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l. LISTA DE ABREVIATURAS

7: núcleo facial

AC: adenilato ciclasa

ACTH : corticotropina

AHA: núcleo anterior del hipotálamo

Amb: núcleo ambiguo

AMPA: ácido a -amino-3-hidroxi-5-metil-

. 4-isoxazolpropiónico

AMPc : adenosil monofosfato cíclico

AOB: bulbo olfatorio accesorio

AP: área postrema

ATg: núcleo tegmental anterior

BDNF: factor neurotrófico derivado del

cerebro

BL: núcleo basolateral amigdaloide

BLAST: herramienta básica de búsqueda

de alineamientos locales

BST: núcleo basal de la estría terminal

CAl : cuerno de Amón 1

CA2: cuerno de Amón 2

CA3: cuerno de Amón 3

CA4: cuerno de Amón 4

CM: núcleo centro medial del tálamo

Cpu: caudado putamen

CRE: elemento de respuesta a AMPc

CRH: hormona liberadora de

corticotropina

CT: corticosterona

Cu: núcleo cuneado

DAG: diacil-glicerol

DEPC: dietil-pirocarbonato

DG o GD: giro dentado

DM: núcleo dorsomedial del hipotálamo

DNA: ácido desoxiribonucleico

DNAc: DNA complementario

DNAdc: DNA de doble cadena

DTM: núcleo dorsal tuberomamilar

DTT: ditiotreitol

EDTA: ácido etilendiaminotetracético

GABA: ácido y-amino-butirico

GC: glucocorticoides

GI: capa glomerular del bulbo olfatorio

GR: receptor de glucocorticoides

GRE : elemento de respuesta a

glucocorticoides

HDB : banda diagonal de broca, brazo

horizontal

HPA: eje hipotálamo-pituitaria-adrenal

IP3: inositol trifosfato

LA: núcleo latero-anterior del hipotálamo

LD: núcleo laterodorsal del tálamo

LS: septum lateral

LTD: depresión a largo plazo

LTP: potenciación a largo plazo

ME: eminencia media

Me: núcleo medial amigdaloide

MG: núcleo geniculado medial

MHb : habénula medial

MoR: núcleo mediano de rafé



MPA: área pre-óptica medial

MR: receptor a mineralocorticoides

MVe: núcleo vestibular medial

NMDA: N-metil-D-aspartato

NPV oPa: nucleo paraventricular del

hipotálamo

ON: núcleo olfatorio

PAM: monooxigenasa a - amidante de la

peptidilglicina

PB S: amortiguador salino de fosfatos

PCR: reacción en cadena de la polimerasa

PIP2: fosfoinositol bifosfato

Pir : corteza piriforme

PKA: fosfocinasa A

PKC : fosfocinasa C

PLC: fosfolipasa C

Pn: núcleo del puente

PPII: piroglutamil peptidasa 11

proTRH: precursor del TRH

PV: núcleo paraventricular del tálamo

RMg : núcleo magno del rafé

RNA: ácido ribonucleico

RNAm: RNA mensajero

ROB: núcleo oscuro del rafé

RT: transcripción reversa

Rt : núcleo reticular del tálamo

RXR: receptor del retinoide X

S o Sub: subículo

SC: colículo superior

SCh: núcleo supraquiasmático

SHy: núcleo septohipotalámico

siRNA: RNA interferente pequeño

SNC: sistema nervioso central

Sp5: núcleo espinal trigeminal

T3: triyodotironina

T4: tetrayodotironina

TR: receptor de hormona tiroidea

TRE: elemento de respuesta a hormona

tiroidea

TRH : hormona liberadora de tirotropina

TRH R1: receptor 1 del TRH

TRH R2: receptor 2 del TRH

TrkB : cinasa B relacionada a la

tropomiosina

TSH : tirotropina

UTP : uracil trifosfato

VCP : núcleo ventral coclear

VP: núcleo ventroposterior del tálamo
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11. RESUMEN

El TRH induce un incremento en el tiempo de vigilia y mejora el desempeño en

tareas de aprendizaje. Al activar neuronas TRHérgicas del sistema límbico incrementa el

metabolismo del péptido; postulamos que la detección de estas variaciones permite inferir

la participación de neuronas TRHérgicas en una función. Analizamos la posibilidad de que

el TRH participe en procesos de aprendizaje mediante la cuantificación del péptido y los

RNA mensajeros del pro'TRl-l, sus receptores (Rl y R2) Yla enzima inactivante PPII en el

hipocampo de ratas entrenadas en el laberinto de Morris. Para discriminar los efectos del

estrés se cuantificaron la corticosterona sérica y el RNAm del receptor a glucocorticoides

(GR). Se entrenaron ratas con o sin plataforma (controles de nado) en el laberinto por 1, 3 ó

5 días y se sacrificaron 5, 30 ó 60 minutos después del 10° ensayo; el hipocampo fue

separado en las regiones anterior y posterior. La concentración de corticosterona circulante

fue más alta al primer día y disminuyó al quinto; la cantidad del RNAm del GR mostró

cambios en sentido opuesto en el hipocampo posterior, pero no en el anterior. En los

animales entrenados el primer día hubo incrementos transitorios del R2 (74%) Y la PPII

(75%). Al tercer día incrementaron R2 (312%) Y Rl (108%) Y disminuyó el proTRH

(48%). Después de cinco días, disminuyeron transitoriamente los dos receptores en la zona

anterior (:::;56%) e incrementó 2.50 veces el TRH; en la posterior incrementaron el proTRH

(69%) y Rl (48%) Ydisminuyó el TRH (27-40%) (comparados a los controles de nado). La

expresión diferencial de los RNAm y el TRH sugiere la participación del péptido en

procesos de aprendizaje espacial y coincide con variaciones en la expresión de la

neurotrofina BDNF y su receptor, implicados en el aprendizaje.
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111. INTRODUCCIÓN

A. MEMORIA Y APRENDIZAJE

Una definición de aprendizaje es la adquisición de nueva información debido a un

evento o estímulo que pueden ocurrir al exterior o al interior del organismo (Abel y Lattal,

2001; Kim y Baxter, 2001; Sweatt, 2003). Durante el aprendizaje los patrones espacio­

temporales de actividad neuronal, que representan a los eventos que están ocurriendo,

causan cambios en la "fuerza" de las conexiones sinápticas dentro algunas zonas del

cerebro; esto se conoce como plasticidad sináptica dependiente de la actividad (Sweatt,

2003, Morris, et al, 2003). La reactivación de las sinapsis modificadas causa patrones de

disparo en las neuronas que constituyen la experiencia subjetiva de la memoria o la

expresión, en el comportamiento, de los cambios aprendidos (los cuales no pueden

atribuirse a la modificación de la capacidad de percepción o de movimiento del organismo)

(Abel y Lattal, 2001; Kim y Baxter, 2001; Morris, et al, 2003; Sweatt, 2003). Esta es la

hipótesis general de plasticidad sináptica que subyace el estudio de la memoria.

La formación de la memoria involucra entonces dos procesos : codificación y

almacenamiento. La codificación se refiere al proceso de representación de nueva

información, mediante patrones de disparo (trazas) de las neuronas en zonas específicas del

cerebro. La consolidación de la traza debe ocurrir para la formación de la memoria

(Goshen-Gottsein, 2001; Morris, et al, 2003).

Son varios sistemas los que funcionan en la codificación y consolidación de

distintos tipos de información (Kim y Baxter, 2001; White y McDonald, 2002).

Biológicamente un sistema implicado en memoria comprende al circuito neuronal que

opera con un tipo particular de información y que participa en su almacenamiento (Kim y

Baxter, 2001).

En los humanos el sistema de memoria explícita o declarativa está involucrado en el

procesamiento de información sobre eventos autobiográficos (memoria episódica) y con la

habilidad de adquirir y recordar hechos acerca del mundo que no están necesariamente

relacionados con la experiencia personal (memoria semántica) (Susuki y Clayton, 2000). El

circuito asociado a la memoria semántica incluye a las cortezas entorinal, peririnal y

parahipocampal (Suzuki y Clayton, 2000).
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En los primates y los roedores la formación hipocampal es esencial en el

procesamiento cognitivo (de información espacial, de aprendizaje dependiente del tiempo

[orden de eventos] y otras asociaciones complejas) y en la consolidación de memorias de

tipo episódico y espacial, si bien se postula que no es el sitio de su almacenamiento a largo

plazo (Kandel, et al, 1995; Suzuki y Clayton, 2000; Abel y Lattal, 2001; D'Hooge y De

Deyn, 2001).

La formación hipocampal en los roedores es una estructura alargada cuyo eje

longitudinal tiene forma de una C. Se extiende desde el septum en el cerebro basal anterior

(zona rostro - dorsal), rodea al diencéfalo y termina en la zona temporal (porción caudo ­

ventral) (Figura lA) (Amaral y Witter, 1995). Comprende seis regiones con

citoarquitectura distintiva: el giro dentado, el hipocampo propiamente dicho (formado por

los dominios CAl , CA2 y CAJ), el subículo, el presubículo, el parasubículo y la corteza

entorinal (Figura lC) (Amaral y Witter, 1995).

El hipocampo recibe aferencias directas o indirectas de todas las áreas sensoriales

de la corteza (visual, auditiva y somatosensorial), y además una entrada directa del sistema

olfativo vía el bulbo olfatorio (Sweatt, 2003). Toda la información sensorial llega a través

de las cortezas peririnal y entorinal (ubicadas en la vecindad del hipocampo, cerca de la

fisura rinal), de las cuales salen axones que proyectan al giro dentado (la vía perforante) y a

los dominios CA (Figura lC) (Sweatt, 2003).

Los dominios CA están compuestos en un 90% de neuronas piramidales

glutamatérgicas (Figura lB); las de CAl proyectan de regreso a la corteza entorinal

(algunos axones hacen relevo en el complejo subicular, otros llegan directamente a dicha

corteza) (Figura 1C) (Sweatt, 2003). Además de las proyecciones hipocampo-corticales,

CAl y CAJ proyectan (a través del fórnix) a regiones como los cuerpos mamilares, el

septum lateral y la amígdala (Figura lC) (Sweatt, 2003).

El hipocampo también recibe proyecciones moduladoras relativamente difusas del

tallo cerebral; algunas del tipo noradrenérgico (del Jocus coeruJeus) y serotoninérgico (de

los núcleos del rafé) (Sweatt, 2003). Las funciones del hipocampo también están reguladas

por inervaciones colinérgicas provenientes de del septum medial y el brazo vertical de la

Banda Diagonal de Broca (Ikonen, 2001).
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Figura 1. La formación hipocampal. A) Ubicación de la formación hipocampal en el cerebro de la rata. B)

Amplificación del hipocampo en la que se muestra la apariencia de una sección coronal. C) El circuito hipocampal

mostrando las principales proyecciones de las neuronas decada región. Sub: subiculo; DG: girodentado; EC: corteza

entorinal; PHG: giro parahipocampal; PR: corteza peririnal (tomado deNakazawa, etal, 2004).

En la formación hipocampal se han identificado una sene de cambios que

correlacionan con la codificación y consolidación de la memoria y con el proceso de

recordar (por ejemplo, el ritmo 8 en la actividad exploratoria, las células de lugar (''place
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cel/s"), la potenciación a largo plazo [LTP], la depresión a largo plazo [LTD], cambios en

la estructura de las espinas dendríticas, neurogénesis, etc.) (Sweatt, 2003).

B. EL APRENDIZAJE ESPACIAL Y EL LABERINTO DE MORRIS

El aprendizaje espacial es aquel que permite a los animales navegar en su ambiente.

determinar la posición de objetos y eventos y, si es el caso, las rutas que les permiten

alcanzarlos (Suzuki y Clayton, 2000; D'Hooge y De Deyn, 2001). En la naturaleza, las

ratas restringen la mayor parte de su actividad a una zona limitada donde se encuentra el

nido (Save y Poucet, 2005), pero deben explorar más allá de este espacio para buscar y

obtener agua, comida y congéneres, por 10 que su supervivencia depende de la habilidad

para memorizar lugares y de emplear estrategias conductuales que les permitan navegar

eficientemente entre estos sitios y el nido (Save y Poucet, 2005).

Muchos autores han presentado evidencia del papel específico del hipocampo en la

formación de la memoria espacial (D'Hooge y De Deyn, 2001; Moser, et al, 1993).

Registros electrofisiológicos en CA1 Y CA3 (que también se han descrito en la corteza

entorinal, el giro dentado y el subículo) muestran que las células piramidales disparan sólo

cuando el animal se encuentra en áreas específicas en un ambiente (la células de lugar)

(O'Keefe y Dostrovsky, 1971). Miles de células de la formación hipocampal disparan de

acuerdo a la localización de la rata en cierto espacio. Al computar la información obtenida

de las células individuales, el hipocampo puede, a través de un mecanismo desconocido,

determinar la posición exacta de la rata en el ambiente (Wilson y McNaghton, 1993;

Ikonen, 2001). Se ha sugerido que las "células de lugar" del hipocampo son el sustrato

primario que subyace la navegación espacial en el aprendizaje de la tarea en el laberinto de

Morris (D'Hooge y De Deyn, 2001).

