC1 or PC2 mRNA were found thronghout the
arcas containing TRH cells without any evidence of anatomical segregation. These results suggest a biochemical heterogeneity in PVN
TRH biosynthetic machinery. © 1997 Elsevier Science B.V.

Keywords: Thyrotropin releasing hormone (TRH); Biosynthesis; Processing; Convertase; PC1; PC2; Hybridization, in situ; Hypothalamus; Paraventricular

nucleus

1. Introduction

Thyrotropin releasing hormone (TRH, pGlu-His-
ProNH,, ) neurons localized in the paraventricular nucleus
(PVN) of ‘the hypothalamus control the biosynthesis and
release of thyrotropin and prolactin. Rat TRH precursor
(pro-TRH) contains 5 Gln-His-Pro-Gly sequences flanked
by pairs of basic amino acids and cryptic peptides [24].

Several mammalian subtilisin-like endoproteases (pro-
protein convertases, PCs), cleaving at dibasic sites, have
been characterized by their sequence homology to Kex2, a
yeast endoprotease [26]. They include furin, PC1,/PC3,
PC2, PC4, PC5 /PC6, PACE4 [33] and PC7 [35]. Some of
these, such as furin, mainly cleave precursors released by

* Corresponding auwthor. Fax: +352 (7) 317-0805; E-mail:
charli @ibt.unam.mx :

0006-8993 /97 /$17.00 © 1997 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

PIT $0006-8993(97)00280-1

the constitutive pathway [5]. PC1 and PC2 mRNAs are

enriched in neural and endocrine tissues [3,20,30,34]. Their
brain distribution is not homogeneous [30]. In vitro studies
have demonstrated that either PC1 or PC2 can efficiently
cleave pro-TRH albeit with different kinetics and optimal
pH [18,27].

Eandocrine cell lines expressing either PC1 or PC2
process pro-TRH efficiently [36]. Processing of TRH pre-
cursor in vivo has been analyzed with biochemical and
immunological techniques. Pro-TRH processing at paired
basic amino acids is extensive in the hypothalamus
[8,41,42]. With the aid of antibodies directed at elongated
forms of TRH, differential maturation was observed within
rat brain regions; the hypothalamus, for example, presents
fow proportions of prepro-TRH (154-169) and prepro-TRH
(172-199), while the olfactory bulb contains more of these
and other partially processed forms having the Arg—Arg
pair [6,12,13].
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We have investigated the mode of regulation of TRH
biosynthesis and provided evidence for a fast and transient
increase of TRH mRNA in the PVN upon neuronal stimu-
lation, as occurs during exposure to the cold or suckling
[40). Coordinated regulation of mRNA for processing en-
zymes and their substrates has been cbserved in some
cases [3,17]. As a prerequisite to determine whether this
occurs for pro-TRH, we determined the percentage of PC1
or PC2 mRNA localization in TRH neurons of the PVIN.
We followed two strategies: in situ hybridization (ISH)
using congecutive sections labelied with distinct probes or,
double label ISH. With both techniques we detected a
higher proportion of TRH neurons containing PC2 mRNA
than those that had PC1 mRNA. This suggests that PVYN
TRH neurons are heterogeneous with regard to their com-
plement convertases.

2. Materials and methods
2.1. Amimals -

Adult male Wistar rats (250-350 g) were maintained
under standard conditions (12 h light /dark cycle; water
and food ad libitum) and killed by decapitation between
10.00 and 13.00 h. The brain was removed and frozen
immediately to be stored at —70°C.

2.2. Oligonucleotide probe preparation and labelling

48-mer oligonucleotides for rat PC1 (bases 1234--1281
and 1744-1791) and PC2 (1366—1413 (A) and 1998-2045
(B)) [20], for rat corticotrophin releasing factor (CRF)
(496—-543) {44] and a 50-mer for TRH (317-367) [23]
were synthesized in our Institute on an Applied Biosystem
31BA synthesizer. . Oligonucleotides were labelled with
[*SIATP (Amersham, 1000 Ci/mmol) using deoxynu-
cleotldyl terminal transferase (Boehrmger) specific activ-
ity: 6-8 X 10% cpm/ pg.