El laberinto de Morris es una tarea que depende del hipocampo; en ella ratas o

ratones aprenden escapar del agua al ubicar, usando pistas visuales que rodean al tanque,

una plataforma escondida (Figura 2) (Myhrer, 2003), el escape del agua funciona como

reforzamiento positivo (Crawley, 2000).

El laberinto de Morris aprovecha la habilidad natural de las ratas para nadar (Save y

Poucet, 2005); además es sensible a la detección y medición de deficiencias cognitivas

(Myhrer, 2003), ya que fue diseñado para identificar las estructuras anatómicas requeridas
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en el aprendizaje espacial (Crawley, 2000). Los resultados más consistentes se han obtenido

con lesiones del hipocampo completo, las cuales impiden el aprendizaje de la tarea

(Crawley, 2000). En ratas también se produce una deficiencia en el desempeño de la tarea

por lesiones en el área del septum medial/banda diagonal de Broca, en las cortezas

entorinal/peririnal o con tratamientos farmacológicos usando antagonistas glutamatérgicos

o colinérgicos (Crawley, 2000).

Al entrenar a los roedores en la tarea de hallar la plataforma escondida (Ver

materiales y métodos) no hay ningún señalamiento asociado directamente con la plataforma

y su localización solo puede lograrse usando pistas visuales distantes (Tsien, et al, 1996;

Ramírez-Amaya, et al, 1999; D'Hooge y De Deyn, 2001). Dadas estas condiciones se

asume que el aprendizaje es el resultado de la elaboración de un mapa cognitivo

(representando al contexto) que codifica las relaciones geométricas entre las señales y el

espacio, independientemente de la posición del animal (Save y Poucet , 2005). Esta

estrategia de navegación es flexible, pues permite que la rata ensaye nuevas trayectorias

hacia un punto determinado sin que las haya utilizado previamente, sobre todo cuando la

trayectoria usual está obstruida o una de las pistas espaciales está ausente (Save y Poucet ,

2005).

Duringlearning Alter I rning

Rgura 2. Aspecto del laberinto deMorTis donde seejemplifican lasrutas seguidas por larata antes (izquierda) y

después (derecha) del entrenamiento (tomado deSquire, etal, 2003).
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El aprendizaje en el laberinto de Morris es un comportamiento motivado por la

evasión de una situación adversa; aún cuando los factores hostiles son minimizados tanto

como es posible, la adquisición de la tarea es un evento estresante para los animales

(D'Hooge y De Deyn, 2001).

c. EL ESTRÉS Y EL EJE HIPOTÁLAMO-PlTUITARIA-ADRENAL

Los estímulos estresantes como la hipotermia o nado forzado provocan la activación

del eje hipotálamo-pituitaria-adrenal (HPA) en los roedores. La respuesta del eje HPA se

inicia en el núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV) donde se promueve la liberación

de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) a los capilares de la eminencia media;

ésta alcanza a los corticótropos de la pituitaria anterior y causa la liberación de

adrenocorticotropina (ACTH). ACTH estimula la síntesis y liberación de glucocorticoides

(GC) (corticosterona (CT] en rata) de la médula adrenal (Smythe, et al, 1997, figura 3).

Los GC son esteroides esenciales para la adaptación fisiológica al estrés, pero

resultan dañinos si las concentraciones en plasma se encuentran elevadas por largos

períodos de tiempo (Smythe, et al, 1997). El eje HPA está regulado por sistemas de

retroalimentación negativa en el cerebro y la pituitaria, sensibles a los niveles circulantes de

GC, que inhiben la secreción de CRH y ACTH, evitando la liberación sostenida de GC

(Smythe, et al, 1997) (Figura 3).

Hay dos clases de receptores de GC en el cerebro y la pituitaria, ambos son

proteínas citoplasmáticas cuya forma activa es la unida a GC que altera la transcripción de

diversos genes . Los efectos genómicos están muy bien documentados, sin embargo, las

acciones rápidas como la fase temprana de la retroalimentación negativa del eje HPA,

parecen ocurrir a nivel de la membrana plasmática. El receptor a mineralocorticoides (MR)

une con alta afinidad a la CT (Kd 0.5-1.0 nM) mientras que el receptor a glucocorticoides

(GR) lo hace con menor afinidad (2.0-5.0 nM). En condiciones basales, en las que la

concentración sanguínea de CT es de 2-8 ug/dl , los MR están totalmente ocupados,

mientras que el 70% de los GR está disponible; por lo tanto los efectos de la liberación de

CT, en un evento estresante, están regulados por los GR (Smythe, et al, 1997) .

De todas las regiones cerebrales involucradas en la retroalimentación negativa del

eje HPA, la mejor caracterizada es la formación hipocampal, donde se encuentra la mayor
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densidad de MR y GR. Se ha demostrado que la estimulación de GR hipocampal participa

en la inhibición de la liberación de ACTH y CT en la retroalimentación negativa del eje

(Smythe, et al, 1997).
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Figura 3.Eleje Hipotálamo-Pituitaria-Adrenal en la respuesta alestrés. La neurona CRHérgica del NPV integra

la información neuronal del sistema nervioso central (de la amigdala, hipocampo, septum, etc.), y de tipo humoral

(glucocorticoides, citocinas). En condiciones deestrés el CRH selibera a los capilares dela eminencia media dedonde

viaja hasta la pituitaria anterior y estimula la liberación de ACTH de los corticotropos. ACTH viaja por el torrente

sanguíneo hasta sublanco enlas célulasdelacorteza adrenal, ahí incrementala liberación de glucocorticoides (cortisol

en humanosy corticosterona enrata). Los GC estimulanel metabolismoanabólico, permitiendo lageneración deenergía

necesaria para que el animal manifieste conductas que le permitan contender con la situación estresante. Los GC son

parte del sistema de retroalimentación negativa que inhibe la actividad del eje HPA por unión a su receptor de baja

afinidad GRen lapituitaria anterior yen regiones del SNC como elhipocampo (tomado deCone, etal, 2003).
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Un estrés excesivo (con gran aumento de GC) impide la formación de la memoria

espacial, en este contexto la activación del GR está asociada a pérdida neuronal en el

hipocampo (Herman y Spencer, 1998; Karandrea, et al, 2002) . Sin embargo , los

glucocorticoides liberados después de una experiencia emocional facilitan el proceso de

consolidación de información previamente aprendida, aunque, de nuevo, un excesivo

aumento impide el recuerdo de información aprendida (D 'Hooge y De Deyn, 2001;

Roozendaal,2003).

La curva dosis-respuesta sigue una relación en forma de "U" invertida, donde la

ausencia o exceso de glucocorticoides resultan perjudiciales y las dosis moderadas

favorecen la adquisición y el recuerdo de tareas aprendidas (D 'Hooge y De Deyn, 2001;

Roozendaal,2003).

D. LA HORMONA LIBERADORA DE TIROTROPINA (TRH)

En los últimos años se ha centrado la atención en el papel potencial de los

neuropéptidos en el aprendizaje y la memoria (de Wied, 1997; Bennett, et al, 1997), aunque

la mayoría de las evidencias provienen de la manipulación farmacológica de animales en un

contexto de aprendizaje. Varios neuropéptidos parecen facilitar o producir cambios que

mejoran el desempeño cognitivo; entre ellos se encuentran la vasopresina, la hormona

liberadora de corticotropina (CRH), la somatostatina, la sustancia P, el neuropéptido Y, el

Factor Neurotrófico Derivado del Cerebro (BDNF) y el TRH (Bennett, et al, 1997) .

El tripéptido piroglu-his-pro-Nl-í- denominado TRH (Figura 4A) fue la primera

hormona hipotalámica en ser aislada por su capacidad de estimular la secreción de

tirotropina (TSH) de la pituitaria anterior (Schally, et al, 1969). Sus efectos

neuroendócrinos han sido bien caracterizados (Joseph-Bravo, et al, 1998) . Se han

identificado dos tipos de receptores acoplados a proteínas G (TRH R1 Y TRH R2) (Figura

5) (Gershengorn y Osman, 1996; Cao, et al, 1998) Yuna enzima de alta especificidad que lo

degrada, la piroglutamil peptidasa II (PPII). La actividad de la PPII representa el principal

mecanismo de inactivación extracelular del TRH (Charli, et al, 1998) .

En la rata el TRH se sintetiza a partir de un RNA mensajero (RNAm) que codifica

para una proteína de 255 aminoácidos, la cual contiene 5 secuencias progenitoras del
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péptido (Glu - His - Pro - Gly, 6 en el humano) (Figura 4B) (Lechan, et al, 1986;

Valentijn, et al, 1998).

A PyroGlu - Hís - ProNH2 (TRH)

~ ~ H2
e -e o o c--.

/ \ IIH H I / CH.
o=c C-C-N-C-C-N I

" N/
H I \H C~

H CH. c'---
H I I
e = C C =O

/ \ I
N N NH.
~C/H

B
Pre-Pro TRH

Aal
NH2- ~.-_I. .

--
255 I =Lys - Arg - TRH • Lys • Arg

COOH I = Lys • Arg - TRH - Arg - Arg

Figura 4. A) Estructura del TRH. B) Estructura delaproteina precursora que en la rata contiene 5 secuencias

progenitoras del TRH flanqueadas por un par de residuos básicos (Usina-Arginina o Arginina-Arginina) (tomado de

Squire, etal, 2003).

C'j loo la¡,m

TSH I1 ""'-' ~

Figura 5. Vías deseñalización intracelular activadas porel receptor deTRH (TRH R1) en los tirótropos de la

adenohipófisis. AC, adenilato ciclasa; DAG, diacil glicerol; IP3, inositol trifosfato; PIP2 fosfoinositol bifosfato; PKA,

fosfocinasa A; PKC, fosfocinasa C; PLC, foafolipasa C; RXR, receptor del retinoide X; T3, triyodotironina; T4,

tetrayodotironina; TR, receptor de hormona tiroidea (tomado de Squire, etal, 2003).
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El TRH se forma a partir del precursor por la acción sucesiva de convertasas de la

prehormona, de las carboxipeptidasas E y D, de la monooxigenasa a - amidante de la

peptidilglicina (PAM) y de la glutamil ciclasa (Bauer, et al, 1999).

El TRH, sus receptores y la PPII están presentes en varias regiones del SNC además

del hipotálamo (Lechan, et al, 1986; Cao, et al, 1998; Heuer, et al, 2000) . Por ejemplo, en la

formación hipocampal se pueden observar células inmuno positivas a TRH en las capas

piramidal y granular, en la zona ventral del giro dentado, en la corteza entorinal y alrededor

de la fisura rinal (Hokfelt, et al, 1989).

En los ensayos de unión del ligando y autoradiografia se detectan a los receptores de

TRH (sin que sea posible distinguir entre los 2 tipos) en la porción ventral del giro dentado,

el subículo ventral, la corteza entorinal y la fisura rinal (Sharify Burt, 1985; Manaker, et al,

1985; Mantyh y Hunt, 1985).

La hibridación in situ (Figura 6, columna B) permite visualizar el RNAm del TRH

R1 en las cortezas peririnal, entorinal , el subículo y en la capa granular del giro dentado

ventral (Heuer, et al, 2000). El del proTRH también se encuentra en el giro dentado, sobre

todo en la porción anterior (Figura 6, columna C) (Heuer, et al, 2000) . El del TRH R2

(Figura 6, columna A) está enriquecido en el tálamo, y dentro de la formación hipocampal

se encuentra solamente en el subículo y el hipocampo precomisural (taenia tecta); el de la

PPII (Figura 6, columna D) es muy abundante en las neuronas piramidales de CAl, CAZ,

CAJ y en la corteza entorinal (Heuer, et al, 2000). También, la actividad de la PPII está

presente en la corteza cerebral y el hipocampo (Vargas, et al, 1987).
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Figura 6. Distribución delosRNA mensajeros del precursor deTRH (C1-8), los receptores R1 (B1-8) YR2 (A1­
8) Yde la PPII (D1-8) enel sistema nervioso central de la rata adulta. Film autoradiográfico. (Tomado deHeuer, et al,
2000). 7: núcleo facial; AHA; núcleo anterior del hipotálamo; Amb: núcleo ambiguo; AOB: bulbo olfatorio accesorio; AP,
área postrema; ATg: núcleo tegmental anterior, BL: núcleo basolateral amigdaloide; BST: nucleo basal de la estría
terminal; CA3: campo CA3 del cuemo de Amón; CM: núcleo centro medial del tálamo; Cpu: caudado putamen; Cu:
núcleo cuneado; DG: giro dentado; DM: núcleo dorsomedial del hipotálamo; DTM: núcleo dorsal tuberomamilar; GI: capa
glomerular del bulbo olfatorio; HDB: banda diagonal debroca, brazo horizontal; LA: núcleolateroanterior del hipotálamo;
LD: núcleo laterodorsal del tálamo; LS: septum lateral; ME: eminencia media; Me: núcleo medial amigdaloide; MG:
núcleo geniculado medial; MHb: habénula medial; MnR: núcleo mediano de rafé; MPA: área preóptica medial; MVe:
núcleo vestibular medial; ON: núcleo olfatorio; Pa: núcleo paraventricular del hipotálamo; Piro corteza piriforme; Pn:
núcleo pontino; PV: núcleo paraventrícular del tálamo; RMg: núcleomagno del rafé; ROS: núcleo oscuro del rafé; Rt:
núcleo reticular del tálamo; S: subículo; SC: coliculo superior, SCh: núcleo supraquiasmático, SHy: núcleo
septohipotalámico; Sp5: núcleo espinal trigeminal; VCP: núcleo ventral coclear, VP: núcleo ventroposterior del tálamo.