2.3. cRNA probe synthesis and labelling

cRNA probes were generated from rat cDNAs sub-
cloned in Bluescript {(+) (for PC1 and PC2) or pGEM2
(for TRH). *P- or S-PC1 {(cDNA segment 715-1206)
and PC2 (878-1326) cRNA probes were synthesized using
T7 RNA polymerase (Boehringer) and *P- or *S-aUTP
(Amersham, 1000-2200 Ci/mmol). Specific activity of
cRNAs was 1-2 X 10% cpm/ ug. Digoxigenin-cRNA probe
for TRH was transcribed from the complete cDNA se-
quence [24] using T7 RNA polymerase and digoxigenin-
11-UTP (Boehringer).

2.4. Single label in situ hybridization histochemistry (ISH)

" Frozen coronal brain sections (10 pm) of the anterior
parvocellular (APa) and medial parvoceflular (MPa) PYN

and, sections from the pituitary, were cut on a cryostat,
thaw-mounted onto slides (Superfrost/Plus, Fisher) and
stored at —70°C. Sections were fixed in 4% paraformal-
dehyde in phosphate-saline buffer (PBS) for 15 min, rinsed
in PBS and treated with 0.25% acetic anhydride in 0.1 M
triethanolamine, 4 X SSC (pH 8.0) for 10 min. After dehy-
dration in increasing concentrations of ethanol they were
delipidated in chloroform for 10 min, rinsed in ethanol,
and air-dried.

For oligonucleotide probes, sections were incubated for
15 h at 42°C in hybridization buffer: 4 X SSC, 50% deicn-
ized formamide, 1 X Denhard’s (100 X =0.5% Ficoll,
0.5% polyvinyl pyrolidone, 0.5% bovine albumin), 500
g /ml sheared salmon sperm DNA, 10% dextran sulfaie,
50 mM DTT, 250 ug/ml poly A, 100 mM Na phosphate
buffer (pH 7.4), 1% sarcosyl, 250 ug/ml tRNA and
¥S-labelled oligonucleotide probe at a final concentration
of 1 pmol/ml. This probe concentration gave the best
signal to noise ratio. Following incubation, sections were
washed (for TRH with: 2 X 30 min 1 X SSC-50% for-
mamide at 45°C, 4 X 30 min 0.1 X §83C-0.02% SDS at
45°C:; PC1: 2 X 30 min 2 X SSC-50% formamide at 42°C,
2 % 30 min 0.1 X SSC-0.02% SDS at 42°C, 2 X 30 min
0.1 X S8C-0.02% SDS at 50°C; PC2: 2> 30 min 1X
SSC-50% formamide at 45°C, 2 X 30 min 0.1 X S5C-
0.02% SDS at 45°C, 2 X 30 min 0.1 X §SC-0.02% SDS at
50°C; CRF: 2 X 10 min 1 X SSC at RT, 4 X 15 min 2 X
S8C-50% formamide at 40°C, 2 X 30 min 1 X SSC at
RT), dehydrated with ethanol and exposed to hyperfilm
B-max autoradiography film (Amersham) at RT; they were
later dipped in Amersham emulsion to visualize the mRNA
cellular signal; silver grains were developed with D19
(Kodak). Sections were counterstained with hematoxylin—
cosin and mounted with S /P Accu-mount 60 (Baxter).

For cRNA probes, 8 ng Fp- or P§-labelled probes were
added in 25 pl hybridization buffer (50% formamide,
2X 88C, 100 pg/ml (RNA, 1 X Denhardt’s, 50 mM
DTT, 500 pg/ml single-stranded salmon sperm DNA,
10% dextran sulfate} and the hybridization carried out at
52°C during 6-12 h. The sections were washed for 2 X 15
min with 1 X 8SC at RT, 5 min and 20 min with 2%
SSC-50% formamide at 52°C, 2 X 5 min 2 X SSC at RT,
30 min with RNAse A (Boehringer; 50 pg/ml)-2 X
S5C-1 mM EDTA pH 8.0 at 37°C, 2 X 3 min 2 X S8C at
RT, 15 min 2 X SSC-50% formamide at 52°C. Finally
sections were dehydrated with ethanol and exposed as
above.