16



En la tabla 1 se resume la distribución de los elementos de transmisión TRHérgica

en la formación hipocampal de la rata.

TRH +*

RNAm -...
roTRH
Unión ++

RNAmdel +
TRHRJ

RNAm del - ...
TRHR2

RNAm de la ++++
PPll

+*

++

+

-...
+++t+

+*

-...
++

+

+++t+

+* +* +*
(ventral)

+t+ ++
(dorsal)
+++t+ +++t+ +++t+

(ventral)
+t+ ++++

(ventral)
+++t+

+ ++++ +t+

Cada uno de los parámetros fue medido en la formación hipocampal de ratas adultas intactas. -: ausente; +:

muy bajo; ++: bajo; +++: medio; ++++ alto; +++++: muy alto; +*: presente, la cantidad relativa no fue estimada; ...

aparece expresión en condiciones de estimulación (por ejemplo "kindlíng" amigdalino). Tomado de: Sharif y Burt, 1985;

Manaker, etal, 1985; Mantyh y Hunt, 1985; Heuer, etal, 2000; de Gortari, etal, sometido.

El proceso de liberación del TRH ocurre por exocitosis regulada en respuesta a un

estímulo . El TRH que participa en el control neuroendócrino de la tiroides se sintetiza en el

NPV y se libera de la eminencia media al sistema porta que irriga la hipófisis y controla la

síntesis y liberación de TSH (Lechan y Toni, 1992; Joseph-Bravo, et al, 1998). Los

sistemas endócrino, nervioso e inmune regulan su biosíntesis; en el promotor del gen del

proTRH están presentes: el elemento de respuesta al factor de crecimiento epidérmico, el

elemento de unión del receptor de glucocorticoides (GRE), dos elementos imperfectos de

respuesta a AMP cíclico (eRE) y otro para el receptor de hormonas tiroideas (TRE) (Lee,

et al, 1988) .

Se ha demostrado que en el NPV la regulación del TRH, que es rápida y transitoria,

ocurre en respuesta a estímulos como la exposición al frío (liberando TSH) o, en la madre

lactante, la succión por las crías (liberando prolactina) (Uribe, et al, 1993); dicha regulación

es debida a estimulación neuronal (Uribe , et al, 1995) .
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Los dos receptores del TRH son regulados homóloga (Hinkle y Tashjian, 1975;

Oron, et al, 1987) y heterólogamente. La inactivación homóloga (por pulsos agudos de

TRH) produce la rápida y extensiva intemalización del complejo ligando - receptor a través

de vesículas cubiertas de clatrina (Ashworth, et al, 1995); el TRH R2 es intemalizado e

inactivado más rápidamente que el TRH Rl (O'Dowd, et al, 2000). Una segunda fase de

exposición al TRH produce una disminución en la tasa de transcripción del gen del TRH

Rl Y un decremento en la estabilidad de su RNAm (Gershengom y Osman, 1996; Yu y

Hinkle, 1997); aunque se ha reportado incremento en la síntesis del RNAm del TRH Rl por

estimulación con TRH en células de la línea HEK-293 (Cook y Hinkle, 2004).

En modelos animales de epilepsia, por estimulación eléctrica subumbral

("kindling') (Kubek, et al, 1993; de Gortari, et al, 1995; Knoblach y Kubek, 1997) o

administración de kainato (Jaworska-Feil, et al, 1999), el TRH y su RNAm se incrementan

en el hipocampo, la amígdala y la corteza frontal, mientras que la unión de TRH

(receptores) disminuye en las mismas regiones (de igual forma que los RNAm del TRH R2

Y el TRH Rl; de Gortari, et al, sometido). Los niveles de TRH incrementan

proporcionalmente a la frecuencia de descarga conforme el "kindling" progresa y en

relación a la susceptibilidad epileptogénica de cada región (de Gortari, et al, 1998). La PPII

también está regulada en el SNC cuando se activan las neuronas TRHérgicas por

"kindling" (de Gortari, et al, 1995; sometido) o con la inyección aguda de etanol (de

Gortari, et al, 2000; 2005), sugiriendo que la regulación de los mecanismos de in-activación

del péptido juega un papel en la neuromodulación o neurotransmisión TRHérgica.

Los datos anteriores permiten proponer que cuando las neuronas TRHérgicas son

activadas hay cambios en la expresión del RNAm del proTRH y en los niveles de péptido

procesado (Uribe, et al, 1995; Pérez Martínez, et al, 1998; Joseph-Bravo, et al, 1998),

además en la expresión de receptores y/o la PPII en la post-sinapsis (Charli, et al, 1998).

El TRH tiene un papel neuromodulador en el sistema nervioso central, tal como 10

sugieren experimentos farmacológicos in vivo e in vitro (Horita, 1998).

In vivo la administración de TRH o de sus análogos sintéticos induce, entre otros

efectos, incremento en la vigilancia (Thompson y Rosen, 2000) y reducción en la narcosis

inducida por etanol o barbitúricos (Morzorati , et al, 1993; French, et al, 1993).

El descubrimiento de que algunos de los efectos analépticos ocurren por la

activación de los sistemas colinérgicos septo-hipocampal y basalis-cortical (involucrados
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en alerta y memoria) (Toide, et al, 1993), llevó a investigar los posibles efectos cognitivos

de la hormona (Horita, 1998). La administración oral o nasal del TRH o sus análogos

previene el deterioro de la memoria provocado por lesiones en el cerebro frontal basal o en

el núcleo basal magnocelular (Yamamura, et al, 1991; Miyamoto, et al, 1993; Panocka, et

al, 1997). Por ejemplo, el análogo de TRH llamado NS-3, mejora la consolidación y

recuerdo de la tarea de evasión pasiva y el desempeño en los laberintos radial de 8 brazos y

en T en roedores con amnesia inducida por escopolamina, lesiones del núcleo basal

magnocelular, hipoxia o cicloheximida (Ogasawara, et al, 1995a; 1995b; 1996). Otro

análogo del TRH mejora parcialmente el desempeño de ratas con lesiones septo­

hipocampales en una tarea que requiere de memoria de trabajo (Ballard, et al, 1996).

El TRH mejora el desempeño en la tarea espacial del laberinto de Morris de ratones

con senescencia acelerada y de humanos o roedores sometidos a terapia electroconvulsiva

(Miyamoto, et al, 1994; Khan, et al, 1994; Ogasawara, et al; 1995b; Zervas, et al, 1998).

Si bien muchos de estos efectos podrían deberse a un incremento en la liberación de

acetilcolina en la corteza frontal y/o el hipocampo, también se ha visto que antagonistas de

los receptores tipo NMDA bloquean la capacidad del TRH para facilitar la retención y el

recuerdo de la tarea de evasión pasiva (Kasparov y Chizh, 1992).

In vitro, el TRH (que por sí mismo no cambia el potencial de membrana) altera la

transmisión glutamatérgica en el hipocampo al incrementar las respuestas despolarizantes

del NMDA en la sinapsis entre la vía perforante y el giro dentado y en neuronas

piramidales de CAl , donde también incrementa la hidrólisis de fosfolípidos de inositol

(Stocca y Nistri, 1995; Morimoto, et al, 1986). En las sinapsis del giro dentado en CA3

facilita la LTP (Ishihara, et al, 1992). Paradójicamente, aunque no se ha encontrado efecto

directo sobre los niveles de calcio, puede inhibir el incremento intracelular de la

concentración del ion cuando se estimula con NMDA o AMPA (Koenig, et al, 1996). De

hecho, algunos análogos del TRH con modificaciones en el extremo N-terminal (Cao, et al,

1998) muestran activídad neuroprotectora en neuronas corticales e hipocampales tratadas

con glutamato (Renaud, et al, 1979; Koenig, et al, 1996; Pizzi, et al, 1999).

El TRH también modula la transmisión GABAérgica produciendo una depresión

reversible de los potenciales inhibitorios postsinápticos rápidos mediados por GABAA en

CAl (Stocca y Nistri, 1996; Barbieri y Nistri, 1997; Crews, et al, 1996).
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Se ha postulado que el efecto del TRH sobre la actividad de los receptores NMDA y

GABAt\, ocurre por fosforilación a través de la PKC, ya que: a) los receptores NMDA y

GABAA presentan sitios potenciales de fosforilación por la PKC (Stocca y Nistri, 1996) y,

b) los efectos neuroprotectores del TRH se revierten al inhibir la PKC (Pizzi, et al, 1999;

Shishido, et al, 1999).

IV. HIPÓTESIS

Si el TRH participa en el aprendizaje espacial, las neuronas TRHérgicas serán

activadas en zonas involucradas, como el hipocampo. En vista de que la activación de las

neuronas TRHérgicas puede producir un incremento del RNAm del proTRH y en la post­

sinapsis un cambio en el nivel de expresión de sus receptores y de la enzima inactivadora

(PPII), postulamos que los cambios en alguna de estas variables permiten inferir la

participación de las neuronas en un modelo conductual como el laberinto de Morris.

V. OBJETIVOS

Estudiar la posible participación del TRH en los procesos de aprendizaje y

formación de la memoria.

Objetivos particulares:

1) Cuantificar los RNA mensajeros del proTRH, sus receptores y la PPII en el

hipocampo de ratas entrenadas en el laberinto de Morris.

2) Cuantificar el RNAm del GR y los niveles circulantes de corticosterona como

medidas de estrés.

3) Caracterizar, por hibridación in situ, los cambios en el RNA mensajero del TRH

Rl.
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VI. MATERIALES y MÉTODOS

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar (250 a 300 gramos de peso) crecidas en

el vivario del Instituto de Fisiología Celular (UNAM) y transferidas, 3 semanas antes del

experimento, a cajas individuales de acrílico en un cuarto cercano al laboratorio de

experimentación con el ciclo luz/oscuridad invertido (12/ 12, luz de 7 p.m. a 7 a.m.). Agua y

alimento fueron administrados ad libitum (se realizaron 2 experimentos para RT-PCR,

n=92 y n=42, y uno para ISH, n=9).

A. ENTRENAMIENTO

La tarea conductual fue desempeñada en un laberinto de agua que consiste en una

alberca circular de plástico negro, de 150 cm de diámetro y 100 de altura, con agua a 21 ó

22°C hasta 25 cm de altura (suficiente para impedir que el animal se balanceé sobre la cola

apoyada en el fondo del tanque o se escape por las orillas). Contiene una plataforma de

escape hecha de Plexiglas transparente, de 12 cm de diámetro y sumergida 1 cm en el agua.

La alberca está dividida en 4 cuadrantes imaginarios y está rodeada de varios

objetos que funcionan como pistas espaciales (carteles en la pared, equipo de monitoreo en

las mesas) . Está localizada en un cuarto independiente, iluminado por luz tenue y cercano al

cuarto donde se mantienen los animales (a 15 m aproximadamente).

Los animales fueron entrenados (de 9 a 12 a.m.) por 1, 3 ó 5 días para encontrar la

plataforma. El entrenamiento consistió en introducir la rata en la alberca (por puntos

distintos cada vez) ; el animal nadó por 60 segundos (o hasta que encontraba la plataforma);

si no la encontraba en ese tiempo era colocado en ella; se le permitió estar en la plataforma

por 10 segundos. Esto se repitió 10 veces por día. El grupo control de nado correspondió a

un número equivalente de animales que fueron introducidos a la alberca sin la plataforma,

del mismo modo que los entrenados, y nadaron el tiempo promedio medido en los animales

entrenados (D'Hooge y De Deyn, 2001). En el experimento en el que los cerebros se usaron

para hibridación in situ, se incluyó un grupo control habituado, el cual no estuvo en

contacto con el laberinto, pero fue manipulado de la misma forma que los otros dos grupos,

es decir, transportado del cuarto en que los animales son mantenidos al cuarto de

entrenamiento en todas las sesiones .
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Se incluyó un grupo intacto (que fue sacrificado inmediatamente después de salir

por primera vez del cuarto) y un grupo de ratas entrenadas por 4 días y sacrificadas 24

horas después (al Sto día sin que se sometieran al entrenamiento en ese último día).

B. SACRIFICIO DE LAS RATAS Y DISECCIÓN DEL TEJIDO

Los animales fueron sacrificados con guillotina (en un cuarto adyacente al de la

alberca), a los 5, 30 ó 60 minutos después del último entrenamiento (al primer, tercer o

quinto día). La sangre del tronco se colectó en tubos y se separó el suero que se mantuvo en

alícuotas a -200 C.