2.5. Specificity controls

Specificity was corroborated by various criteria (not
shown): (1) total displacement of oligonucleotide signal
with 10 pmol/ml of cold probe and absence of dispiace-
ment by 10 pmol/mi of a non-related oligonucleotide in
the hybridization mixture; (2) the brain or pituitary macro-
scopic hybridization patterns were similar with either probe
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of the same message; (3) these patterns were identical to
those previously reported; and (4) microscopic analysis
demonstrated a cell distribution in PVN in agreement with
these reports [30,31,43]. '

2.6, Double-label in situ hybridization

Coronal cryostat sections (12 pm) throughout the APa
and MPa PVN were fixed and defatted as described above.
For each section, 100 ng of digoxigenin-labelled TRH and
8 ng S- or *P-labelled PC1 or PC2 cRNA probes were
added in 25 ul of RNA probe hybridization buffer. Sec-
tions were then hybridized and washed as above, To
visualize the digoxigenin probe, they were incubated at RT
1 h with gentle mixing in 5% blocking reagent (Boeh-
ringer) in PBS, 30 min in 100 mM Tris—HCI, pH 7.6, 100
mM NaCl (puffer A)-0.3% Triton X-100-2% BSA,
washed twice in buffer A for 10 min and incubated in
antidigoxigenin—peroxidase [Boehringer] (1:100 in buffer
A-03% Triton X-100-1% BSA) for 36=48 h at 4°C.
Sections were washed twice in buffer A for 10 min and
incubated 15-30 min with 0.02% 3,3-diaminobenzidine—
0.02% v /v hydrogen peroxide (30%) in 0.1 M Tris-HCl,
pH 7.6. Reaction was stopped by incubation for 3 min in
0.1 M Tris—-HCI, pH 7.6, 300 mM ammonium acetate.
Finally sections were rinsed in water, dehydrated in ethanol,
dipped in Amersham emulsion and processed as for single
label ISH excepi there was no final counterstaining.

2.7. Digital image analysis

Neuron counting was performed using a HISTOSCAN.S
image analyser (Biocom, France) [14,21] This system
allowed us the combination of different magnifications of
the microscope by tracing the contours of macro-structures
such as PVN and third ventricule (IITV) at low magnifica-
tion {10 X ), and pointing manually to each neuron at high
magnification (100 X } ‘without the risk of counting any
element twice. Cells labelled with radioactive probes were
taken-as positive when a minimum of 8 grains (over 3 X
the background) was detected; a mark was made in the
center of their nucleus. All positive cells in the PVN zone
were registered in the image analyzer and the resulting
map and data stored. :

{2) Single label ISH on consecutive sections: The analy-
sis was performed either manvally or automatically. For
the manual analysis, once the section was processed, a
laser high resolution cartography was printed out [IITV
size: 15 cm)]. IV contours were used as the main refer-
ence for juxtaposition of consecutive maps. Pairs of maps
with ITTV contours insufficiently simitar were not analysed.
The printed laser maps were manually overlapped for a
visual marking and counting of the total number of super-
posing celis (less than 0.5 mm diference on the map).

We have developed an additional software for overlay-
ing cartographies and colocalization counting. A first coarse

overlapping of consecutive maps was performed avtomati-
cally with the program, taking the IIIV Ferét’s biggest
diameter and its respective orientation as criteria reference;
as a second step, fine adjustment for the best visual
overlay was possible by introducing manually extra nu-
meric values of x, y displacements and rotations. Positive
cells were automatically identified by determining a circu-
lar tolerance area (radius of 7 microng) around the mark of
each labelled cell; coincident cells were those for which
these areas touch,

More than 80% of the colocalized cells-identified in one
way were also detected the other way around. In each case
we determined the percentage of coincidental events, i.e.
the percentage of coinciding cells detected in 2 adjacents
maps compared to the number of TRH positive cells in one
of the two sections. Both methods generated very similar
percentages of coincidence values; furthermore, a visual
analysis of some printed video images of coinciding cells
detected through the maps overlapping confirmed positive
identifications (not shown), '

(b) Double label ISH: cells were considered TRH-posi-
tive whenever they presented a strong brown color. Maps
with cells positive for TRH mRNA and either PC mRNA

" were generated and reproduced on a laser high resolution

printer.

3. Results

3.1. Distribution of TRH, PC1 and PC2 mRNA cells in the
PVN

TRH mRNA was detected in regions including the
hypothalamic PVN (Fig. 1}, the thalamnic reticularis nu-
cleus and the hippocampus. TRH neurons were present
throughout the rostro-caudal extension of PVN mainly in
the parvocellular zone; nomber of cells per section was
similar in the APa and MPa subdivisions: 128 & 7 {(n = 13)
and 116 £ 6 (n = 24) respectively (means 4+ S.E.M.). They
were  dispersed in the anterior parvoceliular part (not
shown) and their position varied along the rostro-caudal
axis in the medial parvocellular part. In the anterior MPa,
they were more concentrated along the IITV (Figs. 1 and
3);_ in the medial, more dispersed with a tendency to be
grouped dorsally and in the caudal zone, concentrated-in
the dorsal lateral part. Autoradiographic signal for. TRH
mRNA was stronger in neurons from the MPa zone, in
particular in the anterior MPa (Fig. 2).

PC1 mRNA was detected in adenchypophysis, interme-
diate lobe (IL) of the hypophysis, some layers of cortex,
hippocampus, supraopiic nucleus of hypothalamus (not
shown) and PVN (Fig. 1). PC1 neurons were present
throughout the rostro-caudal extension of PVN, in the
parvo- and magnocellular subdivisions, with a higher den-
sity in the magnocellular part (not shown)., Their number
was 4-fold higher than that of TRH neurons (Table 1) and
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similar in the anterior and medial parts (not shown). Cells
containing PC1 mRNA showed in general, few silver
grains compared to TRH neurons (Fig. 2) except in the
magnocellular zone, in particular in the anterior MPa,
where PC1 signal was intense (Fig. 1).

PC2 mRNA signal was intense in IL. and low in adeno-
hypophysis. In the brain sections studied, PC2 mRNA. was
mainly found in high concentrations in thalamic nuclei,
some layers of cortex, hippocampus (not shown) and PVN
(Fig. 1). PC2 neurons were present throughout the rostro-
caudal extension of parvocellular and magnocellular subdi-
visions of PVN with a slight enhancement of their density
in the magnocellular part (Figs. I and 3). Their number

was 5-fold higher than that of TRH neurons (Table 1) and -

simifar in the anterior and medial parts {not shown). PC2
mRNA positive cells were more intensely labelled than
PC1 cells throughout most of the PVN area (Fig. 2);
intensity per PC2 cell increased in the rostrocaudal direc-
tion (not shown).

3.2, Single Iabel ISH on consecutive sections

In order to study the localization of converting enzyme
mRNA in TRHergic cells, we first used ISH in consecutive
sections. To determine the maximuwm number of colocal-
ization events which could be detected with this approach,
we hybridized some pairs of consecutive sections of the
medial zone with TRH probe. We found that 13% of TRH

cells detected in ome section coincided in the other one
(Table 1). To quantify the maximum percentage of coingi-
dental events due to imprecise overlapping, we took advan-
tage of the fact that CRF cells are numerous in the PVN
but do not significantly colocalize with parvocellutar TRH
neurons [10]. In coronal sections at PVN level, CRF
mRNA positive cells were only detected in the PVN. CRF
cells were detected in PVN magne- and parvocellular parts
throughout the rostro-caudal axis (not shown); in the me-
dial part their number was twice that of TRH neurons
(Table 1). CRF mRNA positive cells were as intensely
labelled as TRH cells (Fig. 2). We detected 2.9% of medial
PVN TRH neuwrcns coinciding with CRE mRNA cells
(Table 1). This set the upper value for overestimation due
to imprecise overlapping, although some of these coinci-
dental events might be real [10].

To determine the percentage of TRH cells containing
either PC1 or PC2 mRNA, we used ISH on consecutive
sections from the medial PVN region. One section was
labelled with pro-TRH probe and the next one, with either
PC1 or PC2 probes. PC1 probe coincided with 7.6% of
TRH cells while PC2 mRNA, with .10% (Table 1). If we
take into account a maximum coincidence error of 3%
{CRF-TRH) and a maximum signal of 13% (TRH-TRH),
the data suggest that approximately 70% of TRH cells
express PC2 mRNA while 46% PC1 mRNA. There was no
preferential distribution of colocalization events (Fig. 3).