Los cerebros fueron escindidos cuidando de cortar el nervio óptico para no desgarrar

la eminencia media y se congelaron a - 700 C. Para la extracción del RNA y la

cuantificación de TRH por RIA, el hipocampo fue disecado manualmente de rebanadas

comprendidas en las siguientes coordenadas (palkovits y Brownstein, 1988) : 2400 I.1.m­

3600 I.1.m para el hipocampo anterior y 4500 I.1.m-6000 I.1.m para el hipocampo posterior. En

cada rebanada se hizo un corte longitudinal para separar al hemisferio izquierdo del

derecho y cada región fue almacenada individualmente a -700 C. La región izquierda se usó

para extracción de RNA y la derecha para RIA.

C. RADIOINMUNOENSAYOS

Los niveles circulantes de corticosterona se midieron como se describe en De

Gortari, et al (1995). Se realizó una dilución 1:1000 de todas las muestras de sueros en

amortiguador diluyente para esteroides (50 mM de fosfatos [pH 7.5] Y150mM de NaCl); se

tomaron 500 1.1.1 de cada dilución. El anticuerpo (Ab) contra corticosterona [ICN

Farmacéutica] fue utilizado a una dilución de 1:1200 en el mismo amortiguador. La

corticosterona tritiada [Amersham] contenía 100 cpm/ul

Se realizó la siguiente mezcla de incubación: 100 1.1.1 de anticuerpo contra

corticosterona, 500 1.1.1 de solución de corticosterona de la curva estándar o sueros problema

y 100 1.1.1 de la corticosterona tritiada. Para la preparación de la curva estándar se hicieron

diluciones de corticosterona [ICN Farmacéutica] de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 Y

2000 pg en 500 1.1.1 del amortiguador para esteroides. Además se tenían tubos denominados
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Bo que contenían mezcla de incubación sin corticosterona y tubos para determinar el

pegado no específico que contenían 60Q ul de amortiguador diluyente de esteroides.

Todos los tubos se mantuvieron en agitación a 98° C durante 10 minutos, se

enfriaron a temperatura ambiente e incubaron a 4° C durante 24 horas . El antígeno no unido

al anticuerpo se separó al añadir 200 ul de una solución carbón-dextrán a 4° C y centrifugar

a 980 x g durante 15 mino El sobrenadante se transfirió a tubos con 4 ml de líquido de

centelleo [Ecolite, ICN] para el conteo de radiación ~ (cpm) en un contador automatizado

[Beckman] .

El anticuerpo anti-TRH y las condiciones del radioinmunoensayo de TRH han sido

previamente optimizadas (Joseph-Bravo, et al, 1979; Méndez, et al, 1987). El TRH fue

iodinado por el método de cloranúna T utilizando 1251 [Perkin Elmer]. Los tejidos fueron

homogenizados en 500 Jll de ácido acético al 200.!o y centrifugados a 4° C durante 10

minutos a 12000 x g. Al sobrenadante se le añadió metanol (concentración final 90%), se

dejó precipitando por 12 horas a-20° C y se centrifugó a 11,000 x g. El sobrenadante fue

evaporado y resuspendido en una solución de albúmina sérica bovina al 0.25%, NaCI 0.15

M Y amortiguador de fosfatos 0.05 M (pH 7.4); el antígeno frío, iodinado o el anticuerpo se

diluyeron en la misma solución.

Se prepararon mezclas de incubación con 100 ul de anticuerpo anti-TRH (Joseph­

Bravo, et al, 1979), 100 ul de solución de TRH frío para la curva estándar o de las muestras

problema y 100 Jll de solución con 5000 cpm de 1125 TRH. Para la preparación de la curva

estándar se hicieron diluciones de TRH [Sigma] a 5, 10,25, 50, 100,250, 500, 1000 Y2000

pg. También se incluyeron tubos Bo.

Los tubos se incubaron a 4° C por 48 horas . Se les añadió 1 ml de etanol (4°C)

(Merck), se agitaron y centrifugaron a 4° C por 30 minutos a 980 x g para precipitar los

complejos antígeno-anticuerpo. El sobrenadante fue desechado y cuantificó la radiación y

(cpm) en un contador automático (LKB Wallace Miligarnma Counter).

Se usó la transformación logit (Odel y Daughaday, 1971) de los valores de cuentas

por minuto para el cálculo de la concentración.
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D. EXTRACCIÓN DE RNA TOTAL

Para extraer el RNA total de los tejidos se empleó el protocolo de Chomczynski y

Sacchi, 1987. Todas las soluciones fueron preparadas con agua desionizada, tratada con

DEPC y esterilizada. El tejido fue homogenizado en 400 ul de solución D (4 M tiocianato

de guanidina, 0.5% de sarcosil, 1M ~ -mercaptoetanol, 0.026 M citrato de sodio pH 7.2). Al

homogenizado se le añadieron 40 ul de acetato de sodio 2 M (pH 4.0) Y se agitó

vigorosamente.

La mezcla se mantuvo a 4° C, se le agregaron 400 ul de fenol saturado con agua y

se agitó de la misma forma. A lo anterior le fueron agregados 80 ul de una solución

cloroformo-alcohol isoamílico (49:1) Y se agitó durante 1 minuto. Después, se dejó reposar

en hielo (4° C) por 15 minutos y se centrifugó (también a 4° C) por 17 minutos a 14500 x g.

El sobrenadante se mezcló con 450 ul de isopropanol, se agitó y dejo reposar por 60

minutos, se centrifugó a 4° C a 14500 g por 22 minutos, se desechó el sobrenadante y se

resuspendió el sedimento en 300 ul de solución D; a esta suspensión se agregaron 300 ul de

isopropanol y se dejó a-20° C toda la noche. Al día siguiente se centrifugó (4° C) a 14500

x g por 22 minutos; al sedimento resultante se le añadieron 400 Jll de etanol frío al 70%, se

agitó y se centrifugó en las mismas condiciones por 15 minutos. Finalmente, el

sobrenadante fue desechado, el sedimento secado a temperatura ambiente (5 a 10 minutos)

y el RNA resuspendido en 50 ul de agua desionizada (tratada con DEPC y recién

esterilizada).

E. CUANTIFICACIÓN DEL RNA TOTAL

1 JlI del RNA resuspendido fue diluido en 99 JlI de agua esterilizada. Esta solución

se colocó en una celda de cuarzo de 1 ml para medir la densidad óptica con luz ultravioleta

de 230, 260 Y 280 nm. Se consideró una preparación de RNA adecuada cuando la lectura a

260nm era 2 veces la de 230 ó 280nm; si no era el caso, se repitió la resuspensión y

precipitación con alcohol. La concentración del RNA se calculó mediante la fórmula:

(densidad óptica) (factor de dilución) (40)
1000

Se verificó la calidad del RNA por electroforesis en gel de agarosa, teñido con

bromuro de etidio. Las bandas correspondientes a 28 y 18S debían guardar una proporción

de 2:1 y no haber mostrado barridos que indicasen degradación.
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F. RT-PCR

Del RNA total se tomó 1 ug para la transcripción reversa. El RNA se llevó a un

volumen final de 12 111 con agua DEPC y, por separado, se preparó la mezcla de reacción:

8.9 111 de agua DEPC, 6 111 de buffer de transcripción 5X, 3 111 de DTT (O.1M), 0.6 111 de

solución de desoxirribonucleótidos (10 mM), 1 111 de solución de oligodeóxinucleótido de

timinas (0.5 11M) Y0.5 111 de la enzima transcriptasa reversa (200 Uzul). Antes de agregar la

mezcla de reacción, el RNA fue mantenido 10 minutos a 70° C, luego fue colocado en hielo

por 5 minutos y se le añadió la mezcla de reacción (20 111). Se incubó a 37° por 2 horas.

Todas las reacciones de PCR (50 IlL) se llevaron a cabo en la siguiente mezcla:

agua DEPC (volumen en función de la cantidad de DNAc), 5 111 de buffer lOX, 2.5 111

MgCh 30 mM, 1 111 de deoxinucleótidos fosfato 10 mM, 1 111 de cada uno de los

oligonucleótidos cebadores sentido y antisentido (25 pmol para proTRH, R1, R2, PPII Y

GR; 50 pmol para ciclofilina) y 0.5 111 de Taq polimerasa de DNA 5 Uzul. Los

oligonucleótidos fueron diseñados usando el programa Oligo vA.O, para verificar la

ausencia de estructuras secundarias y de la formación dímeros entre los oligonucleótidos; la

especificidad fue verificada mediante el algoritmo BLAST (herramienta básica de búsqueda

de alineamientos locales, Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI.

Ciclofilina (DNAc 166-422 [Danielson, et al., 1988]) producto final: 256 pb;

sentido 5' GGGGAGAAAGGATTTGGATA3' , anti-sentido

5'ACATGATTGCCATCCAGCA3' (Muller, et al, 1998). ProTRH (DNAc 109-807

[Lechan, et al., 1986]) producto final 700 pb; sentido

5'GGACCTTGGTTGCTGTCGACTCTGGCTTTG3 ' , anti-sentido:

5'ATGACTCCTGCTCAGGTCATCTAGAAGCT3 ' . TRH-R1 (DNAc 169-518 [Zhao, et

al., 1992]) producto final: 350 pb; sentido 5'ACCCAGAGAAGCAGGCAGAGTGACA3 ' ,

anti-sentido 5'GATCCGCCACAGCCAGACTCACCAG3'. TRH R2 (DNAc 437-959

[Cao, et al., 1998]) producto final: 523 pb; sentido

5' GTCTTCCTAGTGCTCCTGGTGTG3' , anti-sentido

5'CCAGCAAGGGTCCGATGAAAAAG3' . PPII (DNAc 1644-2061 [Schauder, et al,

1994]) producto final: 418 pb; sentido 5'CTGGATCGCATACAAAA3 ' , anti-sentido

5'GGACACCCAAATAATTGCT3'. GR (DNAc 4903-5566 [Miesfeld, et al, 1986])
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producto final: 664 pb; sentido 5'AAAAAGCACATCACACATAAATCTG3' , anti-sentido

5'TAAATAAGAGGGAGCAAACTACTGG3' .

Las PCRs fueron realizadas en el Mastercycler de Ependorff. Las condiciones de

PCR fueron 94°C por 30 segundos, 64°C por 1 minuto (excepto PPII, 55°C, Y TRH R2,

6TC) y 72°C por 1 minuto, el número de ciclos es específico para cada DNAc (ver

resultados); se dio una extensión final de 10 minutos a 72°C.

De los productos de PCR se tomaron 10 ul que se sometieron a electroforesis en gel

de agarosa (3%) por aproximadamente 40 minutos a 100 volts. El gel fue teñido con

bromuro de etidio. La cuantificación se realizó en un analizador de imágenes (Fluor-S

Multilmager). La migración de los productos de PCR fue comparada con la de marcadores

de peso molecular en el rango de 2176-154 nt.

G . HIBRIDACIÓN IN SITU

Al momento de procesar los cerebros fueron mantenidos a -20°C en un criostato

(Bright Instruments Inc.) en el que se hacen cortes coronales de 20J.lm de grosor. El

hipocampo anterior se comenzó a colectar a la altura del Bregma -2.3mm, tomando cada 6

rebanadas hasta -4.16 mm. El hipocampo posterior se colectó desde -4.8mm hasta -6.4mm.

Los cortes fueron montados en portaobjetos cargados electrostáticamente y guardados

nuevamente a-70° C hasta su uso. Previo a la hibridación in si/u los portaobjetos con los

cortes de cerebro adheridos fueron descongelados en una corriente de aire caliente y

sometidos al siguiente tratamiento de fijación a temperatura ambiente: 10 minutos en

paraformaldehido al 4% en amortiguador salino de fosfatos (PBS) IX; dos lavados de 5

minutos en PBS IX; 10 minutos en solución SSC 4X (NaCl 300 mM Ycitrato de sodio 30

mM), 0.1 M de trietanolamina y 0.25% de ácido acético anhibro (pH 8.0); 2 minutos en

SSC 2X; se deshidrataron 2 minutos en cada una de las siguientes soluciones de etanol: 75,

80, 95 Y 100%; 5 minutos en cloroformo; se lavaron 2 minutos en cada una de las

siguientes soluciones de etanol: 100 Y 95%. Las laminillas fueron secadas a temperatura

ambiente.

Para la hibridación in si/u el cRNA de TRH Rl se sintetizó a partir del DNAc

clonado en el plásmido p2HA-TRHR (donado por la Dra. P. Hinkle [Cook, et al, 2003]), y

linearizado con HindIll (Boehringer). El RNA anti-sentido fue transcrito con la RNA
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polimerasa de SP6 (Boehringer) usando uesS) UTP (1250 Ci/mmol, New England

Nuclear); actividad específica 2 x 107 cpm/ug.

Se realizó la hibridación por 10 horas a 52° C, cubriendo los tejidos con parafilm, y

usando la sonda en un amortiguador de hibridación (SSC 4X, formamida al 50%, dextrán

sulfato al 10%, fosfato de sodio 100 mM pH7.4, sarcosil al 1%, solución Denhart IX

[Albúmina sérica bovina al 0.02%, Ficol y polivinilpirrolidona], 250 ug/rnl de DNA de

esperma de salmón desnaturalizado 5 minutos a 65° C, RNA de transferencia de levadura

250 ug/ml, DTT 100 mM Y poliA 250 ug/ml). Posteriormente se hicieron los siguientes

lavados: SSC IX a 52° C para quitar la cubierta de parafilm; 2 lavados con SSC 2X y 50%

de formamida a 52° C uno por 10 Y otro por 20 minutos; 2 lavados de 5 minutos con SSC

2X a temperatura ambiente; un tratamiento con RNAsa A (50 ug/ml) en SSC 2X, EDTA

1mM [pH8.0] por 30 minutos a 37° C; dos lavados en SSC 2X de 5 minutos a temperatura

ambiente; un lavado en SSC 2X y 50% de formamida por 15 minutos a 52° C; dos lavados

en SSC O.lX y SDS al 0.02% de 15 minutos cada uno a 55° C; deshidratación en etanol al

70 y al 80%.