Fig. 1. Distribution of TRH, CRF, PC1 or PC2 mRNA in the anterior MPa, PVN sections were hybridized with oligonucleotide or cRNA probes, dipped in
emnulsion and developed, Photomicrographs were obtained under seri-dark ficld illumination so that white dots correspond to silver grains accumulating
on positive cells, Probes and exposure times: TRH: S ofigonucleotide, 15 days; CRF°S aligonucleotide, 17 days; PC1: *P ¢cRNA, 5 days; PC2: *°S

oligonucleotides A and B, 15 days. Original magnification: 10 X .
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Fig. 2. TRH, CRF, PC1 and PC2 mRNA expressing cells in the medial parvoceBular zone of PVN. PVN sections were hybridized with the following
probes and exposure times: TRH: **$ oligonueleotide, 15 days; CRE: by oligonucleotide, 17 days; PC1: 3P cRNA, 5 days; PC2: 7§ oligonucleotides A
and B, 15 days. Sections were observed under bright field illumination. Some positive cells are indicated by arrows. Original magnification: 100 X,

3.3. Double label ISH

Double label ISH was performed using TRH probe

labelled with digoxigenin and PC1 or PC2 probes labelled -

with S (first cxperiment) or **P (second experiment),
Similar results were obtained in both experiments. The
distribution pattern of TRH mRNA expressing cells in the
subdivisions detected with the digoxigenin-labelled probe
was the same as detected with the radiolabelled probe (Fig.
4), however their number was lower than detected with

radioactive probes. The signal showed a perinuclear local--

ization in many positive cells (Fig. 5), as reported for TRH
mRNA [45]. In.order to approach the upper limit of
detection of PC mRNAs in TRH neurons, long exposure
times were used, allowing an adequate signal to noise
distinction. A substantial proportion of TRH cells con-
tained either PC1 or PC2 mRNA; TRH cells negative for
either PC had no more grains than background (Fig. 5).
This supports the values for the proportion of TRH cells
containing either PC1 or PC2 mRNA being maxima},
Many cells negative for TRH contained either PC mRNA

Table 1
Some TRH newrons coincide with PC1 or PC2 mRNA neurons in-the
medial PVN: analysis by ISH on consecutive sections

Cell type  Number of cells - Map pairs analysed % coincidence
per section

TRH 11646.0 (24) TRH-TRH (4) 13.0x2.7

CRF 250430(7) TRH-CRF (9) 29102

PCl1 5154+353(3) TRH-PCL (4) 76+1.0

PC2 6301+50(5) TRH-PC2 (5 10.0£1.0

Pairs of consecutive coronal brain sections (0 pm) at the medial
parvocellular (Mpa) PVN level were hybridized with a TRH-specific
probe for one section and the following one with a probe specific either
for TRH, CRF, PC1 or PC2 mRNAs (TRH: § oligenucleotide, expo-
sure: 15 days; CRF: 8 oligonucleotide, 17 days; PCI: Bp cRNA, §
days; PC2: g oligonucleotides A and B, 15 days). Neuron counting was
performed using 2 HISTOSCAN.S image analyser (Biocom, France). All
positive cells in the PVN zone were marked in the image analyzer and the
resulting map and data stored. Maps were overlapped for counting and
marking of the total numbes of cells and superposing cells. The percent- -
age of coincidental events refers to the percentage of coinciding cells
detected in two adjacents maps compared to the number of TRH-positive
cells in ome of the two sections. Data are mean 4 S.EM. (number of
independent determinations).
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PCl TRH TRH-PCL r ES——

TRH-PC2

Fig. 3. Maps of TRH PC1, PC2 and coinciding TRH-PC1 or TRH-PC2, .mRNA expressing cells detected by ISH on consecutive sections in the rnedlal
PVN (anterior MPa). Pairs of consecutive PVN sec'uons (10 pm) were hybridized with the following probes and exposure times; TRH: >°S
oligonucleotide, 15 days: PC1: P CcRNA, 5 days; PC2: 8 oligenucieotides A and B, 15 days. Neuron counting was performed using a HISTOSCAN.S
image anatyser (Biocom, France), All-positive cells in the PVN zone were marked in the image analyzer and the resulting map and data stored. The maps
were overlapped for counting and marking the superposing cells. The resulting maps were printed out on a Iaser high reselution printer. Bar size = 500
pum. The figure represents two of the various consecutive pairs analysed.

Fig. 4. Distribution of TRH mRNA in the anterior MPa with a digoxigenin-labelied probe. PVN sections were hybridized with 100 ng of
dtgomgemn-]ahelled TRH cRNA probe. To visualize the digoxigenin probe, they were incubated in antidigoxigenin-peroxidase, washed and incubated with
a solution containing 3,%-diaminobenzidine, 0.02% (v/v) hydrogen peroxide (30%) and 0.2% (NH,), Ni(8Q,), for 10 min. Sections were observed under
bright field illumination. Original magnification: 10 X .
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Fig. 5. Parvocellular FVN TRH positive cells contain PC1 or PC2 mRNA. Sections were hybridized with a digoxigenin-labelled TRH ¢RNA probe .and
either one of the PC mRNAs probes: PC1: 3P ¢cRNA, § days; PC2: 8 cRNA, 6.5 days. Photomicrographs of double ISH performed with probes against
TRH and either PC1  (upper panels) or PC2 mRNA (lower panels), Cells were observed with a transmitted light microscope. TRII positive cells are
tdentitied by their dark color; PC positive cells, by the accumulation of black silver grains. Double-labelled cells are indicated by hollow arrows;
PC-negative, TRH-positive cells by black arrows; TRH-negative, PC-positive cells by thin arrows. Original magnification: 100 X . Bar size = 10 pm.

(Fig. 5). Quantification of the experiments did not reveal a
difference in the percentage of double labelled cells be-
tween the anterior and medial zones but confirmed that
PC1 mRNA was localized in fewer TRH cells than PC2
mRNA (Table 2). As shown with the consecutive sections
analysis, double-labelled cells were not anatomically re-
stricted but could be detected throughout the areas occu-
pied by TRH positive cells (not shown).

We have compared the percentages of colocalization of
PCs mRNA in PVN TRH neurons with that in TRH

neurons localized between PVN and formix, cells previ-

ously observed by other groups [31]. These TRH cells
were more extensively double-labelled than those in PVN,
with PC2 mRNA again present in higher number of TRH
neurons than PC1 mRNA (Table 2).

Table 2

More TRH newrons contain PC2 then PCL mBNA in the anterior (APa)
and medial (MPa) PVN and a zone between PVN and fornix (PVYN-Ek
anatysis by double-label ISH

Region % TRH cells with % TRH cells with
PC1 mRNA PC2 mRNA

APa PVN 37+£7.9(3) 60+54(4)

MPa PVN 37+32{12) 61+3.1(13)

PVN-F 70+£4.1(13) 84+4.0(16)

Double ISH was performed on 32 pm coronal sections through PVN
with probes against TRH and either PCL or PC2Z mRNA. Sections were
hybridized with a digoxigenin-labelled TRH cRNA prebe and either one
of the PC mRNA prebes labelled with Bpor¥s; exposurs to emulsion
was for 8 days (P) or 6.5 days (*°S). Neuron counting was performed
using a HISTOSCAN.S image analyser (Biocom, France). All TRH-posi-
tive cells and double-labelled cells were marked in the image analyzer ;
and the resulting map and-data stored. Data are mean + s"- I
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4, Discussion

Distributions of neurons containing either TRH, PCI or
PC2 overlap in the PVN. We observed that 60-70% of
PVN TRH cells contain PC2 while only 37-46%, PCIi
mRNA. These percentages were similar whether anatyzed
by ISH in consecutive sections or by double-label ISH,
supporting the fact that these quantitative data may not be
biased by methodological errors. However, we cannot
-completely exclude the possibility that a population of
TRH neurons expressing either PC was not analyzed due
to a specific loss during sectioning or to insufficient
sensibility of the hybridization procedure. For example,
during double-label ISH, silver grains could be excluded
from the cells by the chromagen used for non-isotopic
detection, since it is electron dense. This seems neverthe-
less unlikely since analysis of TRH cells negative for
either PC did not reveal more silver grains in the cell
periphery or a different plane of focus than expected from
background. Furthermore, we could determine that TRH
cells between PVN and fornix express either PC mRNA
with a higher frequency than in PVN, suggesting PVN data

do not correspond to an upper limit of detection imposed -

by the methology. .
Endocrine cell lines expressing either PC1 or PC2

cleave pro-TRH [36]. Both enzymes efficiently cleave

pro-TRH in vitro though their pH optima and kinetics
differ [18,27]. Moreover, in viiro data might not reflect the
exact pattern of cleavage in vivo given the concentration
and steric conformation of the precursor in granules versus
in solution as well as the role cofactors may play.