H. ANÁLISIS DENSITOMÉTRICO

Los tejidos fueron secados a temperatura ambiente y expuestos, junto con micro­

escalas de 14C, a un film Biomax por días. La señal autoradiográfica de áreas circunscritas

fue digitalizada y convertida a nCi/mg de tejido equivalente usando el programa RAG

(Biocom, Leculis) y un sistema de imágenes (Biocom).

Donde se indica, una región del cerebro fue cuantificada en cortes de tejido

cubiertos con emulsión autoradiográfica LM-1 (RPN 40, Amersham), secados al aire y

expuestos (4°C) por 1 mes. Los granos de plata fueron revelados (revelador D19, Kodak),

fijados (fijador GBX, Kodak) y contra-teñidos con hematoxilina. La señal autoradiográfica

fue cuantificada usando una cámara de video (4815, COHU) montada en un microscopio

(Axioscop, Zeiss) y una estación de imágenes Biacom. Las regiones fueron delineadas en

campo claro y observadas en campo oscuro, se cuantificó la densidad óptica de cada región

y se corrigió por la señal de fondo determinada al medir una región del mismo tamaño, que

no exprese el RNAm en estudio.
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I. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los datos de los grupos de ratas entrenadas y los controles de nado se compararon

mediante una prueba de t de dos colas considerando varianzas diferentes. Un valor de

p<O.OS fue considerado como significativo. En los casos en los que se podía comparar los

datos a lo largo de todo el experimento se realizó un análisis de varianza (ANOVA) y la

prueba Post-Roe de Fisher (p<O.OS fue considerada significativa).
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VII. RESULTADOS
A. OPTIMIZACIONES METODOLÓGICAS

1. RT-PCRSEMI-CUANTITATIVA

Las condiciones óptimas para la cuantificación relativa de los niveles de expresión

de un RNA mensajero mediante RT-PCR son, entre otras, que los oligonucleótidos tengan

una secuencia que sólo corresponda a la del DNAc para el cual fueron elegidos y que se

conozca la cinética de PCR, tanto la del DNAc de interés como la del que será empleado

como control endógeno. Es crítico que el ciclo en el que se analiza el producto de la

reacción se encuentre en la fase logarítmica de la cinética, de forma que las mediciones

reflejen lo más fielmente posible la cantidad del RNAm.

En todos los casos evaluados (TRH, sus dos receptores, PPII, GR Yla ciclofilina) la

comparación de las secuencias contra el banco de genes mediante el BLAST mostró que

cada par de oligonucleótidos cebadores reconoce, en conjunto, solamente a la secuencia

blanco (no mostrado) .

El paso siguiente fue la determinación de las cinéticas de reacción con cada par de

oligonucleótidos; se emplearon los volúmenes de DNAc indicados en la tabla 2.

60l

4ul

Bul

60l

4ul

6ul

60l

Sol

8ul

40l

Las siguientes cinéticas fueron realizadas utilizando 25 pmol de oligonucleótidos

para el caso de TRH, TRH RI , TRH R2, PPII Y GR, Y 50 pmol para la cilofilina. En la

figura 7 se muestran los resultados para la región anterior del hipocampo y en la 8 los de la

posterior .
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Figura 7. Cinética de la PCR para A) proTRH, B) TRH R1, C) TRH R2, D) PPII, E) GR YF) Ciclofilina en el

hipocampo anterior. Las reacciones fueron llevadas a cabo usando25pmol (A-E) ó 50 pmol (F) de oligonucleótidos.
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hipocampoposterior. Las reacciones fueron llevadas a cabo usando 25pmol (A-E) ó 50 pmol (F) deoligonucleótidos.

Estos resultados permitieron definir el número de ciclos idóneo para cada DNAc en

las dos regiones como se indica en la tabla 3.
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B. ENTRENAMIENTO EN EL LABERINTO DE MORRIS

Las ratas fueron entrenadas por 1, 3 ó 5 días y sacrificadas 5, 30 ó 60 minutos

después del último entrenamiento; excepto al tercer día en el que no hubo grupo sacrificado

a los 5 minutos.

La latencia a encontrar la plataforma escondida es el tiempo que las ratas tardan en

escapar del agua desde que son introducidas al laberinto. Éste parámetro disminuye

conforme las ratas aprenden la ubicación de la plataforma, por lo que representa una

medida del aprendizaje espacial. En la figura 9 se muestra la latencia promedio para cada

ensayo en cada día del entrenamiento. El análisis de varianza para el primer día mostró una

disminución estadísticamente significativa en la latencia de los tres grupos con el transcurso

de los ensayos (entrenados 1 día: F=8.913, p<O.OOOl ; entrenados 3 días: F=4.13, p=O.OOOl ;

entrenados 5 días: F=18.652, p<O.OOOI); lo mismo ocurrió al segundo día para los grupos

restantes(entrenados 3 días F=4.3, p<O.OOOl y 5 días F=6.787, p<O.OOOl). En los días 1 y 2

el primer y segundo ensayos fueron distintos a los 8 restantes .

El grupo de animales entrenados por 5 días mostró un efecto del entrenamiento en la

latencia al cuarto y quinto día (F=3.776, p=O.0002 y F=4.59, p<O.OOl respectivamente), el

cual se debió, en ambos días, a una diferencia entre el primer ensayo y los 9 restantes

(p<0.05). No hay diferencia entre el cuarto y el quinto día, pero estos dos sí fueron

diferentes a los 3 días anteriores, es decir, en los últimos dos días no mejora más el

desempeño de la rata.
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Latencia a encontrar la plataforma en el laberinto de Morris
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Figura 9. Latencia a encontrar la plataforma escondida en la tarea espacial del laberinto de Morris. El

entrenamiento produjo una reducción significativa de la latencia en los primeros tres días. No hay mejora en el

desempeño entre los días 4 y 5. No hay diferencia encada día entre los tres grupos. Cada punto representa la media

aritmética delalatencia de 12 animales (± error estándar de lamedia). Entrenadas 1dían=19, entrenadas 3días n=12 y

ebntrenadas5 días n=26. Recuadro: suma delaslatenciasdelos 10ensayos decada día. Promedio± error estándar de

lamedia.

C. CAMBI OS DE LA EXPRESIÓN DE ELEMENTOS DE LA TRANSMISIÓN

TRHÉRGICA ASOCIADOS A LA TAREA ESPACIAL

Se realizaron dos experimentos independientes para determinar la cinética de

cambios en la expresión del TRH y los RNA mensajeros del proTRH, sus receptores y la

PPII, en busca de indicios de la participación (activación o inhibición) de las neuronas

TRHérgicas en los procesos de memoria espacial mediados por el hipocampo.
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2. TRH

El contenido de TRH de un tejido es el resultado de la síntesis (transcripción y

traducción), procesamiento, transporte y liberación de las terminales sinápticas. Un

incremento puede ser el resultado de la inhibición de la liberación o un aumento en la

síntesis y/o procesamiento del péptido ; en contraparte un decremento refleja liberación o

disminución en la síntesis (Joseph-Bravo, et al, 1998). Para discernir entre los escenarios

posibles ante un descenso o incremento , los datos de contenido pueden correlacionarse con

la cantidad de RNAm en la zona estudiada (Joseph-Bravo, et al, 1998), siempre y cuando se

conozca la ubicación de los cuerpos celulares de las neuronas a las que se mide el

contenido.

En la figura lOse muestra el contenido de TRH en el hipocampo de ratas que fueron

entrenadas por S días y sacrificadas S, 30 Y60 minutos después .

La cinética de cambios fue distinta entre la zona anterior (dorsal) y la posterior

(dorsal y ventral) del hipocampo (Figura 10). El ANOVA de dos vías para la zona anterior

y para la zona posterior reveló un efecto significativo del grupo experimental (F=S.996 Y

p<O.Ol [anterior] ; F=S.19 y p>O.OS [posterior]), del tiempo (F=9.2S9 [anterior] y p<O.Ol;

F=3 .77 Yp<O. OS [posterior],) y una interacción entre ambas fuentes de variación sólo en la

región anterior (F=S.173 y p<O.Ol). El análisis pos hoc (Fisher) mostró que a los S y 30

minutos en la porción anterior, no hubo diferencia entre el control de nado y los animales

entrenados, mientras que en la región posterior los animales entrenados tuvieron una

concentración de TRH significativamente menor a los 30 min (p<O.OS). A los 60 minutos

los animales entrenados tuvieron más del doble de TRH en la porción anterior que el

control de nado (p<O.OS), mientras en la región posterior las diferencias entre grupos ya no

fueron significativas, aunque se conserva la tendencia de haber menos TRH en los animales

entrenados.
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Figura 10. Contenido deTRH (pgIml) en las porciones anterior yposterior del hipocampo. El TRH fue medido

sólo en los animales entrenados por5 días. + p<0.05 (control denado vsentrenadas); n=6/ grupo.

En las figuras 11 y 12 se muestran los niveles de expresión del RNAm del proTRH

en las regiones anterior y posterior del hipocampo de ratas entrenadas y el de las usadas

como control de nado.

En el hipocampo anterior el único cambio estadísticamente significativo ocurrió a

los 30 minutos del tercer día, cuando las ratas entrenadas expresaron 49% menos RNAm

del proTRH que el grupo control de nado (Figura 11). En el resto de los tiempos el

mensajero del prepropéptido en las ratas entrenadas mostró fuertes tendencias a

incrementar o disminuir, la dispersión en los datos evitó que las diferencias resultaran

significativas. Destaca el primer día en el cual a los cinco minutos los animales entrenados

parecían tener menos RNAm del prepropéptido que los controles de nado, a los 30 minutos

esa diferencia desapareció y a una hora post-entrenamiento las ratas entrenadas tendieron a

presentar más del RNAm que las controles (Figura 11). Al quinto día, a los 5 y 60 minutos

post-entrenamiento, los animales entrenados tendieron a presentar más RNAm (Figura 11).

La región posterior del hipocampo no presentó, a los días 1 y 3, diferencia alguna en

la expresión del RNAm del proTRH entre los grupos entrenado y control de nado (Figura
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12). Es al quinto día, a los 30 y 60 minutos, en el que los animales entrenados expresaron

60 y 69% más del RNAm del preprop éptido; esta diferencia del quinto día resultó

estadísticamente significativa (Figura 12).
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Figura 11. Expresión del RNAm (medída porRT-PCR) del proTRH en la región anterior del hipocampo deratas

entrenadas en el laberinto enagua de Morris. Los animales fueron sacrificados 5, 30 Y60 minutos después del primer,

tercer o quinto día deentrenamiento. Elvalor cuantificado del RNAm del proTRH está corregido con eldelaciclofilína y

los valores del grupo entrenado están expresados como la fracción porcentual del control de nado. En todos los casos

cada punto representa la media aritmética y elerror estándar de lamedía. + p<0.05 vs Control deNado; n=12/grupo.
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Figura 12. Expresión del RNAm del proTRH en la región posterior del hipocampo de ratasentrenadas en el

laberinto en agua deMorris. Los animales fueron sacrificados 5, 30 Y60minutos después del primer, tercer oquinto día

deentrenamiento. El valorcuantificado del RNAm del proTRH está expresado como en la figura 10. En todos los casos

cada punto representa la mediaaritmética y elerror estándar delamedia. + p< 0.05 vsControl deNado; n=12 / grupo.

3. TRHIU

El RNAm del TRH R] fue medido en la porción anterior del hipocampo únicamente

en uno de los dos experimentos, en el cual no hay animales sacrificados S minutos después

del último entrenamiento. En la figura 13 se muestran los resultados obtenidos. El primer

día no hubo diferencia alguna entre los grupos entrenados y su respectivo control de nado.

Al tercer día, a los 30 minutos, el grupo de ratas entrenadas presentó ]08% más RNAm del

TRH R] que su respectivo control de nado (p>O.OS, figura 13), mientras que a los 60

minutos los valores fueron similares entre las ratas entrenadas y los controles. Al quinto día

la situación a los 30 minutos era inversa a la del día 3, es decir, el control de nado tenía

2.27 veces más RNAm del Rl que las entrenadas (p<O.OS); tal diferencia también

desapareció a los 60 minutos.
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Figura 13. Expresión del RNAm del TRH R1 en la región anterior del hipocampo de ratas entrenadas en el

laberinto en agua deMorris. Elvalor cuantificado del RNAm del TRH R1 está corregido porel deciclofilina y los valores

están expresados como lafracción porcentual del control denado. Cada punto representa lamedia y elerror estándar de

lamedia. + p<0.05 vsControl deNado; n=6/ grupo.

Del hipocampo posterior se presentan los datos de los dos experimentos y de todos

los grupos (Figura 14). Las únicas diferencias estadísticamente significativas, con los

respectivos controles de nado, fueron a los cinco (-36%) y 60 minutos (+50%) en el grupo

de ratas entrenadas por cinco días, comparado (p<0.05).
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Figura 14. Expresión del RNAm del TRH R1 en la región posterior del hipocampo deratas entrenadas en el

laberinto en agua de Morrls, El valor cuantificado del RNAm del TRH R1 está corregido con el de la ciclofilina y los

valores del grupo entrenado están expresados como la fracción porcentual del control denado. Cada punto representa la

media aritmética y elerror estándar delamedia. + p<0.05 vsControl deNado; n=12/grupo.

Dado que a los 60 minutos del Sto día parecen ocurrir cambios más reproducibles

tanto en la expresión del RNAm del proTRH como los del TRH RI, se decidió analizar,

con hibridación in situ, los cambios en el RNAm del TRH R1. Se utilizaron ratas

entrenadas por S días y sacrificadas a los 60 minutos, midiendo los cambios en diversas

regiones de la formación hipocampal.

En la figura lS se muestra la densidad óptica en las distintas regiones del

hipocampo. En el giro dentado y CAJ izquierdos se observó, a lo largo de toda la zona

analizada (desde -5.14mm hasta -5.5mm del Bregma), al menos una tendencia a presentar

más RNAm en los animales entrenados, la cual alcanza a ser estadísticamente significativa

solo en la porción dorsal del giro dentado (p<O.OS). Los controles habituados también

presentan diferencias de expresión entre los dos hemisferios, siendo menor en el izquierdo
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que en el derecho, y en el dominio CA3 izquierdo tendió a ser aún menor que la del grupo

de animales entrenados.

Del lado derecho la situación fue distinta, ni en CA3 ni en el giro dentando hay

diferencia alguna entre el control de nado y los entrenados. En los controles habituados la

expresión del RNAm del receptor es mayor que en cualquiera de los grupos con

zambullidas en el laberinto.

Parece entonces que el hemisferio izquierdo de la formación hipocampal está

respondiendo más específicamente a la tarea espacial que el derecho.

Los datos obtenidos por medición en el film parecían estar ligeramente saturados

pues la diferencia entre la porción ventral y dorsal del giro dentado no fue tan marcada

como se ha reportado (Heuer, et al, 2000); por lo tanto se midió la señal de las laminillas

cubiertas por la emulsión autoradiográfica (Figura 16).

Nuevamente el hemisferio izquierdo mantuvo la tendencia de tener más RNAm del

R1 en el grupo de animales entrenados comparado al control de nado (Figura 16B) siendo

la porción dorsal la más afectada, pues los niveles de expresión en el control de nado son

casi nulos y en los animales entrenados se incrementa la expresión (Figura 16A1 y A2).

De éstas diferencias, sólo la que ocurrió en la zona dorsal del giro dentado resultó

estadísticamente significativa (p<O.OS). En el hemisferio derecho no hay ningún efecto

significativo del entrenamiento en el laberinto (Figura 16B). Como en el film, los controles

habituados tendieron a presentar, en el hemisferio derecho, más RNAm que los grupos

control de nado y entrenados (Figura 16B).

40



140

120

100
,-.
Vio:
1:

~
:El 80..
o:
Vi...

"='o:
"=''a 60e,
O
Q

40

20

O

RN Am del TRH Rl

• Contro l de Nado

11Entrenadas

mC ontro l Habituado

Izquierdo Derecho

Giro Dentado

Bregma -5. 14 a -5.5 mm

Izquierdo

CA3

Derecho

Figura 15. Cuantificación in situ del RNAm del TRH R1 en la formación hipocampal (film autoradiográfico) de

ratas entrenadas por5 días ysacrificadas 60 minutos después.• p<0.05; n=3/ grupo.

41



Control de nado Entrenadas

Al

Ventral

A3

Dorsal

A2

A4

J4'" t i '
~

~

" 12'" ti';:

"2 l •••• 11 •
.Cl..
" s ••••••
~

"."
" ,......
."
e
e, •••••••
O 2 ••••••

O

RN Am del TRII Rt

- C on t ro l d e N ado

En tren ad as

¡¡J Co ntro l Hab itu ado

Izq uie rd o

Gi ro Den tado

Bro gm a -5. 14 a ·5.5 mm

D erech o

Figura 16. RNAm del TRH R1 en el giro dentado de ratas entrenadas en el laberinto de Morris por 5 días y

sacrificadas 60 minutos después. A)Imágenesde campo oscuro del girodentado izquierdo dorsal (A1YA2) Yventral (A3

y A4). B) Cuantificación de la densidad óptica en laminillas cubiertas de emulsión autoradiográfica los hemisferios
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4. TRHR2

Las mediciones del RNAm del TRH R2 se realizaron sólo en el experimento en el

que se midió el RNAm del TRH Rl en el hipocampo anterior.

A los 30 minutos después del primer día de entrenamiento, las ratas que aprendieron

la localización de la plataforma presentaron una tendencia a tener los niveles de RNAm de

R2 74% más altos que el control de nado en la porción anterior (Figuras 17A), mientras que

a los 60 minutos la situación se invirtió, estando las ratas entrenadas 62% por debajo de los

controles de nado.

Al tercer día, a los 30 minutos, los animales entrenados presentaron un incremento

muy fuerte del RNAm del R2, que equivale a 312% más que el control de nado (p<O.OS vs

control de nado), tal diferencia desapareció a los 60 minutos. Al quinto día no se

presentaron diferencias estadísticamente significativas.

En el hipocampo posterior (donde no fue posible analizar el grupo de 1 día

sacrificadas a los 60 minutos) sólo se presentó un cambio relevante a los 30 minutos del

primer día (Figura 17B) cuando 3 de los 4 controles de nado analizados presentaron niveles

indetectables de RNAm del TRH R2, mientras que en el cuarto, que se presenta en la

gráfica 17B, el nivel de expresión del RNAm del TRH R2 es 3 veces menor que en los

animales entrenados. Debido a la ausencia de expresión en tres de los animales control tal

cambio no fue evaluado estadísticamente.
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Rgura 17. Expresióndel RNAm del TRH R2 en la región posterior del hipocampo de ratas entrenadas en el

laberinto en agua de Morris y sacrificadas 30 y 60 minutos después del 1er, 3ery 5to dia de entrenamiento. El valor

cuantificado del RNAm del TRH R2 está corregido con el de la ciclofilina y los valores del grupo entrenado están

expresados como la fracción porcentual del control de nado. A) Hipocampo anterior y B) posterior. Cada punto

representa la media aritmética con el error estándar dela media. + p<0.05vs Control deNado; n=6 / grupo.
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5. PIROGLUTAMIL PEPTIDASA 11 (PPII)

El RNAm del último elemento de la transmisión TRHérgica, la PPII, fue analizado

en ratas del mismo experimento en el que se midió el del TRH R2. Ni en la región anterior

(Figura 18) ni en la posterior (Figura 19) se presentaron cambios significativos, excepto el

grupo entrenado por un día y sacrificado 30 minutos después, el cual, en la región anterior

mostró una tendencia a tener más RNAm de la PPII que los controles de nado (Figura 18);

en la región posterior, los mismos animales entrenados mostraron 44% más RNAm que el

control de nado (p<O.OS vs control de nado, figura 19).

RNAm de la PPII
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Figura 18. Expresión del RNAm de la PPII en la región anterior del hipocampo de ratas entrenadas en el

laberinto en agua de Morris y sacrificadas 30y SO minutos después del 1er, 3er o 5todía deentrenamiento. El valor

cuantificado del RNAm de la PPlI está corregido con el de la ciclofilina y los valores del grupo entrenado están

expresados como la fracción porcentual del control de nado. Cada punto representa la media aritmética con el error

estándar delamedia; n=S I grupo.
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Figura 19. Expresión del RNAm de la PPII en la región posterior del hipocampo de ratas entrenadas en el

laberinto en agua deMorris y sacrificadas 30 y 60minutos después del1er, 3er o Sto día deentrenamiento. Cada punto

representa lamedia aritmética con elerror estándar delamedia. + p<0.05 vsControl deNado; n=6 I grupo.

En la tabla 4 se resume los cambios encontrados en la expresión de TRH y los

RNAm de los elementos de transmisión TRHérgica (entrenadas vs. control de nado).

= = = = = = tt • t
• = • t = tt =
• = = • = = = = =
= = = • .¡. = = = =
= t t .¡. = t = = =

Las flechas representan las diferencias estadisticamente significativas (p<O.OS) delos animales entrenados comparados

al loscontroles de nado (una flecha, diferencia s 100 y dos flechas >100%). HA, hipocampo anterior; HP, hipocampo

posterior.•, nodeterminado; =,nohay diferencia significativa.
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D. GLUCOCORTICOIDES EN SUERO Y RNAm DEL RECEPTOR DE

GLUCORTICOIDES (GR) EN HIPOCAMPO

6. CORTICOSTERONA

Los niveles de CT circulantes fueron medidos mediante radioinmunoensayo. Los

resultados de tales mediciones son presentados en la figura 20. El ANOVA reveló que sólo

el factor tiempo (transcurso del entrenamiento) resultó significativo (F=18.35 y p<O.OI),

mientras que no hubo diferencias que pudieran atribuirse al grupo experimental o a la

interacción del tiempo con el grupo .

Cada día, el nivel más alto de corticosterona ocurrió a los 30 minutos después del

entrenamiento. Al quinto día los niveles de corticosterona a los 30 minutos tendieron a ser

menores que los del primer día e iguales a los de ratas intactas o a los del grupo de animales

entrenados por 4 días y sacrificados 24 horas después sin someterlos a la prueba (Figura

20). Estos resultados sugieren una habituación al estrés de la prueba.
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Figura 20. Niveles de corticosterona en el plasma sanguíneo. Los datos están expresados como pico gramos

por mililitro. En todos los casos cada punto representa la media aritmética y el error estándar dela media; n=6 I grupo.
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7. GR

Se midieron los niveles del RNAm del receptor de glucocorticoides (GR), ya que la

expresión de este RNAm disminuye en el hipocampo de ratas macho cuando son sometidas

a estrés por nado (corto plazo) o inmovilización y nado a largo plazo (Karandrea, et al,

2002). Esta regulación puede ocurrir directamente a través de los niveles circulantes de

glucocorticoides, pues la cantidad de RNAm (en hipocampo) está incrementada en ratas

adrenolectomizadas y disminuida cuando hay altas concentraciones de corticosterona en

sangre (Herman y Spencer, 1998; Karandrea, et al, 2002).

El ANOVA para los valores de expresión del RNA mensajero del GR en la porción

anterior del hipocampo mostró que no había ningún efecto estadísticamente significativo

(Figura 21). En cambio, en la región posterior hubo un fuerte efecto del tiempo (F=18.346

y p<O.OOOI), no así del grupo experimental ni por interacción entre el grupo y el tiempo

(Figura 22); estos datos, en conjunto con los de CT circulante, indican que los animales

entrenados y los controles de nado respondieron de forma similar al estrés del nado forzado

en el laberinto de Morris.
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Figura 21. Expresión del RNAm del GR en la región anterior del hipocampo de ratas entrenadas en el laberinto

en agua de Morris. Cada punto representa lamedia aritmética y elerror estándar delamedia; n=6 I grupo.
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Además, en la zona posterior, al comparar la expresión del RNAm del GR de los

animales intactos contra los grupos control de nado y entrenados del primer día y los del

tercer día sacrificados a los 30 minutos, resulta evidente una disminución de éste RNAm en

los animales sometidos a la prueba. Esta disminución no ocurrió en el resto de los grupos

(1er día = 3er día 30 minutos < intactos = 4todía = 5to día) (Figura 22) . En las ratas

entrenadas por 4 días y sacrificadas al 5to día, las niveles de CT y GR en hipocampo

posterior son como los de las intactas, indicando que los cambios que detectamos en la

activación del eje HPA en los primeros días son transitorios.
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Figura 22. Expresión del RNAm del GR en la región posterior del hipocampo de ratas entrenadas en el

laberinto en agua deMonís. Cada punto representa la media aritmética y el error estándar delamedia; n=6 / grupo.

E. CORRELACIONES CON PARÁMETROS CONDUCTUALES y DEL ESTRÉS

La suma del tiempo requerido para encontrar la plataforma en un día en particular es

una medida del aprendizaje. La latencia del primer ensayo (a partir del segundo día) refleja

el recuerdo de la experiencia del día previo y por lo tanto la recuperación de información

almacenada 24 horas antes (memoria a largo plazo), en cambio la latencia del último

ensayo de cada día refleja el aprendizaje del día en curso (memoria a corto plazo). La
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corticosterona, cuya concentración en plasma es resultado de la actividad del eje HP A, es

un reflejo del estado de estrés del animal.

Una correlación positiva con el tiempo de la latencia (del 1° ó 10° ensayo o la suma)

indica que las ratas que mejor aprenden o recuerdan la tarea presentan menor concentración

del RNAm medido, mientras que una negativa muestra que con mejor aprendizaje

concurren mayores niveles de la molécula en cuestión.