In a recent publication, Pu et al. [29] reported coexpres-
sion of pro-TRH with PC1 or PC2 mRNAs in several brain
areas finding differential colocalization of either conver-
tase mRNA with TRH mRNA; some PVN TRHergic
neurons contained either PC1 or PC2 mRNA and neither
PC mRNA was present in thalamic reticular nuclens. Qur
results confirm that the co-expression of PCs in TRH
neurcns is regionally differentiated: TRH cells between
PVN and fornix express either PC mRNA with a higher
frequency than in PVN.

Our quantitative results show that the sum of the per-
centages of PVN TRH cells containing either PC ap-
proaches 100%. This suggests that many cells do not
express both PCs; instead, several phenotypes may be
possible: some TRH neurons may have PC1 or PC2 mRNA
while some both and others, a different one. A definitive
knowledge of the extent of colocalization awaits further
studies. :

The number of PCs used to process a precursor varies
with cell and precursor types. Transfection experiments
have shown that pro-neuropeptide Y {pro-NPY) can be
cleaved by cell lines expressing either PCL or PC2 but
pro-NPY is primarily processed by PC2 in superior cervi-
cal ganglia [28]. Studies in Aplysia have shown that pro-
cessing of pro-egg laying hormone occurs through differ-

ent enzymes, one, present in the trans-Golgi network, is
responsible for the first cleavage that leads to two molecu-
lar entities stored in different secretory granules and other
PCs, inside the granules, that cleave the intermediates to
the active peptides [11]. Pro-enkephalin processing shows
a similar situation [22]. In addition, a particular PC could

_process another pro-protein present in the neuron and not

the precursor under study: for example, in the PV TRH
neurons, brain derived neurotrophic factor (BDNF) may be
processed by PC1 [25].

Biochemical heterogeneity in PVN parvocellular TRH
neurons is thus supported by the differential coexpression
of PC mRNAs as well as published findings as: the
difference in cellular TRH mRNA concentration between
anterior and medial-periventricular parts ([31], this study);
the exclusive regulation of TRH mRNA in the medial-peri-
ventricular part [32]; some TRH neurons in PVN receive
TRH synapses [38]; BDNF is expressed in response to
stress in a subpopulation of these neurons [37]; only a
small proportion express ¢-fos mRNA in response to cold
stress [45].

‘What is the potential biochemical consequence of this
heterogeneity? Neurons with variable proportions of PCI
and PC2 may generate alternative mixtures of TRH and
cryptic or extended peptides as occurs for example in
pro-TRH processing in the olfactory bulb where peptides
distinct from those obtained in hypothalamus are probably
due to the difference in PCs expression [29]. Differential
regulation in processing efficiency could also occur be-
tween subsets of neurons. We have obtained preliminary
evidence for regulation of PVN pro-TRH processing. Vari-
ations in the levels of median eminence TRH coincide '
with levels of PVN TRH mRNA in certain conditions as
the circadian cycle [15), while in other circomstances, such

"~ as lactation, median eminence TRH concentration in-.

creases despite stable FVYN TRH mRNA levels -and no
evidence for a decrease of TRH release [39]. This could
imply regulation of the processing enzymes involved in
converting pro-TRH to TRH. The alteration of the nature
or efficiency of processing may in turn have subtle conse-
quences in pituitary function since some TRH cryptic
peptides alter adenohypophysial response to TRH [7,9].
Neuronal PC1 or PC2 mRNA levels can be modulated
under various conditions [3,17]. In hippocarmpus, electrical

- stimnulation causes a fast increase in PCl mRNA with a
- slower response of PC2 mRNA [2]. In addition to mRNA

level control, post-translational events may also differen-
tially regulate PC’s activity either at the trans- Golgi level,
including the self-processing of PC2 regulated by 7B2 [4]
or, inside the secretory granules. The varied environments
may differentially alter the catalytic properties of the en-
zymes; changes in pH have been shown to regulate proin-
sulin processing [1,16] and intracellufar pH can vary upon
a stimulus, Other jons (calcium for example) could also
modulate the enzymatic activity of any of the processing

enzymes'[19].
e
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