Al comparar los valores de expresión de los genes medidos con alguna de las

medidas descritas se encontró lo siguiente:

Si se contrasta la figura de los niveles de corticosterona (Figura 20) con la de

RNAm del GR en el hipocampo posterior (Figura 22) puede verificarse que a mayor

concentración de corticosterona, menor es la expresión de GR. El análisis de correlación

entre ambas variables mostró un índice negativo, relativamente bajo (r=-0.3, figura 23) ,

aunque estadísticamente significativo (p<0.05) .
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Figura 23. Correlación entre los valores de corticosterona circulante y la expresión del RNAm de GR en el

hipocampo posterior. r=-Q.3

La concentración sérica de CT correlaciona positivamente con la latencia de escape

del décimo ensayo en el ler (0.829), 3er (0.987) y Sto día (0.951).

En la zona anterior del hipocampo, al Sto día, la cantidad de RNA mensajero

(medida a los 30 minutos) de proTRH, TRH Rl, TRH R2 Y PPIl correlaciona

positivamente con la suma de tiempo de ese día (Tabla 6). El RNAm del proTRH

correlaciona con éste parámetro (suma de tiempo) desde el primer día (Tabla 6).
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TRHRl 0.746

TRHR2 0.757

PPll 0.804

proTRH -0.917

TRHRl -0.719

TRHR2 0.947 0.948 0.869

PPll 0.907 0.896

En la zona posterior del hipocampo (que incluye parte de la región dorsal y la

ventral) los RNAm del proTRH y el del TRH RI (en el 5to día) correlacionan

negativamente con la suma del tiempo, de forma tal que en las ratas con mejor desempeño

en la tarea hay una mayor concentración de estos RNA mensajeros (Tabla 6). En cambio

los RNAm del TRH R2 Yde la PPII correlacionan positivamente con la suma del tiempo al

primer y tercer día (el RNAm del TRH R2 también al 5to día). Estos dos RNAm, al 3er y

5to día, también correlacionan positivamente con la latencia en el primer ensayo, es decir

con la medida que refleja la memoria a largo plazo (Tabla 7). Al tercer día, también en la

región posterior, los RNAm del GR, el TRH R2 Yla PPII correlacionan positivamente con

el tiempo del décimo ensayo (0.657, 0.704, 0.66 respectivamente).

TRHR2

PPll

0.947

0.965

0.89

0.853
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VIII. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

F. LOS CAMBIOS EN LA RESPUESTA AL ESTRÉS Y EN LOS ELEMENTOS

DE LA TRANSMISIÓN TRHÉRGlCA

En respuesta a un estímulo neuronal, existen cambios transitorios en la expresión

génica. Por ejemplo, la expresión de genes inmediatos tempranos (como e-fos) se ha

considerado como una señal de activación que ha permitido distinguir vías nerviosas

activadas en respuesta a una condición determinada. Esto tambíén se ha observado en la

expresión de proteínas involucradas en la liberación regulada; en respuesta a un estímulo, la

célula libera la hormona o neuromodulador y paralelamente, aumenta su síntesis (Joseph­

Bravo, et al., 1998; Cote-Vélez, et al, 200S). Los cambios observados en el metabolismo

del TRH neuronal en los modelos de "kindling" e ingesta de etanol, sugieren la

participación de las células TRHérgicas (de Gortari, et al, 2000; de Gortari, et al, sometido);

sin embargo, representan condiciones patológicas en las cuales se somete al animal a

situaciones extremas. El objetivo del presente trabajo fue determinar si los parámetros

involucrados en la función TRHérgica, se encontraban modificados en un modelo en el cual

el animal realiza una tarea de aprendizaje espacial (el laberinto de agua de Morris); los

cambios en la expresión podrían sugerir la participación del TRH en el aprendizaje. Los

animales fueron sacrificados a distintos tiempos (S-60 min) al inicio, durante y al final del

entrenamiento (1, 3 Y S días) para evaluar los posibles cambios y si estos se relacionaban

con el estrés (CT y GR) o el aprendizaje.

Fue evidente la habituación al estrés de la prueba ya que, al SO día de entrenamiento,

los niveles de CT y RNAm de GR no difirieron del control intacto . Sólo la expresión del

RNAm del GR en la porción posterior del hipocampo varió recíprocamente con la cantidad

de GC circulantes. Se ha reportado que ocurre un incremento agudo en la concentración de

GC en plasma, después del ejercicio en regímenes de moderados a exhaustivos (Girard y

Garland, 2002); en concordancia, en las ratas del presente estudio hay un mayor nivel de

CT 30 minutos después del entrenamiento en los tres días evaluados, aunque la intensidad

de esta respuesta tiende a disminuir conforme progresa el entrenamiento. La reducción de la

respuesta refleja también la adaptación a las condiciones adversas de la tarea, de forma tal

que al tercer día, a los 60 minutos post-entrenamiento, se observó un retomo de los niveles

de CT a cantidades semejantes a las del control intacto (lo cual no ocurrió a los 60 minutos

después del primer día de entrenamiento) y al Sto día, la elevación de CT después de la
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prueba fue casi nula. El mismo comportamiento, pero en sentido opuesto al de la CT, se

observó con el RNAm del GR en el hipocampo posterior.

La atenuación de la respuesta al estrés después del 3er día de entrenamiento,

coincide con el momento en que las ratas alcanzan un nivel asintótico en el aprendizaje (no

hay diferencia en el desempeño entre los días 4 y 5).

La concentración sérica de CT fue mayor en las ratas a las que les tomó más tiempo

encontrar la plataforma en el décimo ensayo de cada uno de los días analizados . Se ha

reportado la existencia de variaciones en las respuestas al estrés y en el desarrollo de la

capacidad cognitiva de las ratas (Liu, et al, 2000; Weaver, et al, 2004). Algunas ratas tienen

una respuesta menor del eje HPA ante un estrés de tipo psicológico, a la vez que presentan,

en el hipocampo, mayor expresión del GR, del RNAm del BDNF y de algunas sub­

unidades de los receptores tipo NMDA, así como una mayor liberación tónica de

acetilcolina y un mejor desempeño en la tarea espacial del laberinto de Morris (Liu, et al

2000; Weaver, et al, 2004). Basado en esta evidencia, la correlación de la CT con la medida

de la memoria a corto plazo (la latencia del 10° ensayo) , podría estar reflejando esa

variación natural en la respuesta al estrés y en el desempeño cognitivo; en concordancia, los

niveles de GR en la porción posterior del hipocampo correlacionan negativamente con la

concentración de CT circulante; es decir, cierto número de ratas tuvo una respuesta

atenuada al estrés, mayores niveles del RNAm del GR en el hipocampo posterior y

aprendió mejor la tarea. Dado que a ciertas concentraciones los GC' s afectan la adquisición

de tareas de aprendizaje (Roozendaal, 2003) y disminuyen la expresión de factores que lo

favorecen (como el BDNF; Tapia-Arancibia, et al, 2004), es razonable pensar que en las

ratas con menor respuesta al estrés, la CT no está afectando la función del hipocampo.

Con respecto a la expresión de los elementos de la transmisión TRHérgica, los

cambios a los que nos hemos enfocado en este trabajo han sido las diferencias entre los

grupos control de nado y los animales entrenados. Cuando las ratas son colocadas en un

ambiente nuevo tienden a explorarlo (Save y Poucet, 2005). Durante los primeros minutos

de la exploración las células piramidales del hipocampo comienzan a desarrollar patrones

de disparo de potenciales de acción que dependen de la localización del animal en el

espacio (las células de lugar) (O'Keefe y Dostrovsky, 1971), los cuales permanecen

estables por semanas si el ambiente es constante (revisado en Morris, et al, 2003). Se ha

postulado que estos patrones subyacen a la representación del espacio (revisado en Morris,

53



et al, 2003). Podría esperarse que los controles de nado estén formándose representaciones

del espacio en el cual están nadando; sin embargo, a diferencia de los animales entrenados,

las ratas controles de nado no aprenden que la información espacial es relevante para el

escape del agua. Esta asociación de la información espacial con un sitio de escape en los

animales entrenados, podría contribuir a los patrones desiguales de regulación que se

encontraron en los elementos de la transmisión del TRH.

En el primer día, en ambas zonas del hipocampo, sólo fueron observados cambios

en la expresión de los RNA mensajeros del TRH R2 Y de la PPII en los animales

entrenados en el laberinto de Morris y sacrificados 30 minutos después (sólo son

significativos en la zona posterior). Esta diferencia, con respecto a los controles de nado, es

transitoria al menos en la porción anterior, pues 30 minutos después desaparece para la PPIl

o incluso hay menor cantidad del RNAm del TRH R2.

Al tercer día este incremento se repite para el TRH R2, aunque sólo en la región

anterior, y coincide, en tiempo y espacio, con un incremento significativo en los niveles de

RNAm del TRH Rl Y una disminución en los del proTRH, siempre comparado con el

respectivo de control de nado. 30 minutos después (es decir a los 60 minutos post

entrenamiento) estas diferencias desaparecen, como ocurre después del primer día.

En el hipocampo de las ratas entrenadas por cinco días, 30 minutos después del

último ensayo, hay menor cantidad de RNAm de los dos receptores del TRH en la porción

anterior (aunque la diferencia no es significativa para el TRH R2); éstas diferencias

desaparecen 30 minutos después, que es cuando se presenta, en la zona posterior, mayor

cantidad de los RNAm del proTRH y del TRH Rl ; el incremento del RNAm del proTRH

aparece desde los 30 minutos post entrenamiento.

También al 5to día, en los animales entrenados, el incremento del RNAm del

proTRH en el hipocampo posterior coincide con una disminución en los niveles del péptido

maduro. Dado que los niveles del péptido reflejan cambios en los eventos de síntesis y

liberación (Charli, et al., 1998), los datos pueden interpretarse como una activación de las

neuronas TRHérgicas que induce la liberación del péptido y la síntesis del precursor a nivel

transcripcional.

Concomitante con el posible aumento en la liberación del péptido ocurre un

incremento en la síntesis del RNAm del receptor TRH Rl . Hasta ahora la regulación de la

expresión de los receptores de TRH se ha estudiado a detalle en líneas celulares (Hinkle y
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Tashjian, 1975; Oron, et al, 1987) y no hay información directa de lo que ocurre en

neuronas. En la mayoría de estos trabajos se ha reportado que, ante una estimulación con

TRH, además de las vías de señalización que se desencadenan, hay una reducción en la

cantidad de receptores en la membrana por intemalización en vesículas cubiertas de clatrina

(Ashworth, et al, 1995). Si la estimulación se deja proseguir se induce una disminución en

los niveles del RNAm (Gershengom y Osman, 1996; Yu y Hinkle, 1997). La disminución

en la expresión de R1 y R2 podría interpretarse como una resultante del efecto del TRH

liberado. Sin embargo, también se ha reportado que el RNAm del TRH R1 incrementa al

estimular células con el péptido (Cook y Hinkle, 2004). En el caso del quinto día, a los 60

minutos, las alteraciones medidas también podrían implicar que las neuronas TRHérgicas,

al liberar el péptido, afectan la síntesis del receptor en neuronas post-sin ápticas. Varías vías

neuronales con diferentes neurotransmisores se activan en los procesos de aprendizaje y

memoria, por lo que es difícil defínir cual es la responsable de los efectos observados en la

cantidad de RNAm del los receptores (de Gortari, et al, 1995; sometido).

En el hipocampo posterior, los cambios en la síntesis de TRH del quinto día

coinciden con cambios reportados (Gómez Pinilla, et al., 2001), también descritos para los

sujetos de este estudio (Sánchez, et al, en preparación), en los RNAm del BDNF y de su

receptor TrkB ("tropomyosin-related kinase B"), ambos con un papel conocido en los

procesos de aprendizaje y memoria (Gómez Pinilla, et al., 2001). La expresión de BDNF y

TrkB está modulada en el hipocampo por agonistas glutamatérgicos, crisis epilépticas,

traumatismo cerebral, isquemia, antidepresivos y con ejercicio físico (Tapia-Arancibia, et

al, 2004; Mu, et al, 1999). La inducción de LTP en hipocampo incrementa la expresión de

BDNF y TrkB; la LTP no ocurre en ratones que carecen de BDNF (Tapia-Arancibia, et al,

2004; Mu, et al, 1999). El BDNF en el hipocampo, regula la síntesis de acetilcolina,

glutamato, serotonina y GABA (Tapia-Arancibia, et al, 2004). Además, es necesario para la

adquisición de tareas espaciales, pues la anulación de su actividad (por anticuerpos o en los

ratones que carecen del gen del BDNF o de su receptor) produce una dramática deficiencia

de la memoria espacial (Tapia-Arancibia, et al, 2004; Mu, et al, 1999). El estrés también

regula la expresión del BDNF; la administración de altas dosis de CT o estrés disminuye su

expresión, sin embargo, la adrenolectomía, y por tanto la ausencia de GC circulantes, tiene

el mismo efecto, el cual puede ser revertido por la inyección de dexametasona (un análogo

de la CT). Lo anterior sugiere que la curva dosis-respuesta tiene forma de "U" invertida
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- - - - - - - - - - --- - -

(Tapia-Arancibia, et al, 2004) es decir, niveles bajos son necesarios pero después de cierto

umbral la CT tiene un efecto inhibitorio.

Los cambios al 5to día en la expresión de TRH, TRH Rl YBDNF (en el hipocampo

posterior) concurren con el establecimiento de modificaciones estructurales en el

hipocampo y de memorias a largo plazo (Ramírez-Amaya, et al, 2001), sugiriendo un papel

para el TRH en este fenómeno. Acorde con esta suposición, en esta zona los RNAm del

proTRH y el del TRH Rl correlacionan negativamente con la suma del tiempo, de forma tal

que en las ratas con mejor desempeño en la tarea hay una mayor concentración de estos

RNA mensajeros. La consolidación de la información espacial en memoria a largo plazo

requiere fenómenos como la síntesis de proteínas. La inyección intra-cerebro-ventricular de

anisomicina (un inhibidor de la síntesis de proteína) impide la adquisición de la tarea

espacial del laberinto de Morris, sin afectar memoria a corto-plazo o memorias

preexistentes (Cavallaro, et al, 1997; D 'Hooge y De Deyn, 2001). Se ha sugerido que las

proteínas sintetizadas de novo contribuyen a la aparición de modificaciones en la estructura,

distribución y número de sinapsis que subyacen la representación a largo plazo de la

información espacial. Se ha observado que la LTP induce sinaptogénesis en las fibras

musgosas (las proyecciones de giro dentado hacia CAJ) y al entrenar animales en el

laberinto de Morris por 4 ó 5 días, también se observa la formación de nuevas sinapsis en el

stratum oriens de CAJ (donde se encuentran las terminales nerviosas de las fibras

musgosas que provienen del GD). Estos animales recuerdan mejor la localización de la

plataforma 7 y 30 días después del último entrenamiento (Ramírez-Amaya, et al, 2001).

Adicionalmente, la formación de nuevas sinapsis depende de la activación de los receptores

glutamatérgicos tipo NMDA (Ramírez-Amaya, et al, 2001); in vitro se ha observado que el

TRH puede incrementar los potenciales post-sinápticos excitatorios debidos a la activación

de receptores tipo NMDA en neuronas piramidales de CAl yen células granulares del giro

dentado (Morimoto, et al, 1986; Stocca y Nistri, 1995); además el TRH facilita la LTP de la

transmisión sináptica entre las fibras musgosas y CAJ (Ishihara, et al, 1991). Pareciera

entonces que el aumento de la función TRHérgica en el hipocampo posterior, al 5to día,

estuviera relacionado con la aparición de nuevas sinapsis .

También en el hipocampo posterior, el RNAm del TRH R2 correlaciona

positivamente con la suma de las latencias, desde el primer hasta el quinto día; el RNAm de

la PPII correlaciona de la misma forma con éste parámetro aunque sólo el primer y tercer
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día. Además, estos dos RNAm correlacionan positivamente con la latencia del pnmer

ensayo de los días 3 y 5.

En el caso de la PPII estas correlaciones implican un aumento en la función

TRHérgica, ya que una disminución de la expresión de la PPII en las ratas con mejor

aprendizaje (menor latencia), incrementaría, en principio, la vida media del TRH en el

espacio extracelular. Aunque al primer día en las ratas entrenadas hay un incremento en la

expresión de la enzima, indicando una posible disminución en la función TRHérgica, en

este grupo ocurrió la correlación positiva con la suma de las latencias, revelando que en los

días 1 y 3, las ratas con mejor desempeño tienen disminuido el mecanismo de eliminación

extracelular del TRH. Se han reportado mejoras cognitivas, mayores a las producidas por el

TRH mismo, al administrar análogos del péptido resistentes a la degradación (revisado por

Horita, 1998) o un inhibidor de prolil endopeptidasas (Shinoda, et al, 1999); en ambos

casos son tratamientos que incrementan la disponibilidad de TRH en el espacio

extracelular. Se ha sugerido que las peptidasas tienen un papel muy importante en los

mecanismos homeostáticos que controlan la función cerebral (Charli, et al, 1998), de hecho

su regulación por la actividad eléctrica debe contribuir a los cambios a largo plazo en la

transmisión de información (de Gortari, et al, sometido).

El caso del TRH R2 es más dificil de interpretar, pues su papel fisiológico en zonas

específicas del sistema límbico es desconocido (al igual que el del TRH R1). Pareciera que

en las ratas con mejor aprendizaje, ocurriera una disminución del RNAm del TRH R2, en

contraposición al resto de la evidencia que parece indicar un incremento en la transmisión

TRHérgica del hipocampo posterior (primero por disminución de la degradación y al final

por una aumento en la síntesis y en la cantidad de receptor 1). Incluso, al quinto día, la

aparente hipofunción de la señalización mediada por el TRH R2, coincide con un

incremento en la de TRH R1 en una zona posterior del hipocampo. Éste tipo de regulación

en sentidos opuestos de los receptores de TRH se ha observado durante el desarrollo del

"kindling" en la corteza piriforme (insular) de la rata (De Gortari, et al, sometido); hasta el

momento se desconoce el significadobiológico de este fenómeno.

Si bien se desconoce si existe un papel diferencial de los receptores de TRH, su

distribución mutuamente excluyente (en la mayor parte del SNC) (Heuer, et al, 2000) y el

descubrimiento de cinéticas opuestas de regulación, así lo sugiere.
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El RNAm del TRH-R2 es casi indetectable en el hipocampo (CA's y GD), a

diferencia del TRH-Rl. Sin embargo, durante el desarrollo del "kindling " (etapa II) hay un

aumento dramático y transitorio en la expresión del TRH R2 y de la PPII, no así del TRH

Rl (de Gortari, et al, sometido). Semejante a los cambios detectados en el "kindling"

parcial, la ca-regulación de la PPII y el TRH-R2 durante el primer día de entrenamiento

sugiere la activación de neuronas post-sinápticas o al menos vías de señalización distintas a

las que se activan al 5° día, cuando aumentan los niveles de RNAm del proTRH y el TRH

Rl.

En la zona anterior del hipocampo, al 3er día, se presenta menor cantidad del

RNAm del proTRH (aunque hay un incremento de los receptores); al quinto día, el RNAm

del Rl disminuye, se acumula el péptido procesado (probablemente por inhibición de la

liberación, ya que no hay indicio de aumento en la síntesis, al menos a nivel

transcripcional) y la cantidad de RNA mensajero (medida a los 30 minutos) de todos los

elementos de la transmisión TRHérgica, correlacionó positivamente con la suma del tiempo

de ese día (para el proTRH esta correlación ocurrió desde el primer día). Parecería que en

las ratas con mejor desempeño en el aprendizaje, el sistema TRHérgico esta inhibido en el

hipocampo anterior, contrario a lo encontrado en el posterior y a los reportes de efectos

beneficiosos del péptido en el aprendizaje (revisado por Horita, 1998). Sin embargo, la

administración de TRH en el hipocampo anterior en una especie de ardilla (Citelus

lateralis), desencadena funciones excitadoras sólo si el animal esta dormido (reduce todos

los estados del sueño y desincroniza la activídad eléctrica del cerebro si la ardilla esta en

sueño de ondas lentas) o despierto en estado inmóvil (incrementa la termogénesis y la

actividad motora espontánea); si la administración se hace en una animal despierto y activo,

produce efectos opuestos (Stanton, et al, 1981). Así mismo, el TRH puede disminuir el uso

de glucosa en las neuronas del hipocampo (y otras zonas del sistema nervioso central) si se

administra a un animal despierto y activo, y ocurre lo contrario si el animal esta narcotizado

(Nagai, et al, 1980). Esto podría implicar que, en el hipocampo anterior, el TRH participa

en la regulación del estado de alerta del animal, actuando de acuerdo a la demanda de

atención requerida, es decir, una hipofunción TRHérgica ocurriría en situaciones en las que

el animal se encuentra activo.

Las correlaciones de la expresión de los RNAm con parámetros de aprendizaje, así

como las distintas cinéticas seguidas por cada uno de los RNAm en la zona anterior versus
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la posterior, sugieren distintas funciones a lo largo de eje septo-temporal para el TRH. Al

tratar de determinar por hibridación in situ la localización precisa de los cambios

observados en el RNAm del TRH Rl, observamos que éste aumenta con mayor intensidad

en la sección dorsal de lo que nosotros hemos denominado hipocampo posterior. La región

ventral también presenta algunos cambios en el mismo sentido, aunque estos no son tan

marcados ni tan consistentes a los largo de la zona analizada.

Otro aspecto que resaltó en el análisis in situ es que los cambios en el TRH Rl

parecen estar restringidos al hemisferio izquierdo del cerebro. Lateralización en las

funciones de memoria espacial había sido reportada en humanos y en ratas de edad

avanzada (Burgess, 2002; Moskal, et al, 2004). En taxistas londinenses, al momento de

recordar una ruta, se observa un incremento en la actividad metabólica en la región

temporal del hemisferio izquierdo (Burgess, 2002). En ratas de edad avanzada se ha

observado que la reducción en la capacidad para resolver tareas espaciales correlaciona con

daños en la formación hipocampal del hemisferio izquierdo y no la del derecho (Moskal, et

al, 2004). Un análisis global de la expresión de genes por medio de microarreglos, mostró

que a lo largo del desarrollo hay expresión diferencial de genes entre ambos hemisferios del

hipocampo (Moskal, et al, 2004). No es extraño entonces el descubrimiento de que la

respuesta del RNAm del TRH Rl sea distinta entre los hemisferios cerebrales.

G. FUNCIONES DISTRIBUIDAS EN EL EJE SEPTO-TEMPORAL DEL

HIPOCAMPO

Es importante señalar que en pocos trabajos hacen una distinción entre la zona

anterior y la posterior del hipocampo (eje septo-temporal) en relación a la regulación de la

expresión de mensajeros químicos, por lo que es dificil en este momento explicar por qué

las distintas cinéticas de respuesta en cada zona. Se ha reportado la expresión diferencial de

genes entre las zonas septal-dorsal y la ventral-temporal del hipocampo en animales

intactos (Leonardo, et al, 2004), como ocurre con los RNAm del proTRH y de TRH RI (el

primero más abundante en la porción septal-dorsal y el segundo en la temporal-ventral)

(Heuer, et al, 2000).

Moser, et al (1993) proponen que distintas secciones de la formación hipocampal, a

lo largo del eje septo - temporal, son relevantes para distintas funciones. Por ejemplo, la

zona ventral (temporal), que tiene mayor relación anatómica con la amígadala y con el
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hipotálamo, parece ser irrelevante en los procesos de aprendizaje y memoria espacial, sin

embargo resulta importante para controlar la manifestación de conductas relacionadas a

situaciones de ansiedad o estrés moderado, ya que las lesiones en esta región tienen un

efecto ansiolítico, sin que se afecte considerablemente la actividad locomotora (Bannerman,

et al, 2003). La región dorsal del hipocampo pareciera estar específicamente implicada en

la adquisición de memorias de tipo espacial (Moser, et al, 1993). El proceso de

sinaptogénesis asociado a la formación de memoria a largo plazo también parece seguir

gradiente septo-temporal en el hipocampo, siendo mayor en la zona dorsal septal (Ramírez­

Amaya, et al, 2001).

En contraste de Hoz, et al (2003) reportan que la pérdida de la capacidad de

aprendizaje espacial por daños en la zona septal del hipocampo, sólo es evidente con ciertos

protocolos de entrenamiento. Es posible entrenar ratas, a las que se ha dañado el hipocampo

anterior y dejado sólo 20-40% del hipocampo de la zona temporal, en la tarea espacial del

laberinto de Morris con protocolos menos intensivos (con menor número de ensayos en

igual número de días), lográndose desempeños comparables a los de animales con la región

septal intacta. Sugieren entonces que, si bien las conexiones extrínsecas del hipocampo

presentan gradientes septo-temporales, en las intrínsecas no está tan marcada la distribución

diferencial y por tanto, el procesamiento de la información podría ser una función

distribuida en todo el eje longitudinal del hipocampo (de Hoz, et al, 2003).

Este y otros trabajos sugieren que la porción temporal del hipocampo también

participa en el aprendizaje espacial. Sin embargo, el hecho de que las conexiones

intrinsecas y extrínsecas del hipocampo sigan, en mayor o menor medida, gradientes septo­

temporales, puede tener consecuencias funcionales que expliquen la diferencia en

protocolos de entrenamiento requeridos para que la rata aprenda la tarea espacial cuando

sólo tiene la parte septal o la temporal del hipocampo (de Hoz, et al, 2003). Queda claro sin

embargo, que la porción temporal del hipocampo tiene un papel importante en la regulación

de la respuesta al estrés, dadas sus conexiones con la amigdala y el hipotálamo

(Bannerman, et al, 2003).

60



En resumen, los resultados de este trabajo permiten postular al TRH como partícipe

en alguna de las funciones relacionadas con el aprendizaje. Además, la identificación de

zonas responsivas permite abordar la siguiente etapa del trabajo, la administración local de

TRH o de moléculas que impidan la expresión del péptido o sus receptores (siRNA) para

anular la transmisión TRHérgica y definir más específicamente la relevancia fisiológica de

los cambios encontrados en los procesos de aprendizaje y memoria.
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